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RESUMO

Estudos que acompanham o desenvolvimento pés-embrionario de insetos
de interesse a entomologia forense, sob o efeito de fatores variaveis, sdo de
suma importancia para que essa ciéncia possa ser empregada em casos
judiciais, auxiliando sobretudo na estimativa do Intervalo Pés-Morte (IPM).
A espécie Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) tem sido apontada
pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Transmissores de Hematozodrios
do Depto de MIP/CCB/UFSC como sendo frequente colonizadora de
cadaveres na regido da Grande Floriandpolis. Fato que levou a elaboracdo
do presente trabalho, o qual teve por objetivo determinar a duracdo dos
estagios de imaturos de C. megacephala, bem como analisar o efeito de
baixas temperaturas sobre a eclosdo dos ovos. Os imaturos foram criados
em dieta natural de carne bovina moida e submetidos & temperatura de 25 +
2 °C, fotoperiodo e umidade naturais (14 h claro/10 h escuro e 70% de UR).
Sob essas condicfes, 0 tempo minimo de desenvolvimento (oviposi¢do—
emergéncia dos adultos) observado para a espécie foi de 258 horas (10,75
dias), sendo que o periodo de incubacéo dos ovos foi de 16 horas. Apés 32
horas da postura dos ovos foi registrado o estagio de muda (farado) do 1°/2°
instar larval. Decorridas 36 horas registrou-se a presenca de larvas em 2°
instar. O segundo estagio de muda (farado 2°/3° instar) foi registrado ap6s
50 horas. Larvas em 3° instar foram observadas ap6s 54 horas. O estagio de
pré-pupa comecou a ser observado apds 114 horas. As primeiras pupas
foram registradas decorridas 126 horas. Ovos de C. megacephala mantidos
em camara climatizadora regulada a baixas temperaturas constantes (15 +
1°C, 13 £ 1°C, 12,5 = 1°C e 10 + 1°C) e a umidade relativa a natural, ndo
foram capazes de eclodir durante as 32 horas de exposicdo a essas
condicdes. Apds esses ovos serem expostos a temperatura ambiente (25 + 2
°C), fotoperiodo e umidade naturais, apenas 0s ovos submetidos a
temperatura de 10 °C ndo foram capazes de eclodir. Assim, Nnossos
resultados sugerem que nas condi¢des estudadas, os ovos de C.
megacephala sdo inviaveis a temperatura abaixo de 10 °C.

Palavras-chave: Desenvolvimento P6s-Embrionério, Entomologia
Forense, Intervalo Pés-Morte.
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INTRODUCAO

A entomologia € a ciéncia que se ocupa dos estudos dos insetos
(Classe Insecta), sendo parte da artropologia. O desenvolvimento no campo
da entomologia sempre esteve atrelado a avangos nos campos da
agricultura, engenharia e durante muitos anos os insetos foram conhecidos
sobretudo por serem pragas de culturas e transmissores de agentes
causadores de doencas (Pujol-Luz et al. 2008, Oliveira-Costa 2011).

Desde 1850, pesquisas que aplicam os estudos dos insetos e de
outros artrépodes aos procedimentos legais vém sendo realizadas e a esse
campo da ciéncia deu-se 0 nome de entomologia forense (Pujol-Luz et al.
2008, Oliveira-Costa 2011). No Brasil, os primeiros trabalhos em
entomologia forense correspondem a levantamentos de fauna cadavérica
realizados em Mata Atlantica pelos pesquisadores Edgard Roquette Pinto e
Oscar Freire na primeira década do século XX (Pujol-Luz et al. 2008). Nos
anos seguintes raras foram as pesquisas nesse campo da ciéncia, sendo
retomadas em quantidade expressiva apenas na segunda metade do século
XX (Pujol-Luz et al. 2008). Atualmente, poucos sdo os entomologistas que
dedicam-se a ciéncia forense em nosso pais, 0s quais vém desenvolvendo
suas pesquisas apenas em carcagas animais ndo humanas, em razdo de
entraves juridicos, visando extrapolar os resultados para cadaveres humanos
(Oliveira-Costa 2011). Pujol-Luz et al. (2008) mencionam que no Brasil
existem oito grupos académicos desenvolvendo trabalhos em entomologia
forense, os quais estdo localizados no Amazonas, Distrito Federal, Minas
Gerais, Parand, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte e Séo
Paulo. No estado de Santa Catarina, 0S primeiros passos para 0
desenvolvimento da entomologia forense vém sendo dado por
pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e o
primeiro trabalho tratou-se de um levantamento de fauna entomoldgica em
carcaca de suino em area de Mata Atlantica (Juk 2013).

A entomologia forense possui trés subéreas, conforme classificado
por Lord & Stevesson (1986): (1) Urbana — auxilia na resolucéo de disputas
judiciais civeis em que a presenca de insetos em bens culturais, imdveis ou
estruturas cause prejuizo a uma das partes do processo; (2) Produtos
armazenados — ocupa-se de questdes envolvendo a contaminagdo por
insetos, em pequena ou grande extensdo, de produtos comerciais estocados;
(3) Médico-legal — utiliza-se da fauna de insetos necrofagos para a
resolucdo de casos de morte violenta, contribuindo sobretudo em
investigagBes da cronotanatognose, que corresponde ao intervalo de tempo
entre a exposic¢do do cadaver ao ambiente e a data em que foi encontrado -
também conhecido por Intervalo P6s-Morte (IPM) (Pujol-Luz et al. 2008,
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Oliveira-Costa 2011). Sendo esta, a subarea de interesse do presente
trabalho.

Dentre os insetos necréfagos colonizadores de carcagas, os dipteros,
representados pelas moscas, e coledpteros, representados pelo besouros, se
destacam (Carvalho & Linhares 2001, Turchetto & Vanin 2004, Pujol-Luz
et al. 2008). Oliveira-Costa (2011) esclarece que logo que se inicia o
processo de decomposi¢do, derivados liquidos e volateis sdo formados,
atraindo os artropodes que colonizardo a carcaca. Segundo Souza et al.
(2011) as moscas chegam aos corpos em decomposicdo gracas a estruturas
capazes de sentir os odores especificos da decomposicdo a longas
distancias.

1.1 BIOLOGIA DOS INSETOS E SUA CORRELACAO COM A
ESTIMATIVA DE IPM

O IPM obtido por método entomoldgico pode ser estimado com base
no estagio de desenvolvimento dos insetos imaturos coletados no cadaver
ou com base na sucessao de insetos que o colonizam (Oliveira-Costa 2011,
Voss et al. 2011). Para tanto, compreender a biologia dos insetos é de suma
importancia (Pujol-Luz et al. 2008, Yang & Shiao 2012). Pois, apesar de
estudos de levantamento de fauna serem essenciais a entomologia forense,
seus resultados ndo podem ser por si s6 aplicados a estimativa de IPM.
Desse modo, estudos de levantamento de fauna cadavérica devem ser
seguidos de pesquisas acerca da biologia, ciclo de vida e ecologia das
espécies apontadas como de interesse forense, sobretudo nas regides
tropicais onde ndo se observa um padrdo constante de sucessdo de insetos
(Pujol-Luz et al. 2008).

Yang & Shiao (2012), por exemplo, afirmam que compreender o
processo de oviposicdo é de suma importancia, visto ser este o primeiro
passo para a colonizacdo de um corpo por moscas, sendo, portanto, um dos
conhecimentos basais para o inicio da utilizagio de dados de
desenvolvimento de insetos na estimativa do IPM.

Segundo Richards & Villet (2008), o IPM corresponde a duracdo do
desenvolvimento de ovo até a fase em que se encontra o imaturo mais velho
encontrado da cena de crime — sendo este o IPM minimo — mais o tempo
transcorrido entre a morte e a postura dos ovos do inseto sobre o cadaver. A
fim de assegurar a veracidade das informacfes presentes nos laudos
periciais, entomologistas forenses restringem-se a estimar o IPM minimo
(Kosmann et al. 2011), pois ndo existem parametros cientificos para se
estimar o tempo decorrido entre 0 momento da morte e a exposicdo do
cadaver ao ambiente.
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O tempo de desenvolvimento dos insetos é influenciado por varios
fatores (Crystal 1967, Cabral et al. 2007, Pires et al. 2009, Oliveira-Costa
2011, Souza et al. 2011, Pinheiro et al. 2012), mesmo assim Souza & Kirst
(2010) acreditam que a utilizacdo de Diptera consiste na melhor maneira de
se estimar o IPM aplicando-se a entomologia forense. Porém, segundo 0s
mesmos autores, para resultados mais fidedignos deve-se observar também
a colonizacdo dos demais grupos de insetos no cadaver.

Segundo Marchenko (2001), o ciclo de vida dos insetos é regulado
sobretudo por parametros térmicos, 0s quais sao espécie-especifico. Alguns
autores ainda defendem que as investigacGes a respeito da biologia das
espécies devem considerar ndo s6 a variabilidade entre espécies, mas
também entre populagdes (Ames & Tuner 2003, Bourel et al. 2003). Fato
este que justifica a realizacdo de estudos regionais sobre o tempo de
desenvolvimento dos insetos (Souza & Kirst 2010, Pinheiro et al. 2012).
Souza & Kirst (2010) afirmam que a temperatura é o fator responsavel pela
maior variacdo no tempo de desenvolvimento dos insetos imaturos,
reduzindo ou acelerando a taxa de desenvolvimento. Por isso, a necessidade
de se realizar experimentos que observem o desenvolvimento dos insetos de
interesse forense a diferentes temperaturas.

1.2 ASPECTOS RELEVANTES SOBRE CHRYSOMYA
MEGACEPHALA (FABRICIUS, 1794)

As familias de dipteros de maior importancia forense séo
Calliphoridae, Muscidae, Fanniidae e Sarcophagidae (Greenberg 1991,
Catts & Goff 1992, Carvalho et al. 2000). No Brasil, dentre 0s géneros da
familia Calliphoridae, Chrysomya destaca-se pelas espécies Chrysomya
albiceps (Wiedemann, 1819), Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794)
(Figura 1), Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818) e Chrysomya rufifacies
(Macquart, 1843). Moscas do género Chrysomya invadiram o Novo Mundo
na década de 70 (Guimaraes et. al. 1978, 1979, Prado & Guimaraes 1982,
Laurence 1986) e, atualmente, encontram-se amplamente distribuidas pelas
Américas (Kosmann 2013). Estudos recentes apontam a presenca de C.
megacephala na Argentina (Olea et al. 2011) e pela primeira vez
alcangando o estado de Indiana (EUA) (Picard 2013). O primeiro trabalho
de investigacdo de fauna necréfaga, em carcaca suina, realizado em Santa
Catarina aponta C. megacephala como umas das espécies mais frequentes
(Juk 2013). A espécie € um tipo de mosca varejeira, como sdo conhecidos
popularmente os califorideos, e é encontrada associada a matéria organica e
a corpos em decomposic¢do (Von Zuben 1993, Ruiz 2007, Oliveira-Costa
2011, Linhares & Thyssen 2012).
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Macho

Figura 1. Exemplar de Chrysomya megacephala e detalhe dos olhos
do macho e da fémea (Fonte: modificado de Cook Islands Biodiversity & Natural
Heritage).

Individuos de C. megacephala sdo registrados nas regides
afrotropical, australiana e oriental (Prins 1982, Linhares & Thyssen 2012)
atuando em alguns locais como polinizadores (Anderson et al. 1982), como
vetores de ovos de helmintos (Sulaiman et al. 1988, 1989), causadores de
mifases em humanos (Sukontason et al. 2005) e associados a matéria
orgénica em decomposicao (Sukontason et al. 2008). No Brasil, além de ser
importante indicador forense, C. megacephala também representa risco a
salde humana por ter sido apontada como causadora de miiases em
humanos (Ferraz et al. 2010) e vetor mecanico de agentes causadores da
doenca diarréica aguda (DDA) (Oliveira et al. 2006, Kosmann 2013), fato
que se agrava pOr a espécie estar bem adaptada a ambientes urbanos
(Kosmann 2013), locais com grande concentracdo populacional.

A espécie C. megacephala possui desenvolvimento holometabolo,
caracteristica comum aos dipteros, e, assim como as demais espécies de
Calliphoridae, seu ciclo de vida apresenta estagio de ovo, trés estadios
larvais, um pupal e a fase de adulto (Souza & Kirst 2010). No entanto,
alguns autores classificam o desenvolvimento larval de califorideos em seis
estadios: larva 1° instar; farado 1°/2° instar; larva 2° instar, farado 29/3°
instar; larva 3° instar; e pré-pupa (Barros-Cordeiro & Pujol-Luz 2010,
Barros-Cordeiro 2011). A classificacdo em seis estagios larvais baseia-se no
fato de serem observadas diferencas morfoldgicas e comportamentais entre
essas fases do desenvolvimento larval (Kamal 1958). A entomologia
forense utiliza-se dessas diferencas para delimitar de forma mais precisa
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possivel 0 momento do desenvolvimento que um imaturo coletado na cena
de crime estd, ou seja, estimar com mais precisdo a idade desse imaturo.

Os ovos de C. megacephala sdo pequenos, transllcidos e apresentam
estreitamentos nas duas extremidades (Prins 1982). Ap6s a eclosdo dos
ovos iniciam-se os estadios larvais, os quais se diferenciam principalmente
por caracteristicas morfoldgicas dos espiraculos anteriores e posteriores e
pelo arranjo, esclerotizacdo e pigmentacdo do esqueleto cefalofaringeo
(Prins 1982, Barros-Cordeiro & Pujol-Luz 2010). As larvas que deixam 0s
ovos logo apds a ecloséo correspondem a larvas de 1° instar, as quais nos
primeiros instantes de vida sdo denominadas neolarvas (Costa & Ide 2006).

As caracteristicas morfologicas de C. megacephala foram descritas
de forma bem detalhada pelos autores Barros-Cordeiro & Pujol-Luz (2010),
inclusive com ilustracfes e imagens (Figuras 2 e 3). Segundo esses autores,
as larvas de 1° instar possuem o esqueleto cefalofaringeo pouco
pigmentado, mandibula menor, menos esclerotizada e pigmentada que a
maxila e o par de espiraculos posteriores, localizado no dltimo segmento
abdominal, apresenta apenas uma abertura espiracular. O estadio seguinte
corresponde ao periodo de transicdo para o inicio do 2° instar larval e é
denominado farado 1°/2° instar. Esse periodo de muda é caracterizado
presenca simultanea do par de espiraculos posteriores de 1° e 2° instar, este
com duas aberturas espiraculares, e pela formacdo do espiraculo anterior,
localizado préximo ao segundo segmento toracico. Finalizada a muda,
inicia-se o0 2° instar larval, durante o qual as larvas apresentam espiraculos
posteriores com duas aberturas espiraculares, espiraculos anteriores,
mandibula fusionada a maxila e esta fortemente esclerotizada e pigmentada.
O segundo periodo de muda é denominado farado 2°/3° instar larval e
caracteriza-se pela presenca simultanea do par de espirdculos posteriores de
2° instar e 3° instar, este com trés aberturas espiraculares, bem como pela
presenca de espiraculos anteriores de 3° instar, 0s quais sdo maiores e largos
na base. As larvas de 3° instar apresentam o esqueleto cefalofaringeo
completamente formado e um par de espiraculos anteriores e espiraculos
posteriores ambos de 3° instar.



20

~ - " * —
T‘—\Tr!/ // S ﬁfl_i" B -// - 7
B\ ( f ™ ey
c U Sle 27 (T
B / . ¥ . e
PR EVAIRS Ay
[ ;7;(—;7;5—7!) L I \'\b_L A D . B \h_‘_L
0,05 mm 1B 0,05 mm

0,1 mm o P 0,1 mm

Figura 2. Esqueletos cefalofaringeos de Chrysomya megacephala
em vista lateral caracteristicos de cada instar larval. 1A: Larva em 1° instar.
1B: Farado 1°/2° instar. 1C: Larva em 2° instar. 1D: Farado 2°/3° instar. 1E:
Larva em 3° instar. Legenda: A = maxila; B = mandibula; C = esclerito
hipostomal; D = esclerito hipofaringeano; e = depressao ocular; F = clipeo;
G = arco clipeal; H = esclerito infrafaringeano; | = esclerito faringeano; J =
incisdo média; L = corno ventral; M = corno dorsal; N = esclerito dental; O
= esclerito labial; P = esclerito acessorio; a = maxila e mandibula em
formacdo (Fonte: Extraido de Barros-Cordeiro & Pujol-Luz 2008).
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2B

Figura 3. Espiraculos anteriores
e posteriores caracteristicos de cada
estagio  larval de  Chrysomya
megacephala. 2A: Espiraculo anterior
de larva em 2° instar. 2B: Espiraculo
anterior de larva em 3° instar. 2D:
Espiraculo posterior de 1° instar. 2E:
Espiraculo posterior de farado 1°/2°
instar. 2F: Espiraculo posterior de
larva em 2° instar. 2G: Espiraculo
posterior de farado 2°/3° instar. 2H:
Espiraculo posterior de larva em 3°
instar (Fonte: modificado de Barros-
Cordeiro & Pujol-Luz 2008).

O sexto e Ultimo estadio larval é denominado pré-pupa pelo fato de
tratar-se de um momento de preparacdo para o imaturo empupar (Costa &
Ide 2006). Durante esse estadio as larvas abandonam a dieta e diminuem a
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sua atividade (Kamal 1958). Ocorrem mudangas fisioldgicas que levam a
desidratacdo  (Linhares &  Thyssen 2012, Marques 2012),
concomitantemente a diminuicdo do tamanho corpéreo (Barros-Cordeiro &
Pujol-Luz 2010).

O estagio de pupa é caracterizado pela formacdo do pupario, que
corresponde ao endurecimento da cuticula do 3° instar larval (Mello-Patiu
& Silva 2011). O pupério é imovel e em seu interior a pupa sofre grandes
transformac6es fisioldgicas e morfoldgicas que levardo a emergéncia do
adulto (Costa & Ide 2006). O pupério de C. megacephala possui coloracdo
marrom-avermelhada e € bastante semelhante ao de outras espécies de
Calliphoridae (Prins 1982).

Apesar de existirem chaves taxondmicas para imaturos de Diptera
(Costa & Ide 2006), a determinacdo de espécies através dessa etapa do ciclo
de vida dos insetos é bastante trabalhosa e desempenhada de forma segura
por poucos profissionais, por isso, quando possivel, opta-se pela criagdo dos
imaturos em laboratério até a emergéncia dos adultos, para que entdo a
espécie seja determinada.

Com base no exposto e pelo fato de levantamentos de entomofauna
na regido da grande Floriandpolis apontarem C. megacephala como
frequente colonizadora de cadaveres, buscou-se estimar 0 tempo necessario
para o desenvolvimento dos estagios larval e pupal, a influéncia da
temperatura na eclosdo dos ovos e correlacionar os com a estimativa do
IPM.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estimar a duracdo dos estagios de desenvolvimento pos-embrionario
de C. megacephala em temperatura ambiente e observar influéncia de
baixas temperaturas na ecloséo dos ovos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Estabelecer uma colénia de C. megacephala no insetario do
Laboratério de Transmissores de Hematozoarios do Depto de
MIP/CCB/UFSC a partir de insetos capturados em campo;

v Determinar o tempo de desenvolvimento de cada fase do ciclo de
vida do inseto até a emergéncia & temperatura ambiente (25 £ 2 °C);

v Determinar o tamanho das larvas de C. megacephala a cada instar,
guando mantidas a temperatura ambiente (25 £ 2 °C);

v Submeter ovos de C. megacephala a temperaturas constantes de 15 +
1°C, 13 + 1°C, 12,5 £ 1°C e 10 + 1°C, por 32 horas, e observar o
efeito sob a ecloséo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CONFECGAO DAS ARMADILHAS

Foi usada uma modificagdo da técnica descrita por Ferreira (1978).
Para a confeccgdo de cada armadilha foram utilizadas 2 garrafas plasticas do
tipo PET. Ambas as garrafas foram cortadas em 2 pecgas, uma garrafa
préximo ao fundo e outra proximo ao gargalo (Figura 4 - a). A peca
superior menor, sem a tampa, foi encaixada no interior da peca superior
maior, que foi tampada, a fim de criar um ambiente no qual os espécimes
capturados permanecessem aprisionados (Figura 4 - b). Foram feitas quatro
pequenas aberturas nas laterais da peca inferior e nela colocados o0s
recipientes com as iscas (Figura 4 - d). A peca inferior foi fixada a parte
superior da armadilha com fita adesiva (Figura 4 - e).

Figura 4. Montagem da armadilha: a) garrafas cortadas; b) pecas
superiores acopladas; c) recipiente com a isca; d) disposi¢do da isca na peca
inferior da armadilha; e) armadilha montada.

Foi utilizada como isca carne bovina moida em inicio de
decomposicdo (exposta a temperatura ambiente por 48 horas). Em cada
armadilha, foi colocada cerca de 30 g de carne bovina em copos plasticos
de 50 ml. Esses copos foram cobertos com tecido do tipo voal, preso com
elastico (Figura 4 - c), a fim de impedir a oviposi¢do na isca. Os copos
contendo as iscas foram presos as armadilhas com fita adesiva dupla face.

3.2 INSTALACAO DAS ARMADILHAS
As armadilhas foram instaladas aos arredores do prédio do

Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do
Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB), localizado no campus da
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Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), no bairro Cdrrego Grande,
municipio de Florianépolis.

Sempre que se desejou capturar adultos de C. megacephala, eram
utilizadas 10 armadilhas de garrafas plasticas - PET. Essas armadilhas eram
dispostas aleatoriamente na &rea de coleta, penduradas com barbante a
altura aproximada de 1,30 m do solo e revisadas a cada periodo de 24 horas,
por 5 dias consecutivos.

3.3 ESTABELECIMENTO E MANUTENGAO DA COLONIA

A colbnia foi formada por individuos adultos selvagens de C.
megacephala e por suas primeiras proles, as quais foram introduzidas na
colénia ap6s a emergéncia dos juvenis. Novos adultos selvagens de C.
megacephala foram acrescentados & col6nia uma vez por més e procurou
manter-se densidade méaxima de 200 individuos por viveiro, com propor¢éo
sexual de 1 macho para cada fémea.

A técnica de coleta utilizada trata-se de um método de captura
seletiva de espécies que sdo atraidas pelo odor da carne em decomposicéo,
porém nao da captura exclusiva da espécie de interesse. Por esse motivo, no
laboratdrio, primeiramente eram selecionados os individuos muscéides com
abdémen e toérax metélicos. Esses individuos eram retirados das pegas
superiores das armadilhas vedando-se as saidas inferiores com algoddo e
acoplando-se tubos plasticos as saidas superiores (Figura 5). Apo6s 0s
individuos migrarem para os tubos plasticos, eram transferidos para uma
gaiola de acrilico transparente. A gaiola, com dimenséao de 39 x 39 x 39 cm,
possuia quatro aberturas: 1 em cada lateral, vedadas com tecido do tipo voal
para ventilacdo, e 2 aberturas circulares na face anterior, cada uma com 1
manga, que permitiam o acesso ao interior da gaiola (Figura 6). Essa gaiola
foi denominada “gaiola de triagem”, pois 0s espécimes permaneciam nela
de 24 a 48 horas, quando entdo eram retirados para a identificagdo
especifica. Esse intervalo foi adotado levando-se em consideracdo que o
processo de coleta - identificacdo é estressante para 0 inseto e caso a
determinacdo especifica fosse realizada na sequéncia da captura poderia
aumentar a mortalidade de individuos.
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Figura 5. Método de retirada dos individuos vivos da armadilha.

Para proceder a identificacdo especifica dos espécimes da gaiola de
triagem, estes eram introduzidos individualmente em tubos plasticos com
tampa e colocados no freezer a temperatura aproximada de -20 °C por 90
segundos aproximadamente, até que os espécimes ficassem imdveis, a fim
de facilitar a manipulacdo. Os individuos eram transferidos para placas de
Petri e analisados rapidamente em microscopio estereoscopico de luz. Para
determinar se o individuo pertencia a espécie C. megacephala seguiu-se a
ordem de caracteres apresentados nas chaves dicotdmicas de Mello (2003) e
Carvalho & Mello-Patiu (2008). Sendo esses caracteres 0s seguintes:
nervura mediana distintamente angulosa; base da nervura radial pilosa
dorsalmente; tdrax e abdome metalico nas cores azul ou verde; caliptera
pilosa e presenca de estigma respiratorio tordcico anterior cinzento. Os
individuos pertencentes a espécie de interesse eram entdo quantificados,
sexados e transferidos para outra gaiola idéntica a anterior, a qual foi
denominada gaiola de criacdo (Figura 6). A sexagem dos individuos era
feita a olho nu, pois os machos de C. megacephala sdo holdpticos e fémeas
sdo dicopticas (Figura 1). As gaiolas foram mantidas a temperatura de 25 +
2 °C, com fotoperiodo e umidade naturais (14 h claro/10 h escuro e 70% de
UR). Aos individuos adultos era oferecido algoddo umedecido com éagua
destilada e dieta & base de agUcar, leite em p6 e levedo de cerveja, 0 mesmo
volume dos referidos ingredientes era misturado a agua destilada, até se
obter uma textura pastosa. Além disso, figado de frango macerado cru era
oferecido como dieta aos juvenis. Sempre que se desejava obter ovos eram
oferecidos 50 g de carne bovina moida crua. A carne era colocada no
viveiro no periodo matutino e retirada na mesma noite, havendo ou néo
postura de ovos, evitando-se assim a eclosdo de larvas no interior das
gaiolas, bem como o ressecamento da carne. As gaiolas tinham seus fundos
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forrados com papel filtro e a substituigdo desses, a higienizacdo das gaiolas
com algoddo umedecido em agua, bem como a reposicao da dieta e da dgua
para hidratacdo ocorria a cada dois dias.

Figura 6. Gaiola de criacdo dos adultos.

3.4 DETERMINACAO DA DURACAO DAS FASES DO CICLO
DE VIDA E COMPRIMENTO DOS IMATUROS CRIADOS A
TEMPERATURA AMBIENTE

Foi colocada carne moida crua em inicio de decomposi¢do na gaiola
de criacdo de C. megacephala e a col6nia foi observada a cada 1 hora para
registrar 0 momento da oviposicdo. As massas de ovos obtidas foram
retiradas da carne com pincéis finos molhados com Aagua destilada e
transferidas para placas de Petri forradas com papel filtro também
umedecido com agua destilada. Os ovos foram observados a cada periodo
de 1 hora para saber 0 momento da eclosdo e considerar este momento
como a hora 0 (hora zero). Ap6s a eclosdo, as neolarvas foram contadas e
transferidas com o auxilio de pincéis para copos plasticos de 50 ml,
contendo dieta composta 100% de carne bovina moida crua. Foi respeitada
a proporcdo de 1 g de dieta/larva, conforme adotado por Queiroz &
Milward-de-Azevedo (1991). Os recipientes com dieta e neolarvas foram
colocados em copos plésticos maiores devidamente identificados, cobertos
por tecido do tipo voal preso com elastico e que tinham 1/3 de seu volume
preenchido por serragem autoclavada e umedecida com agua destilada, para
criar ambiente propicio a pupagéo.

Amostras de 10 larvas foram coletadas a cada periodo de 2 horas, a
partir da hora 0 até a 50 hora. Apds a 50? hora até a 1342 hora, as coletas
ocorreram a cada periodo de 12 horas. Apds a 1342 hora deixou-se de se
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coletar larvas, porém a fim de estimar a duracdo dos estagios de pré-pupa e
pupa, observacBes prosseguiram sendo feitas a cada periodo de 12 horas,
até a 4102 hora.

O procedimento de coleta das larvas para a mensuracdo do
comprimento e identificagdo do estagio de desenvolvimento consistiu na
retirada aleatoria, a cada periodo de coleta, de 10 copos. Cada copo teve seu
contetido depositado em uma placa de Petri e com a ajuda de pincéis finos
Umidos procedeu-se a busca por larvas, sendo retirada a primeira larva
avistada em cada um dos 10 copos. As larvas coletadas foram submersas
em agua quente (entre 80 °C e 90 °C) para morrerem distendidas, a fim de
possibilitar a correta medi¢do do tamanho corpéreo, e foram conservadas
em alcool 70%. Apos a coleta das larvas, os conteldos depositados nas
placas de Petri (dieta mais as larvas restantes) retornavam para 0S Seus
respectivos copos, para que pudessem ser utilizados no proximo momento
de coleta.

Posteriormente, foram identificados os estagios de desenvolvimento
po6s-embrionario de cada larva de acordo com Barros-Cordeiro & Pujol-Luz
(2010) (Figuras 2 e 3), através da observacao dos espiraculos posteriores e
do esqueleto cefalofaringeo ao microscépio estereoscépico de luz. Quando
necessario, para melhor observacdo dessas partes, as amostras foram
clareadas através da imersdo em hidroxido de potassio (KOH) a 10%. O
comprimento corp6reo larval foi mensurado com o auxilio de um
paquimetro digital, a fim de relacionar essa medida com o estagio de
desenvolvimento larval.

Para estimar a duragdo do estagio pupal, a cada periodo de
coleta/observacdo as novas pupas eram separadas em potes plasticos e
agrupadas de acordo com a hora em que foram observadas pela primeira
vez. Esses potes também eram observados a cada periodo de 12 horas, para
se estabelecer o intervalo de emergéncia de cada pupa.

3.5 OBSERVACAO DO EFEITO DE BAIXAS TEMPERATURAS
SOBRE A ECLOSAO DOS OVOS

Foram separadas 10 massas de ovos, provenientes de posturas feitas
por fémeas da col6nia de criagdo, mantidas a temperatura de 25 + 2 °C, com
fotoperiodo e umidade naturais. Cada massa de ovos foi dividida ao meio
com o auxilio de estilete e pincel fino e macio. As metades das massas de
ovos foram individualizadas em placas de Petri, sendo uma metade
considerada o grupo controle, mantida a temperatura de 25 £ 2 °C, com
fotoperiodo e umidade naturais, e a outra metade mantida em camara
climatizadora regulada a baixas temperaturas constantes (15 + 1°C, 13 +
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1°C, 12,5 £ 1°C e 10 £ 1°C) e a umidade relativa a natural. As placas de
Petri com as massas de ovos submetidas a baixas temperaturas foram
forradas com papel filtro embebido em &gua destilada.

Todos os ovos foram analisados em microscopio estereoscopio de
luz ap6s 17, 24 e 32 horas do registro da postura, a fim de ser observar se
houve ou néo ecloséo.

Para diferenciar as temperaturas que levam os espécimes de C.
megacephala a entrar em diapausa das temperaturas que impossibilitam a
continuidade do ciclo de vida do inseto, os ovos mantidos a baixas
temperaturas que nao eclodiram apés 32 horas da oviposicdo foram
retirados da camara climatizadora e mantidos a temperatura de 25 + 2 °C,
com fotoperiodo e umidade naturais por 24 horas. Os ovos que passaram
por este procedimento e vieram a eclodir foram considerados em diapausa
na temperatura que se encontravam anteriormente.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As médias foram comparadas através do teste T de Student,
considerando-se significativas as diferengas com p < 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 DESENVOLVIMENTO DE OVO A ADULTO

O tempo minimo de desenvolvimento observado para a espécie C.
megacephala da fase de ovo até a emergéncia dos primeiros adultos foi de
258 horas (10,75 dias), & temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo e
umidade naturais (Tabela 1).

Tabela 1. Tempo de desenvolvimento dos imaturos, em horas, de
Chrysomya megacephala, representado pela duragdo méxima e minima de
cada fase, bem como pelo tempo minimo acumulado a cada instar desde a
oviposicdo. Individuos criados em dieta de carne bovina e a temperatura de
25 + 2 °C, com fotoperiodo e umidade naturais.

Fases quqc;éo qua_u;éo Tempo minimo
méaxima minima acumulado
Ovo 16 — —
Larva 1° instar 18 16 16
Farado 19/2° instar 14 4 32
Larva 2° instar 16 14 36
Farado 29/3° instar 10 4 50
Larva 3° instar 48 60 54
Pré-pupa 96 12 114
Pupa 228 132 126
Emergéncia — — 258

O periodo de incubacdo dos ovos foi de 16 horas, correspondendo ao
tempo transcorrido entre as observagdes dos primeiros ovos e das primeiras
neolarvas (Tabela 1).

O periodo minimo larval foi de 110 horas. Larvas em 1° instar foram
coletadas até a 18% hora e apresentaram comprimento corpéreo médio de
3,20 £ 0,47 mm (Tabela 2).
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Tabela 2. Desenvolvimento dos imaturos de Chrysomya
megacephala, representado pelo periodo, em horas, e pelo tamanho das
larvas, em mm, de cada instar. Individuos criados em dieta de carne bovina
e a temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo e umidade naturais.

. Tamanho

Fases Periodo Média (- DP)
Ovo 16" —
Larva 1° instar 0-182 3,20+047@
Farado 1°/2° instar 162 — 302 4,09 + 0,53
Larva 2° instar 208 — 362 6,71 +1,29©
Farado 2°/3° instar 343 — 442 8,34+0,56@
Larva 3° instar 382 - 088 13,60 + 2,33
Pré-pupa 982 — 1942 13,31°+1,16®
Pupa 1102 - 3382 —
Emergéncia - inicio 2428 —

"Duracéo até as primeiras eclosées; “Média de comprimento até a
1342 hora.

A fase de farado 19/2° instar foi observada da 162 hora até a 302 hora
e apresentaram comprimento corpéreo médio de 4,09 + 0,53 mm (Tabela
2).

Imaturos em 2° instar foram coletados entre a 20% e 362 hora e
apresentaram comprimento corporeo médio de 6,71 + 1,29 mm (Tabela 2).

A fase de farado 2°/3° instar foi registrada entre a 34% e 442 hora e 0
comprimento corporeo médio foi de 8,34 + 0,56 mm (Tabela 2).

Larvas em 3° instar foram registradas entre a 38° e 98% hora e
apresentaram comprimento corp6reo médio de 13,60 £ 2,33 mm (Tabela 2).
Apesar de ainda se observar algumas larvas de 3° instar imersas na dieta na
98?2 hora, estas ndo foram coletadas, pois nesse momento do experimento
havia pré-pupas o suficiente para se cumprir o protocolo de coleta, assim se
deu preferéncia pela coleta dos imaturos mais velhos.

Pré-pupas foram observadas entre a 982 e 1942 hora e apresentaram
tamanho corpéreo médio de 13,31 + 1,16 mm (Tabela 2). Ressalta-se que
este calculo considerou as medidas até a 134% hora. Na 982 hora coletou-se
somente pré-pupas, nas etapas subsequentes até a 1942 hora registrou-se a
presenca de pré-pupas e de pupas. A partir da 146% hora as pré-pupas
deixaram de ser coletadas, pois restaram apenas 6 individuos nesta fase do
ciclo de vida.
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Na Tabela 3 sdo apresentadas as médias corporeas larvais (em mm),
mensuradas a cada periodo de 2 horas, até a 502 hora.

Tabela 3. Comprimento das larvas, em mm, de Chrysomya
megacephala, em funcéo do tempo, em horas. Imaturos criados em dieta de
carne bovina e a temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo e umidade
naturais.

Period Tamanho
eriodo Media T DP? V2

0 - - -

22 2,22 0,17 2,05-2,62
42 2,50 0,25 2,05-2,87
62 2,54 0,15 2,36 -2,83
8 2,97 0,18 2,63-3,19
108 3,17 0,26 2,59 -3,44
122 3,35 0,26 2,72 -3,55
1428 3,11 0,36 2,75-3,91
168 3,26 0,13 2,99 -4,00
182 3,64 0,34 3,25-4,25
202 422 0,41 403-5,32
222 5,17 0,44 438 -571
248 5,95 0,58 4,95 -6,55
262 6,38 0,51 5,40 - 7,06
282 7,24 1,31 3,68 -8,17
302 6,64 0,99 5,34 -8,16
328 7,95 0,53 7,01 -8,61
342 8,18 0,72 6,91 — 8,98
362 8,47 0,49 7,02 -8,73
382 8,38 0,71 7,63 -10,13
408 9,09 1,22 7,40 -11,42
422 11,00 1,59 7,12 -12,24
442 12,18 1,59 7,91 - 13,20
462 13,42 1,09 11,15 14,13
482 14,51 0,87 12,69 — 15,02
502 14,36 2,13 8,48 — 15,59

"Descio Padréo; “Intervalo de Variacao.

Na Tabela 4 sdo apresentados os estagios de larva 3° instar e pré-
pupa divididos em 4 grupos em funcdo das médias corpdreas (em mm),
mensuradas até a 50 hora a cada 2 horas e a partir da 50? hora a cada 12
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horas. Cada grupo representa 24 horas de desenvolvimento larval, exceto o
primeiro grupo que corresponde a 26 horas.

Tabela 4. Desenvolvimento do 3° instar de Chrysomya megacephala
subdividido em 4 grupos representados pela duragdo, em horas, e pelo
tamanho das larvas, em mm. Individuos criados em dieta de carne bovina e
a temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo e umidade naturais.

Tamanho
Fases Periodo
Média +DP
Larva 3° instar 382 622 13,09 @cd 2,29
Larva 3° instar  74% — 862 15,25 ® 1,55
Pré-pupa 982 — 1107 13,69 © 0,99
Pré-pupa 1228 — 1342 12,93 @ 1,22

A duracdo minima do estagio pupal foi de 132 horas (Tabela 1).
Imaturos nessa fase do ciclo de vida foram registrados a partir da 1102 hora
e pupas mais tardias permaneceram nesse estagio até a 3382 hora (Tabela 2).

Ao total foram observadas 80 pupas, das quais 14 foram observadas
pela primeira vez na 1102 hora, 34 na 1222 hora, 26 na 1342 hora, 3 na 1462
hora e 1 na 1582, 1942 e 2062 hora, conforme Figura 7.

42,50%

32,50%
17,50%
3,75%
1,25% 1,25% 1,25%
[ pad — p
1102 1222 1342

1462 1582 1702 1822 1942 2062

Porcentagem de pupas

Hora
Figura 7. Gréafico da porcentagem de novas pupas de Chrysomya
megacephala observadas a cada periodo de 12 horas, entre os registros das
primeiras e ultimas pupas. Larvas criadas em dieta de carne bovina e a
temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo e umidade naturais.
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As primeiras emergéncias foram registradas na 2422 hora (Tabela 2).
A maior porcentagem de emergéncia foi registrada na 2662 hora (66%) e a
viabilidade pupal foi de 99%.

Na Figura 8 é possivel comparar a duragdo de cada estadgio dos
imaturos de C. megacepha.
Larva 1° instar

— Farado 1°/2° instar
Larva 2° instar

Farado 2°/3° instar

Pupa

Pré-pupa

Figura 8. Gréfico da comparacdo do tempo de duracdo dos estagios
imaturos de Chrysomya megacephala, representado pela duragdo minima
em horas de cada fase. Imaturos criados em dieta de carne bovina e a
temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo e umidade naturais.

42 EFEITO DE BAIXAS TEMPERATURAS SOBRE A
ECLOSAO DOS OVOS

Os ovos foram postos pelas fémeas de C. megacephala
principalmente no periodo noturno, entre 18 e 21 horas. Durante as 32 horas
gue os ovos foram submetidos as temperaturas de 15, 13 e 12,5 £ 1 °C ndo
foram registradas eclosfes. Porém, apds serem retirados da camara
climatizadora e deixados a temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo e
umidade naturais registrou-se eclosdo para os trés tratamentos.

Os ovos de C. megacephala submetidos a temperatura de 10 = 1 °C,
por 32 horas, foram inviaveis, pois mesmo ap6s serem expostos por 24
horas & temperatura ambiente ndo houve eclosdo.
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5 DISCUSSAO

Estudos focados na biologia das espécies necrofagas de interesse a
entomologia forense sdo de suma importancia (Marchenko 2001), visto
serem muitos os fatores que podem influenciar e alterar a duracdo do
desenvolvimento desses insetos (Crystal 1967, Cabral et al. 2007, Pires et
al. 2009, Souza et al. 2011), consequentemente, levando a uma estimativa
errbnea de IPM.

De todos os fatores relevantes, este trabalho buscou analisar o efeito
da temperatura sobre o desenvolvimento da espécie C. megacephala, pois
conforme defendido por Souza & Kirst (2010) a temperatura é o fator mais
influente sobre o metabolismo e desenvolvimento dos insetos.

Comparacdes feitas com trabalhos de outros autores demonstram
como o periodo de incubacdo dos ovos pode variar, pois enguanto neste
trabalho (25 °C) foi observado eclosdo ap6s 16 horas, Gabre e
colaboradores (2005), no Egito, utilizando a temperatura de 26 °C, citam
que o periodo de incubacdo dos ovos durou 1 dia, ja Barros-Cordeiro &
Pujol-Luz (2010), no Brasil, sob a mesma temperatura, obtiveram o periodo
de 15 horas. Vélez & Wolff (2008), na Colémbia, submeteram os ovos a
temperatura de 23,13 °C e observaram 0 mesmo periodo de incubacdo dos
ovos de Barros-Cordeiro & Pujol-Luz (2010).

A aplicacdo da duracdo dos estagios de imaturos de moscas para
estimar o IPM deve basear-se em estudos regionais, pois modelos de
desenvolvimento realizados a diferentes latitudes podem resultar em taxas
de desenvolvimento divergentes (Kamal 1958, Ames & Tuner 2003, Bourel
et al. 2003). Barros-Cordeiro & Pujol-Luz (2010) acompanhando o
desenvolvimento de imaturos de C. megacephala no centro-oeste brasileiro,
a temperatura de 26 °C, observaram que o0s estagios larvais duraram ao todo
4,08 dias e 0 estagio pupal 4 dias, dados diferentes dos obtidos por Gabre e
colaboradores (2005) que apesar de submeter os imaturos a mesma
temperatura, realizou seus experimentos no nordeste do Egito (Tabela 5).
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Tabela 5. Comparacdo entre o tempo de desenvolvimento pds-
embrionario de Chrysomya megacephala, em dias, a diferentes
temperaturas, obtido no presente trabalho e por outros autores.

Referéncia Localidade  Temperatura® Estagio Durac&o®
Presente Florianopolis 25 Larval 5,58
trabalho (Sul do Brasil) Pupal 55
Barros-Cordeiro Brasilia Larval 4,08
& Pujol-Luz (Centro-oeste 26 Pupal 40
(2010) do Brasil) upa :

Cairo Larval 54
gz%rse)et al (Nordeste do 26 Pupal 53
Egito) upa !
) ) ) Larval 5,05
Milward-de- Rio de Janeiro 24
Pupal 5,7
Azevedo et al. (Sudeste do
(1996) Brasil) 30 Larval 4,0
Pupal 3,95

'Em °C; “Em dias.

Estudos que acompanham o desenvolvimento pés-embrionario de
moscas indicam que temperaturas mais elevadas aceleram a taxa de
desenvolvimento (Kamal 1958, Milward-de-Azevedo et al. 1996,
Sukontason et al. 2008, Thevan et al. 2010). Thevan e colaboradores (2010)
analisaram o desenvolvimento de imaturos de C. megacephala a
temperatura de 29 °C e registraram emergéncia ap6s 9 dias de experimento,
enguanto no presente trabalho, a 25 °C, as primeiras emergéncia foram
observadas apds 10,75 dias da postura dos ovos, dados que ratificam a acdo
esperada da temperatura sob a taxa de desenvolvimento dos imaturos de C.
megacephala. Porém, apesar de temperaturas mais elevadas acarretarem a
diminuicdo do tempo total de desenvolvimento dos imaturos de C.
megacephala, é possivel que os estagios larvais sejam afetados de maneira
e intensidade diferentes pela temperatura, pois, conforme apresentado na
Tabela 6, as primeiras fases do desenvolvimento larval foram atingidas
antes pelos imaturos submetidos & temperatura de 25 °C.
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Tabela 6. Comparagdo entre o tempo de desenvolvimento
acumulado dos imaturos de Chrysomya megacephala, em dias, a diferentes
temperaturas, obtido no presente trabalho e por outros autores.

Referéncia  Temperatura’ Estagio Tempo acumulado?
Ovo 0,67
Larva 2° instar 1,5
Presente 25 Larva 3° instar 2,25
trabalho Pré-pupa 4,75
Pupa 5,25
Emergéncia 10,75
Ovo 0,8
Larva 2° instar 1,6
Thevan et al. 29 Larva 3° instar 3,3
(2010) Pré-pupa 4,5
Pupa 51
Emergéncia 9

'Em °C; “Em dias.

Os protocolos experimentais também podem influenciar no ciclo de
desenvolvimento dos insetos (Bourel et al. 2003), pois outro fator indicado
como causador de alteracdes na duracdo do ciclo de vida é o substrato
utilizado por cada modelo de desenvolvimento de imaturos (Kamal 1958).
No presente trabalho, as primeiras pupas foram observadas 110 horas ap6s
a eclosdo dos ovos (Tabela 2). J& Souza et al. (2011), em Campinas/SP,
apesar de submeterem suas amostras a temperatura mais elevada (27 °C),
registraram o estagio de pupa apés 120 horas da eclosdo dos ovos, fato que
pode ter ocorrido em funcdo da dieta artificial que foi utilizada nos
experimentos. No entanto, no trabalho de Barros-Cordeiro & Pujol-Luz
(2010) apesar de ser utilizada dieta artificial descrita por Estrada e
colaboradores (2009), e as amostras serem submetidas a temperatura de 26
°C, semelhante a utilizada no presente trabalho (25 °C), observaram
emergéncia de adultos de C. megacephala apds 8,7 dias (considerando o
tempo de incubacdo dos ovos). Sukontason e colaboradores (2008)
utilizaram dieta composta prevalentemente por proteina animal (figado de
porco) e observaram, a temperatura de 25,2 °C, que o estagio de pupa foi
alcangado 108 horas ap6s a eclosdo dos ovos, proximo ao registrado no
presente trabalho (Tabela 2). Nos estudos de Thevan e colaboradores
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(2010), a 29 °C, Gabre e colaboradores (2005), a 26 °C, e no presente
estudo, a 25 °C, foi utilizada dieta composta 100% por carne bovina e foram
observadas emergéncias apés respectivamente 9 dias, 11,7 dias e 10,75 dias
da postura dos ovos pelas fémeas. Milward-de-Azevedo e colaboradores
(1996) utilizaram dieta composta 100% por carne equina e observaram, a
temperatura de 24 °C, que de neolarva a emergéncia dos adultos o tempo
decorrido foi de 10,80 dias e a 30 °C o periodo foi de 7,92 dias.

O uso de dietas artificiais é recomendado, principalmente, pela
inexisténcia de odor de putrefacdo, mas também por facilidades de
estocagem e diminui¢do dos custos com os experimentos (Santos et al.
1996, Mendon¢a & D’Almeida 2004, Estrada et al. 2009, Pires et al. 2009).
No entanto, em fungdo do desenvolvimento dos imaturos de C.
megacephala em condicbes naturais ocorrer sob matéria organica em
decomposi¢do e os imaturos de interesse forense desenvolverem-se
principalmente sob corpos em decomposicao, este estudo optou por utilizar
como substrato de desenvolvimento para as larvas de C. megacephala carne
bovina moida. Mendonca & D’Almeida (2004), investigando o
desenvolvimento pos-embrionario de C. megacephala em diferentes dietas
artificiais, observaram menor duracéo dos estagios larvais e pupal em carne
bovina moida.

O ritmo de crescimento larval demonstrou-se intenso nas primeiras
horas do desenvolvimento e regrediu ao se aproximar do estagio de pupa
(Tabelas 3 e 4), 0 que estd de acordo com o demonstrado por Barros-
Cordeiro & Pujol-Luz (2010) e Thevan e colaboradores (2010). Em razdo
dessa caracteristica do ciclo de vida de C. megacephala e conforme
orientado pelas autoras Vélez & Wolff (2008), nas primeiras horas do
desenvolvimento as observacfes foram feitas em intervalos mais curtos.
Nota-se que apesar de serem observadas redu¢des do comprimento medio
corpdreo na 142, 162 302, 382 e 502 hora (Tabela 3), quando comparado com
a média corporal do imaturo medido na hora anterior, essas reducdes ndo
apresentaram diferencas estatisticas.

Considerando ainda o comprimento médio corp6reo dos imaturos
(Tabela 2), apesar de os instares larvais serem estatisticamente diferente
(exceto entre as larvas de 3° instar e pré-pupas), ao analisarmos os valores
absolutos das médias é possivel notar que houve diferenca biol6gica apenas
entre as larvas de farado 19/2° instar e larva 2° instar; e larvas de farado
2°/3° instar e larvas em 3° instar, ou seja, entre esses estagios larvais ndo
houve sobreposi¢do de tamanhos. Com base na Tabela 4, é possivel notar
que nem mesmo subdividindo os estagios de larva 3° instar e pré-pupa em 4
grupos, cada qual representando 24 horas de desenvolvimento, deixa-se de
registrar sobreposicdo de tamanhos, apesar de haver diferenca estatistica
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entre os grupos. Anderson (2000) afirma que ndo se deve utilizar apenas o
tamanho para se estimar a idade larval, principalmente, por ter observado
muita sobreposicdo de tamanhos entre os diferentes estagios. Vélez &
Wolff (2008), a 23,13 °C, obtiveram para larva 1° instar, larva 2° instar,
larva 3° instar e pré-pupa as seguintes medidas, respectivamente: 2,05 +
0,24 mm, 5,88 + 1,11 mm, 11,81 + 2,36 mm e 12,95 = 1,29 mm. No
presente estudo obteve-se 3,20 + 0,47 mm para larva 1° instar, 6,71 + 1,29
mm para larva 2° instar, 13,60 + 2,33 mm, para larva 3° instar e 13,31 £
1,16 mm para pré-pupa (Tabela 2). Essas diferencas indicam que os
tamanhos larvais relacionados a cada estdgio de desenvolvimento de
imaturos de C. megacephala também podem ser varidveis, assim como o
tempo de duracdo das fases do ciclo de vida, de acordo com o substrato
utilizado, temperatura de exposicdo, localizacdo geogréfica, entre outros
fatores.

Assim, cabe ressaltar que apesar de neste trabalho haver diferenga
estatistica entre os estagios larvais de C. megacephala, representados pela
média corpdrea dos imaturos, esse ndo é um bom parametro para auxiliar na
estimativa do IPM (Wells & Kurahashi 1994). Entendimento que ressalta a
importancia de serem feitas minuciosas observacdes e registros no local de
crime, principalmente quanto ao comportamento das larvas antes da coleta,
visto ser de grande valor para distinguir, por exemplo, as fases de larva 3°
instar e pré-pupa (Oliveira-Costa 2011).

O estagio de pupa, segundo Von Zuben (1993, 1998), é influenciado
sobretudo pela competicdo por recurso alimentar durante as fases larvais.
Von Zuben (1998) afirma que larvas de C. megacephala, criadas a 25 °C e
em dieta artificial descrita por Leal e colaboradores (1982), chegam a fase
pupal quanto atingem peso minimo entre 30 e 32 mg. Na Figura 7 observa-
se que os imaturos de C. megacephala atingiram o estadgio pupal em
momentos diferentes, iniciando na 110% hora. Somadas as porcentagem, é
possivel notar que 100% dos imaturos empuparam, fato que indica que a
proporcao de 1 g de dieta por larva (Queiroz & Milward-de-Azevedo 1991),
utilizada no presente trabalho, oportunizou todas as larvas a atingirem o
peso minimo vidvel a pupacgdo (Von Zuben 1998). A alta viabilidade pupal
registrada no presente trabalho (99%) também serve de indicativo para se
acreditar que a dieta oferecia aos imaturos foi suficiente para o bom
andamento dos experimentos.

Compreender os processos relacionados & oviposi¢do dos insetos
necr6fagos é de suma importancia para a entomologia forense, visto ser
esse 0 primeiro passo para a colonizacdo de um corpo pelas moscas (Yang
& Shiao 2012). As posturas de ovos utilizadas no presente trabalho foram
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obtidas principalmente no periodo entre 18 e 21 horas, 0 que esta de acordo
com o relatado por Herzog e colaboradores (1992).

Segundo Bourel e colaboradores (2003) a temperatura e a umidade
sdo os fatores mais influentes sobre o desenvolvimento embrionario de
moscas. Fato que causa muito interesse, sobretudo, na aplicacdo da
entomologia forense em regides que registram expressiva amplitude
térmica, como no caso do estado de Santa Catarina, no qual durante o
inverno registra-se temperaturas muito baixas, sendo que algumas regifes
podem apresentar temperaturas abaixo de 10 °C por varios dias. Mediante o
exposto, investigou-se no presente trabalho se haveria eclosdo dos ovos de
C. megacephala nessas condigdes.

A saida das neolarvas dos ovos ocorre em fungdo da pressao que o
inseto exerce contra o interior da casca. Essa forca é gerada apds o inseto
engolir os fluidos extraembrionarios e assim possibilitar a entrada de maior
volume de ar no ovo. Além disso, contragdes musculares levam grandes
quantidade de hemolinfa para a regido cefalica, fazendo a cabega se chocar
com o corion, que se quebra, possibilitando a saida das neolarvas (Costa &
Ide 2006, Marques 2012). Costa & Ide (2006) ressaltam que tal processo
inicia somente apds o inseto completar o seu desenvolvimento embrionario
e apontam a temperatura como sendo um dos agentes externos influentes
sobre o processo de ruptura.

Bourel e colaboradores (2003) explicam que é dificil saber a idade de
um ovo de mosca, por isso, entomologistas costumam observar as massas
de ovos até a eclosdo e com base nas temperaturas as quais 0S 0vVOS
estiveram submetidos o periodo de oviposi¢do é estimado. Contudo,
devemos saber primeiramente qual a duracdo do desenvolvimento dos ovos
da espécie de interesse sob diferentes temperaturas constantes (Bourel et al.
2003). O presente estudo demonstrou que entre as temperaturas de 15 °C e
12,5 °C o periodo de incubagdo dos ovos aumenta significativamente, pois,
enquanto a temperatura de 25 °C esse periodo foi de 16 horas, nas
temperaturas baixas ndo foi registrado eclosdo durante as 32 horas de
observacgdo. Bourel e colaboradores (2003), na Franga, ao submeterem ovos
de Lucilia sericata (Meigen 1826) a temperaturas proximas de 12 °C,
observaram eclosao apds 60 horas da postura dos ovos.

Precipitadamente, poderiamos pensar que de 12,5 °C a 15 °C 0s ovos
de C. megacephala estariam em diapausa, ou seja, que ao serem submetidos
a essas temperaturas o desenvolvimento cessaria, permanecendo este
inalterado até os ovos serem novamente expostos a temperatura ambiente
(Costa & Ide 2006). No entanto, sdo necessarios periodos mais longos de
observacéo, como demonstrado por Bourel e colaboradores (2003).
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Em algumas localidades, sobretudo no hemisfério norte, é recorrente
0 uso do método de calculo dos graus-dias acumulados (GDA) para se
estimar o IPM (Anderson 2000, Marchenko 2001, Borel et al. 2003, Arnott
& Turner 2008, Souza & Kirst 2010, Oliveira-Costa 2011). Esse método
considera 0 tempo de duracdo do desenvolvimento do inseto e a
temperatura a que este foi submetido, fornecendo a quantidade de energia
ou calor acumulado que é requerido para o inseto completar as fases do seu
ciclo de vida (Marchenko 2001, Oliveira-Costa 2011). O calculo do GDA
leva em consideracdo a temperatura limiar inferior de desenvolvimento, a
qual corresponde a temperatura limite suportada pelo inseto (Marchenko
2001). Assim, além de outras dificuldades encontradas para a utilizacdo
desse método de estimativa do IPM (Anderson 2000), é necessario conhecer
a menor temperatura gue possibilita a continuidade do desenvolvimento da
espécie de interesse, visto que esse valor limite é especifico para cada
espécie (Marchenko 2001) e possivelmente para cada populacdo (Ames &
Tuner 2003, Bourel et al. 2003). Com base no presente estudo, podemos
inferir que a temperatura limiar inferior de desenvolvimento para C.
megacephala em nossa regido esté entre 12,5 °C e 10 °C, visto que 0s 0vos
submetidos a Gltima temperatura ndo conseguiram dar continuidade ao seu
desenvolvimento.

Gabre e colaboradores (2005) afirmam que em fungdo da
importancia a entomologia forense, bem como da expansdo geografica das
populacbes de C. megacephala e de sua relevancia médico-veterindria,
investimentos em mais estudos a respeito da biologia e ecologia dessa
espécie devem ser realizados.

Contudo, o uso de C. megacephala na estimativa do IPM deve ser
feito com ressalva em situagdes singulares, pelo fato dos registros de
miiases em humanos causas por essa espécie. Como relatado por Ferraz e
colaboradores (2010), 114 espécimes de C. megacephala foram coletadas
de lesBes cutaneas presentes em um indigente da cidade do Rio de Janeiro,
e por Sukontason e colaboradores (2005), os quais registraram o primeiro
caso da Tailandia de miiase causada por essa espécie. Nesse estudo
tailandés individuos de C. megacephala em 3° instar foram coletados de um
cadaver humano 1 dia ap6s a morte, fato que indica a presenca das larvas
antes da morte. Os autores ressaltam que caso esses espécimes fossem
considerados para a estimativa do IPM, o resultado seria erréneo.
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CONCLUSOES

v' O tempo minimo de desenvolvimento observado para a espécie C.
megacephala, a temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo e umidade
naturais, na regido de Florian6polis/SC é de 258 horas (10,75 dias);

v" O tempo de incubagdo dos ovos registrado foi de 16 horas;

v" O tempo minimo acumulado se atingir cada uma das fases de imaturos
de C. megacephala foi de 16 horas para larva 1° instar, 36 horas para
larva 2° instar, 54 horas para larva 3° instar, 114 horas para pré-pupa e
126 horas para pupa;

v" Nao foi possivel estabelecer correlagdo entre os estagios de vida e 0s
tamanhos dos imaturos de C. megacephala;

v Registrou-se a eclosdo de ovos de C. megacephala mantidos a
temperaturas constantes de 12,5 °C a 15 °C e umidade relativa &
natural, por até 32 horas, e em seguida expostos a temperatura de 25 +
2 °C, com fotoperiodo de umidade naturais;

v' A temperatura limiar para o desenvolvimento embrionario de C.
megacephala, na regido de Floriandpolis, estd abaixo de 12,5 °C e
acima de 10 °C.
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