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I. INTRODUCAO

DATAGAO DE INSETOS E OOGENESE

Os insetos sendo animais peciloté@rmicos tém
seus processos fisioldgicos influenciados de diferentes manei
ras pela temperatura ambiente (CHAPMAN, 1972). Dessa forma,
certas caracteristicas das populacdes, como taxa de desen -
volvimento e taxa de mortalidade sBo mais uteis se expres-
sas em unidades de tempo fisiologico do que em unidades cro
nologicas, ouventéo, pela correspondéncia entre ambas. Fa-
zendo-se esta correspondencia pode-se determinar a composi
cdo etaria de uma populacgio, fato que &€ de grande importan-
cia no estudo de espécies - praga, tanto para se determinar
seu potencial epidemiologico como para avaliar a eficiencia

de medidas de controle tomadas contra elas.

Maneiras de estudar a composicdo etaria das
populagoes naturais de insetos, bem como sua dinamica, come
caram a ser objeto de estudo quando certos insetos passaram
a ser reconhecidos como vetores de doencas endémicas impor-
tantes em determinadas areas do mundo.

0 primeiro trabalho que tentou relacionar a
idade cronoldgica a algum evento fisiologico, no caso  ex-
presso pela morfologia dos ovarios de anofelinos foi descri
to por CHRISTOPHERS (1911). Além de fazer uma divisao do
desenvolvimento - ovariano em 5 fases, morfologicamente distin
guiveis, o autor fez observagoes de demais estruturas que
pudessem acrescentar elementos a esta datacdo, como, glandu
las salivares, espermateca, intestino medio, corpo gorduro-
so e tubulos de Malpighi. Esses outros dados quase nada
acrescentaram porém, a correlacao, dos fenomenos do desen -

volvimento ovariano com os 6 dias de duragio total da ocogé



nese naqueles anofelinos.

MER (1932) foi quem primeiro descreveu as
mudancas no diametro da ampola dos ovidutos apds a ovulacgag,
como uma maneira de distinguir a idade de fémeas de Ancphe-
Les. Apds este trabalho . comecaram a surgir outros que cen
travam a atencao no aparelho reprodutor feminino, na tenta-
tiva de obter caracteres que pudessem levar a meétodos mais
acurados de determinar a idade cronologica (DETINOVA,1962).

KUZTNA (1922) <citada por DETINOVA (1962) ,
registrou a existéncia de corpos amarelos nos ovariolos de
Stomoxys pariparas, sendo que estes resultavam das células
troficas remanescentes deixadas no local de desenvolvimento
do folfculo ja oviposto., Outros autores observaram a mesma
estrutura em Anophefes, até que POLOVODOVA (1947, 1949) ci-
tada em DETINOVA, (1962) demonstrou que esses COrpos apre-
sentavam padroes definidos e, assim, constitufam um guia pa
ra o numero de lotes de ovos postos previamente.

Uma técnica alternativa foi proposta por
DETINOVA (1945) citada em DETINOVA (1962): foram as mudan-
gas ocorridas nas traquéias dos ovarios. As minfsculas tra
quéolas gque suprem os ovarios de femeas nuliparas sao com-
pactamente enoveladaé; quandc os ovos maturam, crescendo,
essas traquéolas tornam-se esticadas, de maneira que nao
mais reassumem a forma anterior, mesmo em periodos intero-
vulares. Esse método foi posteriormente empregado por ou-
tros autores em diferentes insetos (ANDERSON, 1963).

Os autores rTussos tiveram um grande papel
no desenvolvimento e aplicagdo de métodos de datacao, que
utilizam principalmente caracteristicas ovarianas, no que
diz respeito a populacoes de mosquitos transmissores de ma-

laria, resultando dai inumeros trabalhos nas décadas de 50
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e 60 (DETINOVA, 1968). Infelizmente esses trabalhos nao es
tao disponiveis no Brasil e além disso quase nenhum apresen
ta versao em outra lingua, o que torna nosso acesso a eles
praticamente impossivel.

De estudos voltados unicamente para vetores
de malaria esses métodos comegaram a ser aplicados, tanto
na URSS como em outros paises, a vetores de outras doencgas,
como Aedes, Phlebotomus, GlLossina, simuli deos, moscas nao
hematofagas e barbeiros (DETINOVA, 1968).

Com estes novos organismos em estudo, dife-
rentes maneiras de abordar a datagao foram surgindo, tanto
pelo aperfeicoamento dos métodos ja existentes como pelo de
senvolvimento de novos (Tabela n¢ 1).

Nesses métodos existe maior ou menor preci-
sao; alguns conseguem distinguir apenas os insetos recem
emergidos dos demais, outros separam insetos jovens dos se-
xualmente maduros; uns determinam quais femeas depositaram
ovos (pariparas) e as que nac ovipuseram ainda (nuliparas),
enquanto outros revelam o nimero de oviposigbes realizadas
por cada femea.

Assim sabemos que com diferentes precisoes
podemos conhecer a idade cronologica de um inseto associan-
do-a a algum carater fisiologico conhecido.

Atualmente um dos métodos mais empregados

para datagio de populacdes de Diptera € o relacionado ao
desenvolvimento ovariano. (ANDERSON, 1963; SUNDERS, 1960;
TYNDALE-BISCOE & BUGHES, 1969; PRITCHARD, 1970; BERLYN,

1978; FLETCHER et alii, 1978; ADAMS & REINECKE, 1879, CHAR-
LWOOD § LOPES, 1980; NAYAR § KNIGHT, 1981)
Para a utilizacdo deste método e de importancia que se faga

o estudo detalhado da biologia reprodutiva da espécie emn
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questao, obtendo-se dados que sao de grande valor também em

nrogramas de controle de espécies-praga. Exemplo disto € o

que ocorreu na Australia a partir da decada de 70, onde sur
giu grande numero de trabalhos que enfocavam aspectos repro

dutivos da principal ameaga ao gado ovino local, lucifia cu
prina (Diptera, Calliphoridae) (CLIFT, 1971; VOGT et alii,

1974; CLIFT & MC DONALD, 1976; BARTON-BROWNE et alii, 1976;

WILLIAMS et alii, 1975; BARTON-BROWNE & VAN GERWEN 1979;

BEATTIE § CHENEY, 1979).

Nos EUA, paralelamente as muitas tentativas de contrcle de

Cochliomyia hominivorax (Diptera, Calliphoridae), programa

que ja data de 4 décadas (RICHARDSON, et alii, 1982), foram
desenvolvidos estudos minuciosos da cogénese desta especie

(LA CHANCE & LEVERICH, 1962; LA CHANCE & BRUNS, 1863, LA

CHANCE § LEVERICH, 1968; LA CHANCE & RUUD, 1977).

A OOGENESE: DIVISAO EM FASES

A oogénese & um fendmeno continuo, desde que
ocorra em condicoes adequadas, mas que para efeito de estu-
dos de datacdo ou outro qualquer € dividido em diferentes
fases ou estagios. Essa divisdo & arbitraria ja que dife -
rentes autores tratam do mesmo fenomeno, as vezes na mesma
espéecie, baseando-se em uma divisao de fases distinta, tan-
to pelo nimero total como por suas caracteristicas. Para M
domestica, por exemplo:

BIER (1963) - 6 estagios

GOODMAN et alii (1968) - 14 estagios
ADAMS et alii (1968) - 10 estagios
SAKURAI (1973) - 7 estagios

O primeiro a fazer uma divisao do desenvol~’
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vimento ovariano foi CHRISTOPHER (1911), em 5 fases, estas,
porém, com varias subdivisGes, embora nao enumeradas {uma
fase pré-vitelogenica e 4 vitelogé€nicas). HARLOW (1956) di
vidiu o desenvolvimento de Proiophoamia ferrae-novae (R.D.)
em 5 estagios sendo 3 pré-vitelogeénicos e 2 vitelogenicos.
KING et alii (1956) fizeram 14 estagios para Drcsophifa me-
Lancgasten (6 pré e 8 vitelogénicos). ADAMS § MULLA (1967)
dividiram o desenvolvimento de Hippelfates colluson em 10 fa
ses (3 pre e 7 vitelogénicas).

0s pesquisadores que tém trabalhado desde
entio, escolhem uma dessas divisBes ou fazem suas proprias,
com pequenas modificagoes das anteriores, como, BARTON-BROW
NE et alii (1979) para lucifia cuprina subdividiram os 10
estagios de ADAMS § MULLA (1967) em 12,

Estas diferentes divisdes ocasionam dificul
dades na comparacgao entre resultados dos diversos pesquisa-
dores e alguns ja prevendo isto, fazem até a corresponden-
cia entre a classificagao adotada e uma outra que julgue re
levante. Por exemplo, VOGT et alii (1974) para lucifia cu-
prina, usam estagios de CHRISTOPHER (1911) mas citam a clas
sificagdo de ADAMS § MULLA (1967), esta usada por outros au
tores que trabalham com lLucifia cupiina, e fazem a corres -
pondencia entre ambas., O mesmo fizeram CLIFT § MCDONALD
(19767 em L. cupiaina, usando os estagios de ADAMS (1974) e
citando a correspondéncia com os de VOGT et alii (1974).

A divisao atende aoc enfoque do trabalho de
cada um e a methor divisao seria aquela que permitisse ser-
vir ao maior nimero de objetivos, sem grandes prejuizos de
informacao.

Para estudos gque visem a vitelogénese: 0s

fenomenos bioquimicos, as células envolvidas, a dieta ideal,



as vias de incorporagio, etc., nao ha divida de que estagi-
os caracterizados pela porcentagem de deposicao de vitelo a
tendem melhor ac objetivo do trabalho. Foil assimque TREPTE,
embora tenha adotado a classificacao de BIER (6 estagios),
ja no seu trabalho de 1979, subdividiu-os em 9; em 1981 am-
pliou para 12 sendo que destes s0 1 pré-vitelogénico.

No entanto, uma divisao minuciosa  baseada
em caracteristicas moleculares ou mesmo microscoOpicas nao
atende aos objetivos dos pesquisadores de campo que traba-
lham normalmente com grandes amostras e COmM POUCOS Tecursos
tecnicos. Assim um método de classificacdao que permitisse
ao pesquisador uma triagem rapida das femeas, e que fosse
baseado em caracteres facilmente visiveis seria o indicado.
E este o caso dos que se envolvem com estudos epidemiologi-
cos. Mas mesmo que os caracteres utilizados por este pes-
quisador de campo sejam basicamente os morfoldgicos mais ni
tidos, & de interesse que estes possam ja estar relaciona-
dos aos fenomenos fisiologicos envolvidos, muitas vezes de
grande inportancia no estudo realizado,

E assim que uma divisao nem excessivamente
resumida, com fases englobando fenomenos muitos distintos,
nem muito detalhada por caracteres sutis & que foi escolhi-
da como base para nosso estudo. Além disso como a classifi
cagao de ADAMS &§ MULLA (1967) parece ser a mais adotada para as
diferentes espécies estudadas de Calliphoridae, achamos que
para efeito de comparagao seria melhor que nao fugissemos

muito dos critérios adotados nesta classificacao.
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A ESPECIE EM ESTUDO: Chrysomya putoria

Chrysomya putoria &€ uma mosca da familia
Calliphoridae, vulgarmente chamadas "varejeiras", mas nao da
guelas gue causam "bicheiras" ou miiases.

Miiase segundo significa¢ao mais recente da-
da por ZUMPT (1965) & "a infestagao de vertebrados vivos por
larvas de dipteros, que, pelo menos por um certc periodo, se
alimentam de suas substincias corporeas liquidas ou do ali-
mento por ele ingerido".

Das espécies do género (hrysomya somente o
C. bezziana € biontdbfaga, ou seja, existe obrigatoriedade
do parasitismo pelas larvas. Algumas outras espécies COmo
€. albiceps, (. chloropyga, C. megacephala Sa0 necrobionté
fagas. Nesses casos as_larvas desenvolvem—se normalmente em
substancias organicas em decomposigao (carcacas, fezes) e
ccasionalmente podem se desenvolver sobre tecidos necrosados
de animais vivos, atuando como parasitas por um curto perio-
do (ZUMPT, 1965).

Embora (. putoria seja estreitamente rela-
cionada a (. chloropyga parece gue diferem quanto a sua bio
nomia j& que (. chloropuga € citada como segunda em impor-
tancia nos casos de milases na Africa do Sul {(ZUMPT, 1965) e
registros dessas ocorréncias nao existem a respeito de C. pu
toria.

A distribui¢ao das duas no continente africa
no & distinta: (. chloropyga € comum no sul da Africa e em
elevadas altitudes da Africa Central e Oriental. Na Africa
Ocidental e em partes mais quentes da Africa central e orien
tal ela é substituida por (. putoria (ZUMPT, 1965).

O status taxondomico de Chrysomya putoria &
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ainda questionavel. Baseando-se em estudos de genitalia
ZUMPT (1956a) citado em ZUMPT (1965) considerou Chrysomya
putoria apenas uma variacao de . chloropyga. ZUMPT (1965)
apesar de reconhecer o isolamento genético parcial das 2 for
mas e apresenta-las, até mesmo como espécies distintas na
chave de identificagao, embora ''para propositos praticos ",
deixa ainda o problema em aberto. Da mesma forma se refere
PONT (1980). Ja BOYES & SHEWELL (1975) atTaVéSEkEEStudOS]ﬂOz
fologicos dos cromossomos dessas espécies consideram-nas como
duas especies. BAUMGARTNER & GREENBERG (1984) falam sobre
a existencia de tres fenotipos de C. chforopyga na Africa,
sendo um deles a forma putoria, a qual seria a Unica que
chegou a America do Sul.

Optamos pela terminologia adotada por BAUM-
GARTNER & GREENBERG (1984): C. pufcidla =C., chloropyga forma
putoria, o que, no entanto, nao encerra futuras corregoes a
respeito da taxonomia da espécie. Sob este ponto de vista
todos os trabalhos publicados no Brasil até esta data a res
peito de C chloropyga devem ser entendidos como referentes a (. puto
na. Em 1976 foi registrada a presenca de C. pu-
toria no Brasil, no estado do Parana, por IMBIRIBA et alii
(1977), GUIMARAES et alii (1978) descreveram a presencga
nao so dessa especie como também de (. megacephata e C. al-
biceps no estado de Sao Paulo. Num pequeno intervalo de tem
po as trés especies alcangaram as principais regides urba-
nas do Sul-Sudeste do pais (GUIMARAES et alii, 1978) e na
presente data sao encontradas em todas as regides do Brasil
(PRADO § GUIMARAES, 1983).

Sua presenca no Nove Mundo, no entanto,nao
se restringiu ao Brasil, tendo sido registrada em outros;né

ses das Américas do Sul, Central {(JIRON, 1979; GAGNE, 1981)
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e em parte da Amérfca do Norte atingindo o sul dos E.U.A.
{BAUMGARTNER & GREENBERG, 1984). A atuacdo das especies de
Chrysomya nas Amé€ricas ja comega a causar apreensoes princi
palmente diante de.alguns registros de miiases como o do Te
xas (BUA) por C. rufifacies [C. albiceps?) (RICHARD §  GER-
RISH, 1983) e um caso de miiase provocada por C. albiceps em
Belo Horizonte (M.G.) (LEITE et alii, 1983).

Atualmente (. putoria & frequentadora habi-
tual de lixoes, agougues, feiras e domicilios de boa parte
das cidades brasileiras, superando em numero cutras espe-
cies que antes aqui predominavam, por exemplo, Cochliomya ma
cellaria (GUIMARAES et alii, 1978; BAUMGARTNER & GREENBERG,
1984). DPor esse habito comunicative sao potencialmente im-
portantes vetores de poliovirus, Safmonelffa e outros patoge
nos entéricos (FURLANETTO et alii, 1984) como descreve GRE-
ENBERG, (1973) para outros muscoides com esse hiabito. PRADO
& GUIMARAES (1983) consideram~-na neste sentido como ameaca
potencial maior do que M. domestica.

Portanto, a presenga dessa espécie na re-
gido Neotropical & duplamente sentida: diretamente, pelos as
pectos sanitarios envolvidos e, indiretamente, pelos deslo-
camentos e alteracoes de populacgoes de moscas endeémicas que
provecou, aleém de outras influencias ambientais que futura-

mente ainda poder3 ocasionar.
OBJETIVO

Pouco se sabe sobre esta espécie que tao ra
pidamente se dispersou por todo o territério brasileiro.
Julgamos que deveriam ser conhecidos alguns dados  basicos

sobre a biologia da C. putoiia, principalmente no que se re
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fere aos seus aspectos reprodutivos. Como jamencionado, em

Diptera  os métodos mais amplamente utilizados para determi

nar a idade fisiologica baseiam-se no exame do aparelho re-

produtor das fémeas.

Com nosso objetivo de trabalho estariamos,
entio, nao so fornecendo subsidios para estudos posteriores
mais aprofundados sobre datacao, como alguns dados biologi-
cos necessarios a futuros programas de controle que se pen-
se em instalar.

Assim, enfatizou-se neste trabalho o estudo
da oogénese de C. puforda:

1. duracao da mesma;

2. caracterizacao citologica das alteragoes que se sucedem
nos foliculos ovarianos durante o processo, subdividin-
dc-o em fases;

3. correspondencia entre estas fases e a idade cronolégica;

4. condigoes nutricionais para que o0 processo ocorra;

5. comparacao destes dados com o0s disponiveis para espécies

relacionadas.,

Os dados do trabalho serao apresentados em
Ttens individualizados o que acreditamos facilitara a leitu
ra € a compreensao das discussdes concernentes a cada um de

les.



II. MATERIAL E METODOS

1. CRIAGAO

Foram utilizados exemplares adultos de
Chrysomya putoria resultantes de p&bulagﬁo mantida em labo-
ratOorio por uma geragao, ﬁo minimo, e no maximo por cinco.
A populacac de laboratério utilizada no desenvolvimento des
te trabalheo era proveniente de exemplares ccoletados na re-
giao do campus da UNICAMP - Campinas e era mantida a 22f29c
e 56% de umidade relativa. O método adotado para coleta des
sas moscas foi o mesmo utilizado por FERREIRA (1978), e LI-
NHARES (1981).

As moscas adultas foram mantidas em gaiolas
de 30x30x48 cm de armagao de ferro recobertas com tela de
"nylon". As moscas das populagoes estogque eram alimentadas
com uma dieta composta de leite em pS + aghcar (1l:1) e uma
pequena guantidade de levedura de cerveja em po (12 g em
500 g da mistura). A agua era fornecida a parte.

Os ovos obtidos nas gaiolas coletados sobre
carcaga de camundonhgo, figado cru ou carne bovina moida eram

transferidos para vidros contendo meio de cultura com a se-

guinte composicao:

leite em pd integral - 10 g

agar - 2 g

levedura de cerveja em pd - 10 g

aqua - 100 ml

"nipagin" - {metil-p-hidroxibenzoato) 0,4 g

caselna 0,5 g (LEAL et
alii, 1982). Esses vidros foram mantidos em estufa a 27eC

- . . . ~ + i
até o inicio da migragao das larvas L3 (- 5 dias), fase es-

fa que antecede a pupariacao, (termo segundo FRAENKEL & BHAS



KARAN, 1973) apos o que eram transferidos para um outro vi-
dro, maior, contendo areia, na qual as larvas empupavam.

Os imagos recém emergidos eram colocados em
gaioclas. Para os experimentos deste trabalho foram formadas
populacgoes com cerca de 200 exemplares, machos e fémeas, cu
ja emergéncia ocupasse um intervalo de mais ou menos 6 ho-

ras.
Para o estudo da duragao do desenvolvimento
ovariano optou-se por uma dieta de figado bovino cru gue &
altamente proteico e o seu valor nutritivo & homogeneamente
distribuido.
A partir do primeiro dia o figado era ofere
cido numa placa de Petri, por mais ou mencs 3 horas por dia

e agua por 24 horas.

2. AMOSTRAGEM

A intervalos regulares gue variaram de 6
até 12 horas, eram retiradas amostras de 10 fémeas, em mé-
dia. Estas eram dissecadas com pingas de ponta fina em solu
gao salina 0,85% com ajuda de lupa estereoscopica. Os ova-
rios eram retirados, colocados sobre ladmina e os ovariolos
eram separados uns dos outros. Quando eram encontradas fée-
meas com desenvolvimentc completo dos foliculos esses eram
contados. Em seguida os ovarios eram cobertos com laminula
e obserﬁédos aoc microscdpio. Além das medidas da largura e
comprimento maximos dos foliculos, obtidos com ocular mili-
metrada, observava-se as diferentes caracteristicas necessé
rias a classificagdo das fases. O volume dos foliculos foi
calculado segundo a formula do esferdide prolato,

v=0,523¢6 L2.C. (KING & VANOUCEK, 1960; GOODMANN et alii,

1968).
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3. TESTE DE DESENVOLVIMENTO COM DIETA APROTEICA

Neste experimento as moscas eram mantidas
em gaiolas da maneira ja descrita, porém com dieta composta
de agucar de cana refinado e agua.

A intervaleos regulares de 1 a 4 dias, algu-
mas fémeas eram retiradas, seus ovarios examinados e classi
ficados nas diferentes fases.

Este experimento foi feito em duas situa
¢coes: uma gaiola contendo somente fémeas e outra com machos
e fémeas.

Diariamente as moscas encontradas mortas

eram retiradas das gaiolas.

4., TESTE DE DESENVOLVIMENTO COM DIETA APROTEICA SEGUIDA POR

DIETA NORMAL

A determinados intervalos (com 14, 23 e 45
dias), um pequeno nimero de individuos era transferido da
gaiola mantida conforme descrito no Item anterior, para ou-
tra contendc dieta de figado (+ 3 horas/dia) e &gua. Quando
ovos eram encontrados depositados sobre o figado, todas as
fémeas desta gaiola eram mortas e seus ovarios examinados.

Na gaiola contendo somente as Fémeas colo
cou-se figado no término da observacao do teste anterior,ou
seja, apds 47 dias.

Como nao haveria oviposigao, as fémeas fo-
ram mortas dentro do intervalo de tempo previsto para com-
pletar-se o desenvolvimento dos foliculos, baseando—~nos nas

condigbes normais de experimentagdo estabelecida no Item 2.

5. TESTE PARA VERIFICACAO DO DESENVOLVIMENTQ DO 29 FOLICULO

EM PRESENCA DO 19
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Foram preparadas gaiolas contendo somente
fémeas e a estas era oferecido figado cru (t 3 horas/dia) e
agua por 24 horas. A intervalos de 2 a 4 dias alguns exemn
plares eram retirados e seus ovarios examinados quanto a
condigio de desenvolvimento do primeiro e segundo foliculoes.

0Os foliculos totalmente desenvolvidos eram contados.

6. HISTOLOGIA

Ové}ios de fémeas retiradas das gaiolas uti
lizadas para observacao do desenvolvimento normal eram mani-
puladas comc descrito no Iitem 2. e imediatamente fixados em
Bouin aguosoc (aldeido formico 37-40% - 250 ml, acido picrico
" solucao aquosa saturada - 750 ml, acido acético - 5 ml)
(BEHMER et alii, 1976), em geladeira, por um periodo minimo
- de 2 horas.

Apds a fixagao o material era  desidratado
em alcool etilico nas diferentes concentragces e finalmente
diafanizado em xilol, com uma duragao total de aproximada
mente 2 horas. Em seguida era colocado em banho de parafina
(ponto de fusado 54-589C -QEEL) por 15 minutos e, entao, in-
cluidos em forminhas de aluminio contendo o mesmo tipo de
parafina.

Foram feitos cortes finos de 7 a 10 um de
espessura e estes montados em lamina. Posteriormente o mate-
rial foi corado com Hematoxilina-Eosina (BEHMER et alii,
1876) segundo metodologia usual. As laminas foram montadas

em balsamo do Canada.

7. MONTAGEM TOTAL

Os ovarios eram retirados das fémeas em SO=-

lugdo salina e a seguir fixados em &cido acético 45% por 1
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minuto, iavados em agua destilada e colocados em HC1 IN
por 10 minutos a 609C, em banho maria. Dal eram transferi-
des para frascos contendo reativo de Schiff (LILLIE, 1954)
a8 temperatura ambiente, por 2 a 20 minutos. Em seguida
eram lavados 3 vezes em agua sulfurosa (metabissulfito de
sodio 10% - 1 ml, HCl1 1 N - 1 ml, 18 ml de agua destilada)
5 minutos cada vez, e por Ultimo em aAgua destilada.

Os ovarios foram montados em laminas  com
gelatina de Glicerina (gelatina - 10 ml, &agua destilada -
60 ml, glicerol - 70 ml, fenol - 0,25 g) e 1 gota de acido

acético 45%, seguido por um leve esmagamento.

8. DETERMINACAO DAS AREAS DAS PROJECOES NUCLEARES DAS

CELULAS TROFICAS

Para determinacao das areas das projegoes
dos nﬁcleés das células troficas, foram feitos desenhos dos
4 maiores nlicleos dos foliculos tipicos de cada fase. Para
tanto, foram utilizados papel milimetrado e microscopio bi-
nocular equipado com camara clara e ocular gradeada.

Aé areas foram calculadas somando-se os qua

drados milimétricos.

9. TECNICAS ESPECIAIS DE COLORACAO
9.1, Preparo do material |

Os ovarios fixados por 1 minuto em  acido
acético 45% foram submetidos ao esmagamento entre lamina e
laminula e mergulhados em nitrogénio liquido, o gue permi-
tia a remocac da laminula. A seguir, as laminas foram mer-
guladas em alcool 70% por 3 a 5 minutos. Foram entdao seca-

das ao ar e coradas por um dos processos descritos abaixo.

9.2. Coloragoes
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9.2;1. AZUL DE TOLUIDINA

As laminas foram submetidas a um tratamento
com uma sclugao de RNAse (*Sigma) a 0,05% a 379C em camara
imida por 60 minutos. A seguir, o material tratado previa
mente com RNAse bem como agquele nao tratado (controle) fo-
ram corados com uma sclugac de azul de toluidina (Merck) a
0,025% em tampao Mc Ilvaine a pH 4,0 (LISON, 1960) por 15
minutos. Posteriormente ¢ material fcoi rapidamente lavado
em agua destilada, secado ao ar, diafanizado em xilol por

10 minutcs e montado em balsamo do Canada.

9.2.2. ALARANJADO DE ACRIDINA

As laminas foram lavadas em tampao Mc Ilvai
ne por 5 minutos e em seguida coradas com uma solugao de
alaranjado de acridina diluido (10_4) no mesmo tampao por
20 minutos. Foram, entao, lavadas 3 vezes (5 minutos cada),
montadas nesta mesma solugdao e examinadas imediatamente ao

microscopio de fluocrescéncia.

9.2.3. BANDA C

Inicialmente ¢ material fol tratado com uma
solugao de Ba (OH)2 5% por 90 segundos e a seguir lavado
em dgua destilada (SUMNER, 1972). As laminas foram, entac
incubadas em 2SSC (NaCl 0,3M + citrato de sddioc 0,03M) a
609C por 4 horas e 30 minutos em banho maria, lavadas em
2gua destilada e secadas ao ar. Em seguida foram coradas com
solugao de Giemsa (Gurr) a pH 7 durante 30 minutos, lavadas
rapidamente em Agua destilada, secadas ao ar, diafanizadas

em xilol por 10 minutos e montadas em balsamc do Canada.

10. FOTOGRAFIAS

Para fotografar os diferentes estagios e
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alguns detalhes caracteristicos foi utilizado um fotomicros
cOpio Zeiss e filme Plus-x pan (Kodak); para a fotografia

n® 25 o filme foi KODAKOLOR.

11. CALCULOS ESTATISTICOS

Os dados sobre a distribuicao das femeas nas
diferentes fases pelo tempo do experimento foram descritos
segundo o diagrama de blocos (TUKEY, 1977).

Os comprimentos, larguras e volumes médios e
respectivos desvios foram calculados pelo pacote MINITAB ver
sao 79, implantado no computador DIGITAL DEC 10 da UNICAMP.

0 valor t usado para compara-los foi calcula
do segundo teste t corrigido de Welch (BICKEL & DOKSUM,1977).

O teste usado para expressar a correlagao en
tre comprimentos e larguras médios foi o teste Z de Fisher

(ANDERSON, 1958).
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1I1. RESULTADOS

3.1!

3.1.1. MORFOLOGIA DO APARELHO REPRODUTCR INTERNO

C. putonia~apresenta'aparelhoreprodutorbag
tante semelhante 2s demais espécies estudadas da familia Cal
liphoridae. As fémeas apresentam 2 ovarios, cada um compos
to de um nimero variavel de ovariolos politroficoes. Ha 2 o
vidutos laterais que se fundem para formar um oviduto comum
que leva a vagina. Existem 3 espermatecas, 2 das quais a-
grupadas e a outra isolada. Consistem de vesiculas escle-
rotizadas aproximadamente esféricas com dutos entrandec dor-
salmente na vagina. Ha um par de gliandulas acessorias tubu
lares com entrada na vagina perto dos dutos das espermate=
cas (Figura 1).

Em cada ovario uma rede densa de traquéias
se enovela por entre os ovariolos. Cada ovariolo € um tibu
1o que contém células germinativas, células troficas e célu
las do epitélio folicular, dispostas do apice a base do ovario
lo num arranjo que sera compreendido quando da descrigao das
fases. Duas camadas envolvem cada ovariolo: uma membranain
terna ou tlnica propria e uma bainha celular externa. Essa
dupla camada forma, na porcao apical do ovariolo, o filamen
to terminal que, no conjunto, formam o ligamento suspensor
do ovario, e na porgdo basal forma o pedicelo que liga o o-

variolo ao oviduto lateral.

3.1.2. DESCRICAO DAS CARACTERTSTICAS MORFOLOGICAS DAS FASES
DE DESENVOLVIMENTO OVARIANO
Os foliculos ovarianos de um mesmo ovario

apresentam desenvolvimento sincronico e ocorrem de acordo
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rIGURA N@ 1 - Esquema do aparelho reprodutor interno de
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alizacdo, os ovarios estao em vista ventral e

o restante em vista dorsal.
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com a seguinte sequéncia:

FASE T - Assim que a femea emerge o ovario-
1o contém no seu apice um germario piriforme contendo célu-
las germinativas (oogonias) e células somdticas pré~folicu
lares. As oogonias sofrem uma primeira divisao dando cada
uma um cistoblasto e outra célula oogonial que continuara
esse tipo de divisao. Os citoblastos sofrendo 4 divisoes
mitdoticas originardo cada um 16 células. Essas 16 celulas
filhas formam na regiao posterior do germario um cisto esfé
rico, envolvido pelas células foliculares. Este cisto & se
parado do restante do germario por uma camada transversal
de celulas foliculares, e quando ele se torna completamente
envolvido pelo epitélio folicular (simples) € empurrado pa-
ra fora do germario e torna-se o primeiro foliculo (Fotogra
fia n® 1).

FASE II - O foliculo ovariano agora total-
mente separado do germario € aproximadamente esférico e os
16 cistdcitos se diferenciam em 15 cé€lulas troficas e 1 oo-
cito (Fotografia n® 2). O odocito ocupa & parte mais basal
do foiiculo e num exame a fresco ao microscopio seu nlcleo
nao difere em tamanho e aparencia dos 15 demais. O epitée-
lio folicular envolvendo o foliculo & cuboidal (fotografia
n® 3) e o nimero de suas células & aumentado por sucessivas
divisdes mitoticas (fotografia n® 4). Dentrc desta fase o-
correm alteracdes morfoldgicas cromatinicas interessantes
nos niicleos das células trdficas. Sao visiveis estruturas
tipicas de politenia (Fotografia n® 4) seguidas por um re-
torno a um estado estrutural mais pulverizado, em que nao
se detectam cromossomos politénicos individualizades. Nes-
ta ultima fase os nicleos s3o maiores do que os da fase com
entidades politénicas, o que € sugestivo de uma poliploidi-

zagao.



FOTOGRAFIA NQ 1
Um foliculo e¢m fase I. C:
cistbcitos; Tr: traguéias;
seta: indentagao das célu-
las foliculares. A fresco

(X720 ).

FOTOGRAFIA N@ 2
Foliculo em fase II. Sepa

ragao quase total entre

—

foliculos (F) e germario
(G). A fresco, contraste

de fase (X 640 ).



FOTOGRAFIA N@ 3
Foliculo em fase II mais
desenvolvido gue o da fo

- —

tografia n?® 2. Epitelio

folicular (i) cubdide.
Nt: nicleo de célula tro
fica. G=Germario Corte

histologico, H.E., (X 670

FOTOGRAFIA N© 4
Foliculo em fase II. NG-
_cleos das celulas trofi-
cas (Nt) com cromossomos
politénicos. Feulgen,mon

tagem total, (X ggp !-
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FASE III - O foliculo torna-se maior, com
os niicleos mais espacados entre si, e os das células trofi-
cas bem maiores que o do odocito. Este ocupa um pequeno es-
pago quando comparado ao ocupado pela camara trdfica {con-
junto das células troficas). As sucessivas endomitoses pro
vavelmente se iniciam na fase anterior e continuam a ocor-
rer nesta e nas subseqlientes. Como essas divisoes nao sao
sincronizadas nos diferentes nucleos das celulas troficas,
a partir dessa fase ocorre uma polarizagao dos mesmos, fi-
cando os maiores e com maior ploidia localizados mais basal
mente, adjacentes ao oﬁcito, enquanto 0S menores € com me-
nor ploidia sdo os mais apicalmente localizadeos. Este pro-
cesso nio sincronizado em todos os nucleos & bem evidente
na fotografia n® 5 onde vemos as aparencias dessemelhantes
dos nucleos, alguns compactos e outros bastante frouxos,
pouco delimitados.

Ao final da fase III os nucleos adquirem to
dos uma aparéncia mais compactada e homogénea (porém com di
ferentes volumes) e torna-se visivel neles um corpusculo
fortemente Feulgen positivo nos nucleos (fotografia n° 6).
As células do epitelio folicular ja n3o sao tao cuboides
quanto na fase II, estando um pouco mais achatada, porém
nao pavimentosas, O nicleo do odcito € Feulgen negativo fi
cando somente um ponto fortemente Feulgen positivo (fotogra
fia n® 77,

FASE IV - 0 foliculo cresce mais, torna-se
levemente elipsoide, e ao redor do nicleoc do odcito  come-
cam aparecer granulos de vitelo (fotografia n® 8). O epi-
télio continua como na fase III. O germario inicia a divi-
sdo para dar origem a outrc foliculo.

FASE V - 0 foliculo continua a crescer e



FOTOGRAFIE NQ 5
Foliculos em fase III.
Alguns nucleos pulverize
dos, outros mais compac-

tos. Seta: ponto fort

Im

mente corado nos nuclecs
das celulas troficas.Feu

gen, montagem total,

FOTOGRAFIA N &
Foliculc em fase II1II1. Di
ferentes tamanhos de nu-
cleos de células troii-
cas (Nt). Oocito locali-
zado basalmente. No: ni-
clec do oocito. Corte
histologico, H.E.

(X ggo ) -



FOTOGRAFIA N© 7
Foliculo em fase IV com
15 nucleos de celulas

icas visiveis.Seta:

Hh

tro
ponto Feulgen positivo
no nucleo do oodcito.Feul
gen, montagem total

(X 440 ).

FOTOGRAFIA N@ 8
Foliculo em fase IV com
granulos de vitelo (V)
depositando-se ao redor

do nitcleo do ococito. A

fresco ( X 340 ).
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torna-se um pouco mais elipsoide. A deposicao de vitelo to
ma a forma de um U invertido ao redor do nicleo do odcito
(fotografias n® 9 e 10).

FASE VI - Nesta fase o 00cito cresceu preen
chido por vitelo até atingir 2 1/3 do comprimento total do
foliculo. Parece terem cessado as divisdes mitdticas das
células foliculares do epitélio havendo a,partir dai somen-
te mudang¢as na forma e densidade das mesmas (comparar foto-
grafias n®s 16 e 22). Assim o epitélio que circunda o ooci
to passou de cubdide para colunar e o que envolve as célu-
las trdficas permanece cuboide (fotografia n? 11).

FASE VII - 0 foliculo torna-se mais alonga
do e o oocito ja ocupa : 1/2 do comprimento total. Cerca
de 8 celulas "border" aparecem na porcao anterior da camara
trofica, originarias das celulas foliculares e comecam sua
migrac¢do posterior atraves da camara trofica (fotografia n®
12, 13 e 14). O nucleo do oocito esta acolado ao limite do
oocito com camara trofica (fotografia n® 15). Nesta fase
as ceélulas foliculares que envolvem a camara trofica ini-
ciam uma migracdo posterior mais conspicua para a regiao do
obcito, fazendo com que a demsidade das células al torne-
-se alta enquanto que na parte anterior seja baixa. Como a
area superficial do foliculo € ainda maior, as células que
restaram envolvendo a camara trofica tornam-se bastante a-
chatadas, ao passo que as que estao na regiao com maior den
sidade tornam-se colunares, bastante altas.

FASE VIII - 0 foliculo esta mais alongado
e o odcito ocupa - 2/3 do comprimento do foliculo. As cé-
lulas "border" terminam a migracdo chegando a interface oo-
cito-camara trofica. Células foliculares pavimentosas mi-

gram para o interior do foliculo formando uma parede entre



T L T R ey —— e

FOTOGRAFIA N@ ©
Foliculo em fase V com

unes limites visiveis

w
[
Q

fica. & fresco

FOTOGRAFIA Ne 10
Foliculos em fase V evi
denciando a deposicao
do vitelo em forma de U
invertido ao redor do
niicleo do oocito (No).

Corte histologico, H.E.




FOTOGRAFIZ N© 11
Foliculo em fase VI com

cerca de 1/3 de vitelo

co (X 220).

FOTOGRAFIA N2 12

(Cb) na regiao apica
da camara trofica. Cor-
te histologico, H.E.

(X 450 ).



FOTOGRAFIA N@ 13
Foliculos em fase VII com
migragao das células"bor

"

der" até & metade da ca-
mara trofica. Transicao
na forma do epitelio fe-

licular (Ef). Corte his-

toldégico, H.E. (X240).

FOTOGRAFIA N 14
Foliculos em fase VII
com celulas "border" qua
se no final da migragao.
.Corte histologico, H.E.

(X 240) .
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cimara trofica e oocito. As células foliculares que circun
dam o oocito comecam secretar a membrana vitelina (fotogra-
fia n® 16).

FASE IX - 0 foliculo alongado tem o o0o6cito
ocupando quase que o0 seu comprimento total ao passo que as
células troficas em degeneragao ocupam um pequeno cone an-
terior. As células foliculares ainda estao presentes poTeém
bastante achatadas e nessa fase aparece o cdrio secretado
por elas (fotografia n® 17).

FASE X - O oocito ocupa totalmente o folicu
lo; as c€lulas foliculares e células troficas desapareceram
e vém-se as linhas de eclosao ao longo do comprimento do fo

1iculo (fofografias n%s 18 e 21).

3.1.3. CONDIGCAO DA 2% CAMADA DE FOLICULOS NAS DIFERENTES FA

SES

Quandec no ovariolo € encontrado um foliculo
em fase IV, portanto, em inicio de deposicao de vitelo, o
germdrio ja estd iniciando a formagdo de um 2° foliculo. Na
fase V e subseqglientes, esta separagao do germario ja se rea
lizou e a partir da fase VII, o 2% foliculo estd com os nu-
cleos das células troficas polarizados, mas sem iniciar a

vitelogenese (Fase III) (fotografia n® 19).

3.2. DIMENSOES DOS FOLICULOS

Pela Tabela n? 2 pode-se ver que houve cres
cimento do comprimento do foliculo totalizando 20 vezes, a
partir do comprimento inicial (fase II}. O comprimenfo da
fase I encontrado maior do que o da fase II deve-se ao fato
que na fase I o foliculo ainda ndo se separou do germario

e, assim, a medida representa foliculo + germario. A partir



FOTOGRAFIA N2 15
Foliculo em fase VII.Ef:
indicando transicaoc  do
epitelioc folicular de pa
vimentosc, ao redor da
camara trofica, para co-
lunar, ac redor do o6ci-
to. Seta: nicleo do odci
to, no limite entre ooci
to e camara trofica. L

fresco, (X 170)-

FOTOGRAFIA N© 16
Foliculo em fase VIII axﬂ
nucleos das celulas fo-
liculares bem visiveis,
salientando a diferenga
na densidade das mesmas

ac redor do oOcito e da

fu

camara trofica. F2: fo-
liculo seguinte. Feulgen,

montagem total (X 140).
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FOTOGRAFIZ Ne 17
Foliculos em fase IX com
camara trofica (CmT) re-
duzida ao cone apical.Epi
télio folicular bastante

achatado ao redor do oo-

cito (Oc). Membrana vite

linica presente entre 0o

cito e epiteélic folicular
(Ef). Segqundo folicuio
(F2) presente. Corte his

tologico, H.E. (X 135).

FOTOGRAFIA N 18
Foliculo em fase X. A

fresco (X 90 ).




FOTOGRAFIA N 19
Foliculeos da primeira (Fl)
segunda (F2) camadas. Fl em
fase V e F2 em fase II. Ger
mario (G). Corte histologi-

co, H.E. (X 560).

e
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de fase II, apos a diferenciagao do folIculo, a medida refe
re-se somente a ele. O teste t de WELCH corrigido para os
graus de liberdade so ndo mostrou significancia quando com-
parou fase IX e VIII, indicando que nao ha acrescimo no com
primento entre essas fases.

A largura aumenta até a fase VI1I cerca de
12 vezes e, a partir dai, diminui até a fase X cerca de meia
vez. O teste t mostrou nac haver mudanga na largura entre
a fase VI e VII (Tabela n® 3),.

0 volume do foliculo aumenta até a fase VIII
de cerca de 2539 vezes, diminuindo posteriormente ate a fa-
se X. No final o volume atingido pelo foliculo foi em tor-
no de 1140 vezes o inicial (Tabela n° 4).

Até que o foliculo alcance um comprimento de
345 um (fase V) o aumento do mesmo € devido principalmente
as células troficas, cujos nucleos atingiram um volume 10
vezes maior que o existente na fase I. Quando atinge a fa-
se V o oocito ainda ocupa pequeno volume dentro do total do
foliculo. A partir de ent3o o oocito comega a crescer con-
sideravelmente, o que & evidenciado pela aumentada deposi-
cdo de vitelo, chegando finalmente a ocupar a totalidade do
foliculo.

A Tabela n® 5 apresenta a correlacao entre
comprimento e largura de cada fase. Existe boa correlacao

somente nas fases de II a VI.
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TABELA 2 - Comprimento médio em um do foliculo ovariano nas

diferentes fases,

e respectivo desvio,

Valores

do teste t obtidos para cada 2 fases sucessivas,

com os graus de liberdade (G.L.) e significancia

do mesmo valor (valer p).

pm
fase n comprimento X desvio wvalor t G.L. valor p
I 22 101,53 10,38
-11,41 23 « .0005
I 78 70,78 13,60
- .14,42 66 « .0005
IIT 66 157,38 47,16
6,45 68 <« .0005
v 86 207,18 47,13
7,93 24 <« ,0005
v 22 345,88 78,48
7,39 26 < .0005
VI 37 560,45 144,45
’ 4,53 18 « .0005
VII 14 779,57 157,87 :
9,09 15 « .0005
VI 22 1380,14 238,71
~-0,52 20 > .25
X 10 1350,05 83,18 ‘
3,55 9 < .005
X 90 1447,49 74,97
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TABELA 3 - Largura média em um do foliculo ovariano nas dife
rentes fases e respectivo desvio. Valores do tes-
te t obtidos para cada 2 fases sucessivas, com OS
graus de liberdade (G.L.) e significancia do mes-

mo (valor p):

um
fase n largura X desvio wvalor t G.L. wvalor p
I 22 34,98 3,69 :

10,40 35 < ,0005

II 78 51,27 11,96
17,52 67 < .0005

111 66 133,28 36,29
6,56 68 < ,0005

v 86 171,36 34,39
9,50 26 < ,0005

v 22 265,09 42,88
3,95 26 < .0005

VI 37 326,61 76,81

1,13 21 > .10

VII 14 349,72 60,19
6,89 13 < . 0005

VIITI 22 475,88 42,78
-7,78 14 < .0005

IX 10 363,38 36,19
-4,12 9 < .0025

X 90 311,51 49,38
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TABELA 4 - Volume médio em um3 do foliculo ovariano nas dire

rentes fases, e respectivo desvio. Valores do tes
te t obtidos para cada 2 fases sucessivas, com os
graus de liberdade (G.L.) e significancia do mes-

mo valor.

um3
fase n volume X desvio wvalor t G.L. valor p
I 22 66.152,82 16.075,65
4,71 45 <« ,0005
II 78 108.711,94 73.906,42
8,46 65 « .0005
III 66 1.813.266,4 1.635.323,9
5,36 72 « .0005
v 86 3.603.972,1 2.472.505,3
5,57 22 « .0005
v 22 13.954.056,0 8.524.099,6
5,67 28 <« ,0005
VI 37 31.840.874,0 20.112.703,0
2,40 17 <., 01
VII 14 52.420,166,0 23.541.940,0
9,61 16 <« ,0005
VIII 22 167.979.626,0 48.087.503,0
-6,24 19 <« ,0005
X 10 94.188.769,0 18.676.224,0
-2,88 9 < .01
X 90 75.541.414,0 25.234.330,0
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TABELA 5 - Correlacao entre comprimento e largura dos foli~

culos de cada fase ovariana, valor obtido pelo

teste Z de FISHER e significancia desses (valor

pl.

correlacgao Teste Z
Fase C/L FISHER valor p
I 0,341 1,548 > .01
It 0,633 6,464 « ,0005
I1I1 0,921 12,664 <« ,0005
Iv 0,932 15,245 « ,0005
v 0,950 7,985 < ,0005
VI 0,674 4,770 « 0005
VII 6,339 1,171 >.10
VIII 0,453 2,129 > .010
IX -0,001 0,003 >1.90
X 0,143 1,343 > .01
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3.3. DISTRIBUICAC DAS FEMEAS PELAS DIFERENTES FASES

A figura 2 nos mostra a distribuicac pelas
diferentes fases do desenvolvimentoc ovariano das. 341 fémeas
amostradas no decorrer do tempo qgue durou o experimentoc. Es-
te teve inicio a3 0 hora, ou seja, guando as mescas comegaram
a emergir e encerrou-se as 235 horas, com 100% da amostra

atingindo a fase X, isto &, completando o desenvolvimento ava

riano,

Cada bloco representa a distribuicao das f@&
meas em uma dada fase no tempo. Para uma fase n, por exem-
plo, o primeiro trago horizontal & o primeiro quartil, que

delimita que no maximo 75% daguelas fémeas atingiram a fase
n num hordrio mais avancado e 25% delas, no méximo, antes des
se horario. O segundo trago horizontal € a mediana, indican
do que, no maximo, 50% dos individuos da fase n apareceram
além desse horario e 508 no maximo, antes dele. O terceiro
traco é o segundo quartil onde 75%, no maximo, daquelas fé-
meas atingiram & fase n abaixo desse horario e 25% acima. Os
pontos representados por um circulo vazio sac chamados pon-
tos soltos e se localizam na regiao delimitada por uma dife-
renga interquartilica e uma diferenca e meia, acima do segun
do quartil ou abaixo do primeirc. Os pontos representados
por circulo cheio sdo ditos pontos desgarrados, localizando-
se na regido acima ou abaixo de uma diferenga interquarti-
lica e meia.

Através dessa representagao podemos perceber
gue, na maioria das fases, os primeiros 50% das femeas atin-—
gem o desenvolvimento correspoendente a uma fase n num inter-
valo de tempo proporcionalmente menor que o dispendido pelos

outros 50% do total das feémeas da fase n. Por exemplo, a
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partir da primeira aparigao da fase II, em 12 horas 50% das
fémeas atingiram-na, enquanto passaram-se mais 36 horas apa—
recendo individuos com essa fase, o5 ocutros 50%. Na fase V,
1% horas apds a primeira aparigao ja tinham surgido os pri-
meiros 50% dos individuos e os outros 50% s& foram completa-
dos com mais 95 horas. Na fase IX, a mesma situagao: os pri
meiros 50% apareceram em 34 horas apds a hora 107, ao passo
que foram necessarios mais 60 horas para que esta fase ocor-
resse pela iltima vez no experimento. Neste caso houve uma
chegada maciga a fase IX por muitas fémeas num mesmo horario
o0 gue fez com gue praticamente 50% do total se concentrassem
ao redor desse horario, enguanto os 50% restantes se distri-
buiram pelas outras 60 horas, tornando o primeirc quartil e
a mediana coincidentes.

O Unico caso em que ocorreu o inverso, isto
&, onde os primeiros 50% se distribuiram por um perIodo mais
longo que os outros 50%, foi'a fase X. Nesta, o aparecimen-
to dos primeiros 50% se prolongou por 61 horas e foram neces
sarios mais 46 horas para que se totalizassem os 100%.

O grafico n? 1 foi feito usando-se os blocos
da figura n? 2. Obteve-se a linha central ligando~se os pon
tos médios das linhas horizontais que representam as media-
nas, a linha superior ligando-se os pontos médios dos segun-~
dos guartis e a linha inferior os dos primeiros guartis.

Os dados acima do grafico sao um resumo da
figura n? 2. e representam para cada fase:

4 - nimero total de individuos na fase n.

* - Gltimo horario em que fol encontrada uma fémea na fase

n.



# 16 26
*® 48 72 102 201 201 201 217 217 201 235 g
Jo2 30 64 87 112 122 128 177 177 171 217 i
M 12 36 72 97 106 116 141 153 141 189 :
Jq 0 24 60 87 96 102 106 122 141 165
d 0 12 48 72 87 87 96 102 107 128
: HORAS ;2
200
L
150 =
L
100
3
50 |-
s
L.
: , FASE
o v 1 1 1 1 1 1 0 ) 1
I I m ™ Y w ¥II T jr'd x

45

25 48 16 31 20 25 19 115 .

GRAFICO N@ 1 - Obtido a partir da Figura n92, onde a ligagao en-

tre os pontos médios dos 19s quartis resultou na
linha 1, entre os dos 29g guartis, na linha 2 e
entre os das medianas na linha M. 0s dados acima
estdao explicados no texto.
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J, - hora gue representa o segundoc gquartil da fase n.

M - hora da mediana da fase n.

J3 - hora que representa o primeiroc quartil da fase n.

* - primeiro horario em gue foi encontrada uma fémea na fa-
se n.

Percebe-se que até a fase VI as trés linhas
do grafico mantiveram-se relativamente paralelas, ji que a
relagao de crescimentc foi mais ou menos constante entre os
pontos dos respectivos guartis e mediana de fases subseqﬁeg
tes. Esse crescimento ordenado € sentido mesmo apds a fase
IV, quando as curvas sofreram uma inclinagaoc, indicando uma
distribuigac mais concentrada no tempo dos 50% centrais das
féemeas,

A partir de VII, aliando um crescimento mui-
to rapido dos diferentes pontos,a uma distribuic¢dae irregular
em alguns casos, O paralelismo entre as linhas deixou de exis
tir.

A inflexao na linha central da fase IX & ex
plicada pelo que foi dito a respeito do desenvolvimento maci
¢o num determinado horario proporcionandc a coincidéncia da
mediana e 19 quartil. A inflexao existente na linha supe-—
rior € devida ao fato de IX ter o degundo quartil com valor

inferior ao de VII e VIII, ou seja, uma distribuigao mais

concentrada no tempo,

3.4. DETERMINACAO DA IDADE CRONOLOGICA ATRAVES DA FASE DE

DESENVOLVIMENTO OVARIANO

Através da tabela n? 6, dada uma fase de de-



TABELA 6 - Transformagoes normalizadoras da idade,
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interva~-

los de 95% de confianga para os dados transforma-

dos e correspondentes intervalcs para os dados
brutos, segundo as fases de desenvolvimento ova-
riano.
Fase RIS Gog x1,96 2 G T
T T o+ 1 3,79 + 1,90 13,36 31,38 2,57
II Voo 6,22 * 0,47 38,69 44,76 33,06
IIT T 74,88 * 7,17 74,88 82,05 67,71
Iv n (T—-*+5) 3,55 £ 0,20 95,50 101,81 90,34
\Y Ln (T-*+5) 3,34 £ 0,41 110,20 124,10 106,73
vI in (T~*+5) 3,47 * 0,27 114,14 124,10 106,53
VII V™ 12,12 * 0,64 144,89 162,82 131,79
VIII Ve 12,22 * 0,49 149,33 159,01 135,26
IX log T 2,12+ 0,11 131,83 169,82 102,33
X pls3 929,81 36,93 195,05 198,92 187,12
Obs. * valor minimec das regioes
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senvolvimento ovariano de uma fémea nulipara determinamos a
idade provavel «a, compreendida num intervalo de 95% de con-
fiangca determinado pelos limites inferior X e superior T.

Para cada fase, o método utilizado foi o ajus
tamento do seguinte modelo linear:

YF = ¥F + EF

onde F & uma determinada fase, YF € uma transformagao das
idades gue normaliza a distribuigao da fase, Yp @ média da
transformagac e EF & o erro aleatdrio da transformagao da

idade na fase, devido a fatores incontrolaveis.

Por exemplo na fase I a transformagao foi
VT + 1 , isto e, YI = \ﬁ& + 1. O parametro Y1 representa o

valor mais provavel de\JT + 1. Aplicando a transformagao in
2

versa de Y em Y1 obtém-se a 1, a idade mais provavel.

UG
A figura n® 3 obtida com os valores % e £ des.
sa tabela nos completa a indicagao dada pela figura n? 2 a
respeito das sobreposigoes das fases. Para as fases Ve VI
foi realizado teste t aproximado de Welch (t26x -0,249) re-
sultando ndo significativo a o= 0,05. O mesmoc foi feito pa-
ra as fases VII e VIII (t37= -0,188) com igual resultado. As
sim, vé~se que as fases V e VI nao ocorrem temporalmente de
maneira distinta bem como VII e VIII. A fase IX, como Jja sa
lientado na figura n% 2 ocorreu num intervalo bastante gran-

de, gue compreende os intervalos das fases VIII, VITI, VI e

parte de V.

3.5. O NOMERO DE FOLICULOS DE Chrysomya putoria

O nimero médio de foliculos maduros, por ova
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rio, encontrado para (. putoria foi 76,57, com um desvio
padrao de 11,842,
Quando nﬁmerq!de felicules e horarios em que

foram encontrados sao colocados num grafico obtemos o  se-

guinte:
i .t !
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Grafico N9 2 Niumero de foliculos maduros encontrados por

ovario de fémea no decorrer do experimento,

A correlagdo entre hordrio e nimero de foli-
culos resultou -0,532 e o teste de Fisher para este valor

foi altamente significativo. (p<. 001).

Pelo grifico podemos perceber gue ha uma di-

-
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visao aproximada dos valores em dois grupos: um até 177 ho-
ras e oytro apds este horario. Os valores do 19 grupo apre-
sentam média de 85,636 e desvic padrao 5,9725: a média do
29 grupo € 72,945 e o desvio 11,688. O teste t de Welch fei
to para estes dois conjuntos resultou valor t= 6,264, GL= 43;
valor p < 0.001 (altamente significativo).

Portanto, ao redor desse horario ha uma mu
danga no nimerc de foliculos/fémea, ou seja, diminui o niime-
ro de foliculos/fémea com o passar do tempo.

Os ovos normalmente sac encontrados em gran-
des massas sobre o figado ou carne colocados para oviposi-
cac. Os locais mais procurados parecem ser os mais umidos
do substrato. Assim, além do desenvolvimento sincrdonice dos
foliculos, a deposigao dos mesmos também € feita de uma s
vez pelas fémeas.

As moscas normalmente bastante agitadas quan
do da abertura das gaiolas para manuteng¢ao, parecem torna-
rem-se indiferentes a este fato quando estac no processo de
oviposigao, podendo, mesmo, serem retiradas do local com a

mao.

3.6. TESTE DE DESENVOLVIMENTO COM DIETA APROTEICA

As fémeas submetidas & dieta aproteica nao
mostraram qualquer desenvolvimento dos foliculos ovarianos
além da fase III, ou seja, a vitelogénese nao foi iniciada
nem mesmo apds 47 dias de vida imaginal, como mostram as Ta-

belas n? 7 e n? 8.
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TABELA 7 - Fases de desenvolvimento alcan¢adas pelos folicu-
los ovarianos de moscas submetidas a dieta apro-

teica em gaiolas contendo machos e fémeas.

DI N9 DE FEMEAS FASE DO FOLICULO
1 6 I
5 6 II
6 10 1T
8 6 III

10 8 IT

2 ITT

14 5 IT

1 III
16 1 ITI
6 ITT
18 1 IT
4 III
21 6 IT
1 IIT
22 1 IT
6 IIT

23 6 11

27 4 IT
1 IIT

30 6 IT
33 6 IT
38 5 IIT
40 2 II

4 ITT

42 1 II

4 IIT

11T

W

45




TABELA 8 -~ Fases de desenvolvimento dos foliculos ovarianos
de moscas submetidas a dieta aproteica em gaiolas
contendo somente fémeas.

DIA N¢ DE FEMEAS FASE DO FOLICULO
8 10 IT
15 5 ITI
26 6 II
34 5 ITY
44 6 ITI
47 5 I1T

OBS.: A classificacao dos foliculos nas diferentes fases foi

feita usando as caracteristicas que mais os aproxima-
vam daguelas observadas nas fases descritas com dieta
padrao, pois ocorrem alteracdes nas formas dos folicu-

los sob dieta aproteica.
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3.7. TESTE DE DESENVOLVIMENTO COM DIETA APROTEICA SEGUIDA

POR DIETA NORMAL

Em todas as gaiolas onde foi acrescentado fi
gado, apds diferentes periodos sob dieta aproteica, houve oo
génese completa (Tabelas n? 9 e n? 10). No caso das gaiolas
com machos e fémeas, os ovos ai encontrados eram férteis e
os individuos resultantes desses ovos foram criados sob die-
ta normal produzindo ovos igualmente férteis.

Na gaiola somente com femeas, o tempo decor-
rido apds introdugdo de figado (14 dias) foi suficiente para

que existissem até duas camadas de ovos.

TABELA 9. Fases de desenvolvimento alcangadas pelos folicu-
los ovarianos de fémeas submetidas a dieta apro-
teica seguida por dieta normal em gaiolas com ma-

chos e femeas.

14 dias com agucar + 23 dias com aglicar +
6 dias com figado 7 dias com figado
n? de fase dos ne de fase dos
femeas foliculos femeas . foliculos
3 iv 2 VIIT
1 v 9 X
1 vl
2 VII
45 dias com aglcar +
2 X 10 dias com figado
ne® de fase dos
femeas foliculos
3 VI

1 X
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TABELA 10. Fases de desenvolvimento dos foliculos ovariancs
de fémeas submetidas a dieta aproteica seguida -

por dieta normal em gaiola contendo somente fé-

meas.
47 dias com agflicar +
14 dias com figado
n?® de fase dos
féemeas foliculos
1 X
2 X + X

(2 camadas)

Obs.: Foliculos de IV a VI sao os do segundo lote das gue ja

haviam oviposto.



3.8. TESTE PARA VERIFICACAOQ DC DESENVOLVIMENTO DO 29 FOLICU

LO EM PRESENCA DO 1@

De acordo com os dados da tabela n? 11, apds
34 dias sob as condigoes assinaladas, todas as fémeas apresen
tavam duas camadas de foliculos ovarianos completamente de-
senvolvidos. BAos 21 dias uma fémea ji apresentava as duas

camadas.

TABELA 11 - Fases de desenvolvimento dos dois primeiros foli
culos ovarianos de fémeas sob dieta normal e em

ausencia de machos.

FASE FASE Ne FOL.
DIA Ne FEMEAS 19 FOL. 29 FOL. FASE X
9 i VII
1 VII
3 X
13 3 X III 69;68
76;71
94;92
21 4 X ITI 60;54
44;49
59;51
79;73
1 X X 161;152
25 2 X IV 71:77
64;41
1 X v 48;47
] X VI B3;86
29 2 X v 65;53
78;74
2 X v 60:63
63;49
2 X vI 58;53
82;84
31 2 X ITI 78; 81
_ 61;61
2 X v 65;33
59:61
1 X VII 52;40
14 3 X X 148;139
283;217

173;153




FOTOGRAFIA N2 20
Folicule da primeira camada (Fl) em fase X

e da segunda (F2) em fase VII. A fresco

FOTOGRAFIA No 21

oliculos da primeira (F1l

1y

‘e sequnda (F2) camadas e:
fase X. Germario (G).
fresco (X 40 ). Epi-ilumi

nacao.

LINIICT  ARAPR
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- Na fotografia n? 20 pode-se ver a presencga
da primeira camada de foliculos em fase X e a seguinte em
VII e na fotografia n? 21 vé-se duas camadas de foliculos

em fase X e um terceiro lote j& separado do germario.

3.9. O NOCLEO DAS CELULAS TROFICAS

Sabemos que gquando o volume de um nicleo ou
célula de forma aproximadamente esférica sofre uma duplica-
¢ao ocorre multiplicagdo da area do mesmo corpo por um fa-
tor de V—zf (PALKOVITS & FISCHER, 1968}.

| Assim, estdo representadas no grafico n® 3
as areas das projegdes dos nucleos das 4 maiores células tro
ficas dos foliculos no decorrer das varias fases de desen -
volvimento. Neste grafico as linhas verticais separam in-
tervalos crescentes que guardam entre si a relacao de 4,
Estes intervalos corresponderiam a uma relagao de duplica -
cdo de volumes des niicleos dos quais se calculou a area.
Com base nos dados do primeiro intervalo de area (fase I)
concluiu-se que o crescimento final das areas corresponde a
um aumento de volume de no maximo 13 vezes o inicial. Con-
clui-se tambfm que o maior numero de duplicagbes do volume
ocorreu na fase II com relacdo a T e na fase IIT com rela-
cdo 2 II, e que o aumento maximo € atingido na fase VI, e,
entao, se mantem ate fase VIII, com posterior declinio

(fase XI1).
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GRAFICO N¢ 3 -

Kreas das projegBes dos niucleos das 4 maio-
res células troficas dos foliculos nas di-
ferentes fases de desenvolvimento ovariano.
As linhas verticais representam as duplica-
goes sucessivas que sofrem os volumes des-

ses nucleos.
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3.10. COLORAGOES ESPECIAIS PARA O CORPOSCULQ NUCLEAR DE CE-

LULAS TROFICAS

Tratamento ' Resultado
Feulgen : + (Fotografia n? 22)
Azul de Toluidina +
RNAse + Azul de Toluidina + (Fotografia n? 23)
Banda C + (Fotografia ne 24)
Alaranjado de Acridina + (fluorescéncia verde)

(Fotografia n%® 25)




FOTOGRAFIA NQ 22- Ponto mais fortemente corado
nos nucleos das células troficas (seta).Feulgen,

montagem total (X 255).

- - F T T -~ - -
L e W PeeiBes & LM E
o, V2 g el
‘e ? = \' - o Ly )

FOTOGRAFIA N@ 23- Nucleos das celulas troficas
(Nt) com ponto mais corado (seta). Tratamento
com RNAse seguido por coloragao com azul de to

luidina (X 2253).



FOTOGRAFIA 1@ 24 - Ponto mais fortemente corado
nos nucleos das células troficas (Nt) (seta).Ef:

epitélio folicular destacado. Banda C (X 250).

FOTOGRAFIZ N9 25 - Ponto com fluorescéencia verde

(seta) nos niicleos das células troficas. Alaran-

jado de acridina (X 135).

(o]

rJ
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DISCUSSAO

4.1. FASES DOS FOLICULOS
4.2. DIMENSAO DOS FOLICULOS

Embora SPRADBERY § SANDS (1976) tenham ado-
tado a classificagdo de ADAMS (1974) para subdividir a oogé
nese de Chiysomya bezziana, estes autores descreveram o fo-
liculo em fase IT de desenvolvimento como ja individualiza-
do do germario, porém contando apenas com 8 cistocitos  em
seu interior. O nimero final de 16 cistocitos & atingido
na fase III, decorrente provavelmente da {iltima divisdo mi-
totica. Nesse aspecto vemos que Chrysomya putoria apresen-
ta desenvolvimento ovarianc mais semelhante ao das demais
espécies descritas para a familia Calliphoridae :(ochliomyia
hominivorax (ADAMS § REINECKE, 197%) e Lucifia cuprina(BEAT
TIE § CHENEY, 1979) do que ao de Chaysomya bezziana, que &
do mesmo genero.

Ainda nos referindo a fase II da ocogenese
de C. putoria percebemos que ocorrem semelhangas com rela-
gdo ao fenomenos descritos em Calliphora enythrocephafa on-
de o aspecto de politenia tipica nos nucleos das celulas trd
ficas e perdido logo no inicic das replicagdes endomitoti-
cas (de 16n para 32n ou 32n para 64n) (RIBBERT, 1979).

Imediatamente antes que se inicie o cresci
mento marcante do odcito de Rhynchosciara angelae (Basile,
1965) € que aparece a politenia tipica no nicleo das célu-
las troficas os quais finalizaram o processo de replicagao
do material cromatinico. Esta politenia foi interpretada
pelo autor como representativa de sintese preferencial em
determinados loci génicos necessarios no processo da vitelo

génese. Em (. putoria, no entanto, a politenia aparece mes
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mo em situagdoes onde o odcito n3ao ira se desenvolver, como

acontece quando as femeas estdo sob dieta aproteica {item
4.6). Nesta especie ¢ a partir de fase V, quando o volume
nuclear dos trofocitos praticamente atingiu o seu maximo

(final das aplicacgoes) (item 4.9) que o odcito comegard a
crescer vigorosamente. Alem disto, RIBBERT (1979) mostrou,
em linhagem de Cafliphora erythrocephala selecionada  para
manter a politenia por toda a oogénese, que o padrao de pu-
fes nao se altera durante este processo.

Assim, mais do que a forma apresentada pe-
los cromossomos das células troficas, seria o numero final
de cromatides atingido que precederia o crescimento marcan-
te do oocito.

Em relacio ao tamanho do foliculo € inte-
ressante a auseéncia de referéncias & diminuigado do volume a
pos fase VIII, pelos autores que trabalharam com oogénese
em outros dipteros (GOODMAN et alii, 1968; BEATTIE § CHENEY,
1979; TREPTE, 1981). Esta diminuigao (altamente significa-
tiva) poderia ter como explicacao a compactagao do material
interno (vitelo) aliada a substituicio talvez incompleta do

espaco deixado pelas celulas troficas em degeneracgdo.

4.3, DISTRIBUICAO DAS FEMEAS PELAS DIFERENTES FASES

C. putoria completa o desenvolvimento de
seus primeiros foliculos ovarianos com 195 horas (8 dias),em
média, sob as condicdes descritas, embora com 128 horas ja
se encontrem femeas com foliculos maduros. Deve-se lembrar
que nos ciclos subseqllentes, embora nao estudados, este tem
po deve ser menor, pois o 29 foliculo esta em fase III quan
do o 1° esta completo.

Quando este tempo & comparado com o de ou-
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tros insetos também com ovarios meroisticos (Tabela 12), ou
seja, onde existe a presencga de células nutritivas, vemos
que, apesar das diferentes condigoes experimentais, eles

guardam entre si certas semelhancgas.

TABELA 12
inseto tempo~-horas autor(es)
M. domestica R4-96 Sakurai, 1973: Goodman

et alii, 1968

M, domestica 145 Trepte, 1979

C. homindivonrax 152 Adams . § Reinecke, 1979
C. homindvorax 120-144 La Chance § Burns, 1963
L, cupring 96 Beattie & Cheney, 1979
C. bezziana 144-168 Spradbery § Sands, 1976
Lypenosia exigua 144 Khurad & Thakare, 1980

S5e no entanto comparamo-los com a duragao da
oogénese em insetos com ovarios panoisticos, isto e, sem a
presenca de células troficas, como por exemplo, Gryllfus do-
mesticus, 2400 horas, ou Locusdfa migratordia, 10G0 horas
(DE WILDE & DE LOOF, 1973), vemos a grande discrepancia no

tempc consumido.

Isto esta de acordo com as teorias atuais a
respeito da fungdo das células troficas, estas com capacida
de de sintese aumentada pela poliploidia. Elas seriam as
fornacedoras de RNA: ribossomais 28 S, 18 S, e § S, RNA de
transferencia (4S) e grandes quantidades de fracao de peque

no peso molecular (TELFER, 1975).

Recebendo essa grande quantidade de RNA, a

- - -~ - - - - -
maquinaria para sintese proteica do oocito estaria engajada
no encurtamento do tempo de vitelogénese e por conseqliencia
da embriogénese. Mesmo sabendo que a sintese da maior par-

" te da proteina do vitelo € realizada fora do foliculo e que
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em alguns casos a proteina circulante na hemolinfa e a do
obcito nao sao totalmente identicas, o mecanismo de trans-
formagio no oocito nao & mencionado (TELFER, 1875). Mas ja
que o que distingue os 2 tipos de ovarios sido as células trd
ficas e o princiﬁal produto dessa € RNA, a vitelogenese de
alguma forma deve ser afetada por esse fluxo aumentado nos
ovarios meroisticos. Dessa forma, como para os demais Dip-
tera até entao estudados, podemos considerar que nosso re-
sultado de duragido da oogénese esta de acordo com a teoria
de ENGELS (1970) de que na evolucdo dos Holometabola merois
ticos a eficiéncia no crescimento do oocito desenvolveu-se

principalimente pelo aumento da capacidade de transporte do

RNA.

4.4. DETERMINACAO DA IDADE CRONOLDGICA ATRAVES DA FASE DE

DESENVOLVIMENTO OVARIANO

Vimos pelos dados apresentados na tabela n°®
6 e complementados pela figura n® 3 que - existem sobreposicoes
nos intervalos de idade provaveis de algumas fases.

Muito embora nao descrita por outros auto-
res {ADAMS § REINECKE (1979) para Cochliomyia hominivorax;
BEATTIE & CHENEY (1979) para Lucilia cuprind a sobreposi-
cao parcial era um fato esperado por tratar-se de um feno-
meno continuo, que na realidade nao apresenta limites estan
ques, mas que e artificialmente devidido em fases. Assim
surgemlfoliculos durante o experimento que nao podem mais
ser considerados como estando em fase VI, por exemplo, mas
que por outro lado ainda naoc apresentam caracteristicas mui
to tipicas de fase VII. Neste caso a classificagaoc € deci-
dida pelo conjunto de caracteristicas que torna os folicu-

los mais proximos de uma ou de outra fase. Quando este fe-
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nomeno € analisado na populacdo, uma amostra pode conter,
como no exemplo, fémeas mais proximas de fase VI enquanto
outras mais proximas de VII, sendo a proporcdo entre elas as
mais variadas.

Como resultado dessas interpretacoes e tam-
bem de variacbes individuais, surgem as distribuigdes de fa
ses com algumas sobreposigdes de horarios. Essas, facilmen
te identificdveis na figura n® 2 ocorrendo - principalmente
ate fase V, seriam esperadas entre fases vizinhas. No en-
tanto, casos como o da fase IX, onde a amplitude do horario
em que ocorreram fol muito grande, nos remetem a um outro
tipo de discussao.

Como sabemos, tanto por relatos de outros
autores (ENGELMANN, 1968) como por nossas proprias observa-
¢des, o desenvolvimento ovariano é afetado por varios fato-
res ambientais. Foram tomadas precaugoes péra que aqueles
mais Obvios ndao interferissem negativamente no experimento.
Assim, havia poucas larvas por vidro de criagao, para que
sobrasse alimento; as femeas amostradas, apesar de nao men-
suradas sob qualquer aspecto, nao apresentavan variacoes
evidentes de tamanho; o alimento (figado) era colocado na
gaiola tempo suficiente para que muitas moscas ja o tives-
sem até abandonado, saciadas que estavam.

Consideramos, entao, que condic¢Ges equiva-
lentes de desenvolvimento foram oferecidas a todas as fe-
meas. Vimos, inclusive, que o tempo total do experimento
(235 horas) foi suficiente para que algumas femeas comple-
tassem o desenvolvimento da primeira camada e apresentassem
vitelogenese adiantada na segunda camada, ao mesmo tempo em
que outras mal iniciavam a primeira vitelogénese. Logo, a

variagao temporal na maturagao ovariana apresentada pela po
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pulacao, supomos que seja devida a fatores intrisecos a ela.
0 fato da variacao nao constituir-se um erro experimental
foi até certo ponto confirmado por Dr, B.R. LAURENCE numa
comunicacio pessoal, quando nos infermou que os seus dados
para C. putoaia, na Tanzdnia, apresentavam o mesmo tipo de
distribuicao. Existe a possibilidade que nossas condigoes
experimentais tenham tide falhas nos mesmos pontos que as
dele, no entanto, € uma indicacao de que o fato existe em
diferentes populacoes, submetidas a condicgGes distintas, ja
que a dieta utilizada por ele difere da nossa.

Atualmente se sabe que o controle da vitelo
génese nos insetos e exercido conjuntamente pelo  hormonio
do corpora alata e pelo hormdnio cerebral (ENGELMANN, 1970).
Sabe-se ainda que o0s anautOgenos sao regulados também pela
ingestao de proteinas (ENGELMANN, 1970; APPLIN, 1979). Os
estimulos desencadeadores do processo, Como agem OS dois
hormonics, qual € ativado em primeiro lugar, sao ainda moti
vo de muita controvérsia. Desde que os insetos estudados di
ferem grandemente na sua biologia e fisiologia reprodutiva,
mesmo que para algumas espécies as hipOteses estejam mais
claramente demonstradas, comparacgoes e analogias podem - ser
infundadas. Diante disto preferimos nos limitar a fatos
mais gerais para hipotese de trabalho, ou seja, os dois hor
monios e a dieta.

Supomos que algumas femeas da populacgao a-
mostrada necessitem uma quantidade grande de alimento vpara
que iniciem sua vitelogenese, alimento este que podera agir
a nivel de estimulo para as glandulas e/ou como  substrato
para sintese de vitelo proteico pelos corpos gordurosos. Pa
ra outras fémeas essa sintese pode ser iniciada com menores

quantidades de alimento. A variacao tambem pode ocorrer na
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fase larval, com aigumas sendo capazes de armazenar mais re
servas e, as custas dessas, iniciar precocemente a deposi-
cdo do vitelo. Outras, por alguma caracteristica metaboli-
ca, nao armazenam substidncias, o que faz com que a vitelogé
nese seja iniciada so a expensas da dieta do adulto.

Com essas suposicoes estamos admitindo que

:a variachio ocorrida nio € s explicada por fatores  ambien-
tais mas sim também por diferencas intrinsecas, possivelmen
te genéticas, entre as femeas da populacdo amostrada. Assim
a populacdo estudada ndao € homogénea em relacdo a viteloge-
nese, apresentando em alguns momentos, uma divisao em gru-
pos; como por exemplo, quando fazemos uma observagdo na fi-
gura n® 2 entre 120 e 130 horas, revelando basicamente 2 es
tados: um de inicio de vitelogenese (IV, V, VI) e outro de
vitelogenese adiantada (VI, VIII e IX).

Nas fases vitelogénicas, portanto, a corre-
lacao nao & tao exata, apenas nos indicando a faixa etaria
possivel daquelas fémeas. E assim que ao encontrar-se uma
fémea em fase VII ou VIII, ndo constitue um grande exito fa
zer-se a separacao em uma ou outra fase ja que o intervalo
de idade possivel da femea seria muito semelhante para uma
ou outra, ou seja de 131 a 162 horas (tabela n® 6). O mes-
mo seria valido para as fases V e VI ja que encontrando fé-
meas numa dessas fases a idade provavel da mesma seria pra
ticamente igual ou seja, entre 100 horas e 124,

Como fol apresentado, o teste t para fase V
e VI nos mostrou que nao se tratam de duas fases distintas.
Como as caracteristicas de fase V apareciam no desenrolar
das observacdes julgavamos de relevancia separar V e VI co-
mo eventos fisiologicos distintos, detectaveis em diferen-

tes periodos. Com esta particularizacgdo estavamos introdu-
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zindo uma fase intermediaria que a classificagao de ADAMS §
MULLA (1967) nao considerava. Os resultados da tabela ne
6, no entanto, nos mostram ser desnecessaria essa subdivi-
sao ja que as duas fases temporalmente se sobrepdem. A in-
trodugaoc de V serviu-nos;.porém, para detalhar a maneira
que ocorre a distribuicao do vitelo, partindo do foliculo em
fase IV, com poucos granulcs ao redor do odcito, até chegar
a VI com 1/3 de deposicdo, ja sem a forma Basal convexa do
vitelo caracteristica de V {fotografia n? 10%% O preenchi-
mento de todo o terco basal do foliculo, desfazendo a ima-
gem de U invertido tipica de fase V deve ocorrer rapidamen-
te, haja visto o pequeno numero de foliculos encontrados -~
(16) quando comparado com fase IV e VI.

Assim para a finalidade de correlacionar i-
dades, a divisZo em tal numero de fases, principalmente nas
vitelogénicas, talvez ndo seja necessaria, ja que nos acres
centam muito pouca informagdo quanto a precisido do horario.
Um nimero menor de fases vitelogenicas seria mais acertado
para este fim.

Em condicoes naturais ndo ha duvida de que
o intervalo de duracac da ocogenese sera alterado, na depen
déncia da quantidade e qualidade da alimentacao disponivel,
tanto para as larvas quanto para as feémeas adultas, da tem-
peratura ambiente, da densidade a que as larvas ficaram sub
metidas e de outros fatores ambientais. No entanto, as con
dicdes de laboratdorio foram as mais proximas das ideais, @-
ferecendo os itens explicitados acima de maneira que o de -
senvolvimento se completasse no tempo minimo viavel. Acre-
ditamos com isto que dificilmente estaremos superestimando
a idade de uma femea, pois um tempo muito inferior ao obti-
de para cada fase seria bastante improvavel ocorrer.

Determinamos, entdao, através do conhecimen-
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to do desenvolvimento ovariano qual a idade minima que uma
dada femea nulipara teria. A idade maxima seria estimada

através de estudos mais complexos.

4.5, 0 NOMERO DE FOLICULOS DE (. puforia

\ 0 fato do ntmero total de foliculos maduros
ser variavel de uma mosca para outra deve-se a varios fato-
res. As pequenas diferencas devem-se a erros de contagens,
por exemplo, ou mesmo a variacoes individuais. As grandes
discrepancias, porem, naoc sio explicadas por erros metodo-
logicos e sim po diferencas mais nitidas entre os indivi-
duos, as quais apareceram mais apﬁs 177 horas. Como perce-
bemos no grafico, hd uma nitida diminuicdo no nimerc de fo
liculos apds este hordrio, caracterizando a presenca de dois
grupos. As que completam mais rapidamente a vitelogenese,
o fazem em maior nimero de foliculos que as que a alcangam
mais tardiamente. N3o sabemos se estas Ultimas sofrerem o
processo de reabsorc@o descrito po BARTON-BROWNE et alii
(1979) para L. cupnrina, por TREPTE e TREPTE-FEUEREORN (1980)
para M. doemestica e SPRADBERY § SCHWEIZER (1981) para C.
bezziana, ou se originalmente ja nao teriam potencial para
desenvolver um numero tao alto de foliculos guanto os do
primeiro grupo. Parece que € um fenomeno raro o amadureci-
mento completo de todos os foliculos (TREPTE & TREPTE - FEU
ERBORN, 1980; SPRADBERY § SCHWEIZER, 1981) e a porcentagem
de reabsorcao € variavel em funcao da idade da femea e da
fase da oogénese em que ela se encontra (TREPﬂéG TREPTE-FEU
ERBORN, 1980) podendo ir de 5% até excepcionalmente 100% de
reabsorgao.

A atresia, éinda nao completamente explica-

vel, & controlada por interacgac de hormdonios e fatores nu-
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tricionais sendo que o hormdonio juvenil & de grande signi-
ficancia (BELL & BOHM, 1975).

Dois fatores poderiam estar explicando os 2
grupos do grafico n® 2;diferencas genéticas que caracteri-
zariam potenciais diferentes de maturacdo de ovos e/ou de-
corréncias fisiologicas de condi¢oes nao muito favoraveis
levando a reabsorcao de maior nimero de foliculos em um gru
po (horario) que em outro.

Sincronia ovariana e oviposigao em massa se.
riam explicadas pelo habito gregario das larvas, ja que um
grande nimero delas estaria menos exposto a dessecacdo. Se
gundo TREPTE § TREPTE-FEUERBORN (1980) e SPRADBERY & SCHWEI-
ZER (1981), os foliculos nao sao mais reabsorvidos apos es-
tarem maduros; assim, supondo que um numeroc t3c pequenoc co-
mo 42 (x2) seja oviposto, significaria que a quantidade de
larvas resultantes seria suficiente para que a sobrevivén-
cia das mesmas nao fosse comprometida. Talvez um niimero me
nor do que este ja comprometesse a sobrevivencia do grupo, o
que poderia explicar o fato de ndo se ter encontrado femeas
com numero menor de foliculos. Se houve reabsorgido, entao
este foi o nivel maximo atingido. Existe potencial para
que sejam postos até cerca de 200 ovos por femea, contando
com o amadurecimento de um sd ciclo de foliculos.

Como as contagens dos foliculos foram fei-
tas antes da oviposicao nao podemos afirmar que todos sejam

ovipostos, ja que nao foli estudada retencgao de ovos nesta

especie.
4.6, TESTE DE DESENVOLVIMENTO COM DIETA APROTEICA

A linhagem utilizada de (. pufoidia nao mani

festou-se autogena, empregando aqui a definicao dada  por
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BAXTER et alii (1973): '"a habilidade de um inseto adulto-rg
cebendo nada mais dolque uma dieta de manutencao produzir o
vos atraves da mobilizacdo de recursos”. Inicialmente este
termo, cunhado por ROUBAUD (1929) foi aplicado com sentido
restrito a produgdo de ovos por mosquitos que nao tinham se
alimentado com sangue. No decorrer do tempo, autogenia ad-
quiriu uma variedade de conotacoes para descrever a relagao
entre maturacdo de ovos de insetos e nutrigaoc, e foi SPTEL
MAN (1971) quem ampliou o termo para incluir espécies  nao
hematofagas.

Embora existam insetos que possam mobilizar
reservas de outros tecidos {BAXTER et alii, 1973), a maio-
ria deles obtém reservas de tecidos armazenados durante ali
mentacdo larval. Portanto, o desenvolvimento autdgeno pode
ser reduzido ou mesmo impedido em adultos derivados de lar-
vas mal nutridas. Acreditamos que a maneira atraveés da
qual as larvas de (. putoria foram criadas, com abundancia
de meio nos vidros, nao afetou a expressao de sua autogenia
no que se refere a2 quantidade de alimento disponivel. Sa-
be-se também que a qualidade da dieta afeta essa eXxpressao
em alguns dipteros hematofagos (BAXTER et alii, 1973). No
nosso caso nao foram feitos testes nutricionais qualitati-
vos no estudo da ovogenese, ja que o meio larval wutilizado
foi o mesmo em todos os experimentos.

No trabalho de LEAL et alii (1982) quando
esse meio € comparado a carcaca, VE-se que o peso maximo a-
tingido pelas larvas com essa dieta & de 53 mg contra 61,5
mg da carcaca e o tempo total gasto para o desenvolvimento
foi de 78 horas contra 63 horas na carcaga.

Em relacao a qualidade da dieta larval pode

mos considerar que muitas espécies de Calliphoridae e Sarco
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phégidae mostram uma migragdo larval precoce quando a quan-
tidade do meio € limitada ou sua qualidade baixa (KAMAL,
1958). Se tomarmos essa migragao precoce como uma medida
da qualidade do meio percebemos que no trabalho de LEAL et
alii (198Z) ela nac ocorreu, ja que o peso mdximo de 53 mg
foi atingido apos um intervalo.de tempo maior que aquele
gasto pelas larvas que se alimentaram em carcaca. Assim,
mesmo que o peso final atingido seja menor no meio de cultu
ra utilizado, a sua qualidade nao é tdo inferior a ponto de
desencadear uma pupariacao precoce.,

Existe, no entanto, a possibilidade que com
carcaga ou com outra dieta qualquer suplementada se demons-
tre a expressao da autogenia nesta ou em outra linhagem de
'€, putondia.

Conhecem~se trabalhos onde com uma dieta su
plementada foi possivel aumentar a autogenia de 2% para 61%
em M. domestica (ROBBINS § SHORTINO, 1962). No entanto a
mesma dieta aplicada a .outra linhagem nao levou a autoge-
nia (BAXTER et aliif 1873). Assim percebemos que alem das
condicOes ambientais influindo na expressio da autogenia e-
xiste tambem variag3o gendtica dentro da mesma espécie, tor
nando possivel, inclusive, distinguir linhagens pela sua ha
bilidade em iniciar deposicao de vitelo sem dieta adequada
como o fez LAURENCE (1964) para Aedes ftogodi.

A manifestagao de anautogenia nao foi influ
enciada pela presenca de machos ja que nas duas gaiolas, com
femeas somente e na que contava com machos e feémeas, o fene
meno observade foi o mesmo. Essa influencia refere-se a
fertilizagao em si ou mesmo ao contato ja que  influéncias
de outro tipo, como feromonio, por exemplo, se ocorrem}podem

continuar existindo pois na cdmara de criacio os machos es-
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tao presentes nas demais gaiolas.

Quando consideramos a existencia de anauto-
genia nas populagoes naturais de C. putoria podemos supor
que se nao houver proteina disponivel em quantidade sufici-
ente a composicao das populagoes sofrera alteracoes, fato
elementar que deve ser considerado num programa de controle
dessa especie.,

£ tambem importante saber-se que a dieta
influencia o desenvolvimento ovarianc de uma espécie para
que se facam as devidas restricoes a datacdao de uma popula-
c3o baseada em caracteristicas ovarianas. Quando essa ca-
racteristica da espécie & ignorada, ao analisar-se uma fé-
mea, através do desenvolvimento de seus ovarios, pode-se es
tar considerando-a mais jovem do que na realidade ela &, ja
que uma dieta insuficiente pode levar a um atrasoc no desen-
volvimento dos foliculos ovariancs., Esse fato reforga o que
foi salientado no item 4.4. de que pelo desenvolvimento ova

riano podemos saber a idade cronologica minima de uma fémea

e nio a idade maxima.

4,7. TESTE DE DESENVOLVIMENTO COM DIETA APROTEICA SEGUIDA
POR DIETA NORMAL

- Ao contrario do que poderia ser pensado, um
periodo prolongado sem dieta proteica, e conseqlientemente,
sem vitelogenese nos folicules ovarianos (item 4.6.), nao
torna esse fenomeno irreversivel, Como se viu, mesmo apds
47 dias de caréncia nutricional as fémeas foram canazes de
produzir ovos viaveis quando suplementadas com proteina. Es
se periodo (47 dias) representa 50% da vida média das fe-
meas dessa espécie (MONTEIRO F., comunicacdo pessoal).

Pelo que se sabe de outras espécies, corpo-
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ra alata e células neurcssecretoras medianas sao tecidos es
senciais para desenvolvimento de ovos maduros em diversas
espécies de Diptera (APPLIN, 1981). Segundo explicacgoes de
diferentes grupos de endocrinologistas de insetos, a protel
na atuaria estimulandec a secrecaoc de hormonio nesses dois
locais (PAPPAS § FRAENKEL, 1978; APPLIN, 1979). Sem a in-
gestdo de proteina, pelo menos as células medianas neurosse
cretoras tornam-se quiescentes em Lucifia sendicarza segundo
relata APPLIN (1979).

Supondo-se que processo semelhante  ocorra
em (. putonia, a quiescencia poderia ser quebrada a qual-
quer momento pela ingestao de dieta adequada.

Parece que a estratégia reprodutiva da espé
cie & de so produzir ovos quando existirem condigdes mini-
mas de sobrevivéncia para as futuras larvas; assim sem pro-
teina nio hd evos e, portanto, larvas.

Em termos epidemioldgicos a quebra da prové
vel quiescéncia & um fator determinante ja que, mesmo  que
matéria orgdnica (carcagas, lixJes) nao esteja disponivel du
rante um longo periodo, a qualquer momento que ela volte a
existir, o potencial reprodutivo da populagao €& restabeleci

do.

4,8. TESTE PARA VERIFICACAO DO DESENVOLVIMENTO DO 2° FOLICU

LO EM PRESENCA DO 1°.

Ao contrario de outras espécies ji estuda-
das da familia Calliphoridae, em Oirysomya puforda ocorre
diferenciacao do 3° foliculo ovariano, com total separacao
do germario, quando o 1° foliculo, totalmente desenvolvido,

ainda esta presente no ovario.



Segundo ADAMS & REINECKE (1979) em Cochlio—
myia hominivorax o 39 foliculo nd3o deixa o germario até que
o 19 tenha sido oviposto, assim como o 29 ciclo de foliculos
nic se desenvolve além de fase 5 {(dele) nesta situagao.

Para Lucilia cuprina as opinioes sao contra
ditdrias ja que CLIFT (1972) citado em BEATTIE & CHENEY
(1979), afirma que em determinadas condicoes pode ocorrer de-
senvolvimento total do peniiltimo foliculo, mesmo em presenca
de foliculos terminais maduros. Ja VOGT et alii (1974) di-
zem gue © desenvolvimento do 29 e subsequentes foliculos €
inibido em presenga de foliculos maduros.

Em outros dipteros muscdideos como os estuda
dos por PAPPAS & FRAENKEL (1%78), Phormia regina e Sarcopha
ga bullata a exemplo do demonstrado por ADAMS et alii(1968)
para M. domestica, a presenga do 19 foliculo em vitelogéne-
se inibe o desenvolvimento do peniltimo. A explicagao & da-
da pelo hormbnio costatico produzido pelo {iltimo foliculo cu
ja agao contraria a do horménio juvenil do corpora alata -
‘esse necessario ao desenvolvimento dos foliculos (ADAMS et
alii, 1968). 1Isto foi concluido pelos autores acima guando
aplicaram analogos do Hormbonio juvenil e consequiram desen-
volvimento dos peniiltimos foliculos.

No caso de . putoria mesmo que esse hormo-
nio exista ele s& age em determinadas situagdes j& que a
abundincia de alimento proteico provavelmente anula a agao
do hormdnio ocostatico em favor do hormdnio juvenil (CLIFT,
1971). |

No nosso experimento ocorreu desenvolvimento
completo de pelo menos mais um lote de foliculos, apesar de

ser em condicOes experimentais. E importante salientar que
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o aparecimento do 29 lote vitelogénico pode ocorrer em um in
tervalo de tempc menor, o gue foi constatado num experimento
preliminar onde com 17 dias duas fémeas apresentavam 502 e
375 foliculos respectivamente. Provavelmente as condigoes,
principalmente as alimentares, nao se repetiram; no entanto,
achamos relevante relatar que o fenOmeno pode existir.
Quando ¢, putoria & comparada a outras espé
cies nas quais nao ocorre o fatc demonstrado pelo nosso expe
rimento vemos que torna-se epidemologicamente significativo,
ja que as demais nao multiplicam seu potencial reprodutivo
sem estarem fertilizadas ou em auséncia de local adequado pa
ra ovipor. Para (. putoria existe a possibilidade de do-
brar o nimero de ovos a serem postos guando do encontro das

condi¢Oes adeguadas patra ovipor.

4.9. O NOCLEO DAS CELULAS TROFICAS

Como ja foi dito (item 4.1., 4.2. e 4.3) uma
fungdo importante das células trdficas & suplementar as fun-
¢oes sintéticas do niicleo do obcito preoduzindo RNA para arma
zenamento no ovo (TELFER, 1975). Replicacoes endomitdticas,
levando a altos graus de peoliploidia e, conseqﬁentemente, au
mento do DNA disponivel, aumentam a capacidade das  células
troficas de desempenhar esta fungao (TELFER, 1975).

No trabalho de JACOB & SIRLIN (1959), em Dro
sophila, foi feita estimativa da quantidade de DNA através
de métodos auto-radiocgraficos e dentro deste estudo, conta-—
gens de graos e calculos de "volume de DNA" nas secgoes leva
ram a diferentes conclusdes sobre a ploidia final. Os auto-
res salientam que existe uma boa correlagao entre os dois mé

todos até fase 9 (classificagao de KING,et alii 09569e que a-
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pds esta, o calculo atraveés do "volume de DNA" leva a superesti-
mativas da ploidia.

Por outro lado, num trabalho sobre orgaocs lar
vais de Apts mellifera, MELLO & TAKAHASHI (1969)mostram gue
o aumento no volume nuclear nao acompanha em mesma proporgéo
o aumento na guantidade de DNA, excedendo-o.

Alguns autores estudando células tr&ficas de
dipteros chegaram a estabelecer um nimero de duplicagoes pa-
ra volumes nucleares ac redor de 8, com Drosophila (PAINTER
& REINDORP, 1939) citado em JACOB & SIRLIN (1959), o que foi
reafirmado por JACOB & SIRLIN (1959). Assim, nao & descarta
da a possibilidade de gue o aumento das areas indicando 13
duplicagdes de volume nuclear para €. putoria seja um dos ca
sos onde o contelido de DNA nao acompanhe este aumento. Pou-
co podemos afirmar sobre a ploidia final das cé&lulas trofi-
cas, além de gque elas atingiriam no maximo 13 vezes a ini-
cial.

Assim como existem variagdes nas ' dimensoes
dos foliculos estas ocorrem também nas areas dos nicleos o]
‘que faz com que exista mais de uma classe de areas em deter-
minadas fases do desenvolvimento. A discussao do fato envol
ve também, o mesmo tipo de explicagao apresentada para a di-
ficuldade da classificagdao em fases em transigdo. Isto € bem
ilustrado nos casos das fases I e IV. Nestas fases o grupo
de 4 nficleos que se destacam das classes principais provavel
mente devessem estar colocados, respectivamente, em IT e V.
No entanto, no exame a fresco, as caracteristicas utilizadas
para decidir em que fase se classificariam devem ter dado
maior peso aquelas em que foram colocados. Pela distribui-
c3o das areas, vemos, entretanto, que eles estariam muito

bem representando as respectivas fases sucessivas. Mesmoque
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IV e V n3o sirvam como fases referiveis 3 idade cronolédgica,
vimos por mais esse dado, éreaé nucleares, que sao fases mor
foldgica. e fisiologicamente distintas.

As fases VI, VII e VIII possuem areas distri
buidas em duas classes principais, contando, portanto, com
alguns niicleos da amostra com o dobro de volume dos seus de-
mais,

Como ja mencionamos no item 3.1.2, o nficleo
das céluias troficas do foliculo em fase II apresenta dife-
rentes estados cromatinicos. Com egses dados, a respeito da
variagac dos volumes nucleares, percebemos que a multiplici-
dade volumétrica apresentada pela fase I1 seria corroborado-
ra da diversidade de imagens visualizadas num exame citologi
co. Nocleos com cromossomos politénicos tipicos ndo puderan
ser representados por esta técnica, ja gue a delimitacado do
espago nuclear total fica dificultada pela agregagao do mate
rial cromatinico em unidades bem individualizadas. No entan
to, foram considerados nlcleos do mesmo foliculo onde alguns
dos 15 nlcleos dos trofdcitos apresentavam cromossomos poli-
tenicos. Assim, estes nlcleos representam estados imediata-
mente anteriores ou posteriores ao estado de politenia tipi-
ca, que dessa maneira estdo incluidos nas diferentes classes
referentes a fase II. Outra parte dos volumes nucleares cox
responde aos que apresentam peguenas e milltiplas condensa-
¢oes, antes de ocorrer uma maior pulverizagao do material cro
matinico, que foram interpretados como inicio de um processo
de poliploidizagao.

De acordo com ¢ que vimos no item 3.2. os fo
liculos sofrem uma redugdo no volume total apds a fase VIII.
Coincidentemente com este processo existe ¢ surgimento da

membrana vitelinica entre as células foliculares e o ooplas-
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ma e entre este e a camara trofica. Assim, supomos gue, apds
a formagao dessa membrana,a incorporac¢do de substidncias no
ooplasma seja praticamente inexistente. Dai inferirmos que
a quantidade de vitelo acumulada até esta fase seja pratica-
mente a mesma existente no foliculo maduro (fase X). Portan
to, as células troficas ja sem fungdo iniciariam seu proces-
so de degeneragao, explicando a diminuic¢adao do volume nu-—
clear. Com o desaparecimento dessas 15 cé&lulas o volume do
foliculo total também se reduziria, ja que nao seria substi-

tuido por igual guantidade de vitelo.

4.10. COLORAGOES ESPECIAIS PARA O CORPUSCULO NUCLEAR DE CE-

LULAS TROFICAS

0 grande corpisculc nuclear presente nas cé-
lulas trdficas gue aparecia intensamente corado em vermelho
nas laminas submetidas 4 reagao de Feulgen nos deixou intri-
gados scbre a sua natureza. Mesmoc gque a sua unicidade e fa-
cil delimitagdo morfoldgica pudessem sugerir tratar-se de
nucléolo, sabemos gue este possui grande guantidade de pro-
teina, pouco RNA e raramente DNA (exﬁracromossémico) (MELLO,
1984). Embora as purinas do RNA sejam também removidas pela
hidrdlise acida do método de Feulgen, sabe-se gue apenas as
desoxirriboses se comportam como verdadeiros aldeidos, dando
reagao positiva (MELLO & VIDAL, 1978). Proteinas também naoc
se coram pela reagao de Feulgen (MELLO & VIDAL, 1978). Assim
estavamos diante de um corpisculo contendo DNA, possivelmen-
te cromatinico.

A basofilia nuclear detectada com solugoes

de azul de toluidina a pH 4,0 e 3,4 admite-se gue seja devi-



da a presenga de acidos nucléicos (LISON, 1960). O pré-tra-
tamento com RNAse em algumas laminas mantendo os corpscu-
los intensamente corados pelo azul de toluidina nos reforgou
a indicagao dos mesmos conterem DNA.

Por outro lado o resultado da fluorescéncia-
(verde) apbs coloragao com alaranjado de acridina excluiu
realmente a possibilidade de tratar-se de RNA. Além disso,
estruturas alongadas, exibindo fluorescencia vermelho-alaran
jada guando da coloragao com o alaranjado de acridina, nos
mesmes niicleos, sao altamente sugéstivas de se tratarem de
corpos nucleolares.

A coloragao pelo Giemsa apbs o método da ban
da € (SUMNER, 1972), tornando mais corada a regido desse cor
puasculc nuclear nos levou a concluir tratar-se de um cCorpo
cromatinico, muitc possivelmente heterocromatico.

Essas coloragoes foram testes simples, porém
de alta confiabilidade, que nos deram indicagao da natureza
provavel desses corplisculos das células tr&ficas fazendo
com gue nao fossem erroneamente interpretados como nucléolos,
iniciativa tentadora gquando os observamos nas primeiras pre-
paragoes.

ADAMS & REINECKE (1979) e BEATTIE & CHENEY
(1979) nao se referiram a esta estrutura quando, utilizando
a reagao de Feulgen, trabalharam com Cochliomyia hominivorax
e Lueitlia cuprina, respectivamente.

Esse corplsculo, gque aparece apds a fase III
e & visivel até 3 fase VIII da oogénese de (. putoria mere-
cera no futuro estudos mais aprofundados gue possam nos re-
forgar essa suposigao e provavelmente indicar algo sobre sua
funcao dentro das celulas troficas, e, por conseguinte, da

propria oogénese.
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4.11 SOBRE A PROVENIENCIA DE Chrysomya putoria

O primeiro trabalho que se referiu a proveni
éncia do género Chrysomya que entao havia sido registrado no
Brasil, foi o de GUIMARAES et alii (197%). Nele os autores
mencionam a intensificagao dos intercambios comerciais entre
paises e, consequente aumento de viagens transoceanicas, como
fatos representativos da introdugao de insetos exdgenos nes
continentes. No caso especifico de C.putoria{entaoc referida
como (. chloropygal, a chegada da Africa teria sido possibili
tada pelos refugiados angolanos gue aportavam freguentemente
nesta época (1975/1976) a costa sul do Brasil, com carregamen
tos inclusive de animais domésticos. Assim, segundo a hipOte-
se dos autores, (. putoria teria vindo da costa ocidental a-
fricana, muito possivelmente de Angola.

Esta suposigao tedrica foi reafirmada por A-
ZEREDO -ESPIN & PAVAN(1983) guando, baseados em estudos morfo
ldgicos dos cromossomos da espécie, concluiram tratar-se de (.
chloropyga, com provavel local de origem da Africa oeste,pois
os caridtipos encontrados pelos autores se assemelhariam aos
descritos de material proveniente daguela regiao., No entanto,
os caribtipos africanos comparados referem-se a material da é
frica do Sul e Etiopia (BOYES & SHEWELL, 1975; ULLERICH, 1976)
localizados respectivamente, no sul da Africa e na Africa ori
ental, o gue a nosso ver em nada corrobora a hipdtese de ori
"gem a partir da Africa ocidental.

Baseando-nos no estudo que realizamos sobre
o desenvolvimento ovariano da espécie no Brasil, aliado ao
gue se sabe sobre o assunto na espécie africana, fazemos uma

outra suposi¢aoc a respeito da regiao de origem de C. putoria.
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0 padrao de desenvolvimento ovarianc apre-
sentado por C. putoria, e discutido no presente trabalho,pro
vocou grande surpresa ao Dr. B. R. LAURENCE, quando aqui es
teve, por ser muito semelhante ac que ele encontrava para
uma linhagem dessa espécie proveniente da Tanzania (Africa
oriental). Alem dessa linhagem ele mantém uma outra, prove
niente da Africa ocidental (Liberia), que apresenta desen-
volvimento ovariano diferente do encontrado por ele para a
linhagem da Tanzania, e por mim, para a do Brasil. As duas
linhagens africanas ndo produzem cruzamento fertil. A 1i-
nhagem do Brasil, no entanto, quando cruzada com a linhagem
da Tanzania produziu F1 fértil, e, na ocasiao da redacdo des
se trabalho encontrava-se em F2 (comunicagac por carta do Dn
B. R. LAURENCE).

Primeiramente podemos supor que na Africa o
desenvolvimento ovariano dessa espécie apresente uma distri
buicao clinal ao longo do continente, no sentido leste-oes-
te, e que as duas linhagens sejam os extremos desse cline,
nao intercruziveis. Considerando-se também que o potencial
genético da espécie poderia ter-se mantido integro em qual-
quer desses pontos, podemos pensar, (ainda a favor da hipo-
tese de origem a partir da Efrica Ocidental), que as condl
cdes ambientais no Brasil tenham favorecido um padrdo de de
senvolvimento ovariano semelhante ac apresentado pela espé-
cie na costa oriental africana, muito embora fossem prove -
nientes do extremo oposto do suposto cline. Por outro lado
nao podemos deixar de considerar a hipOtese mais fundamenta
da pelos fatos disponiveis: a de que (. putordia existente
rno Brasil tenha vindo da regiao oriental da Africa.

Ate o momento algumas das informacgdes neces

sarias a elaboracdo de uma hipotese profundamente alicerga-
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da n3o estao disponiveis, e, com as que dispdmos, podemos
afirmar, baseando-nos no padrao de desenvolvimento ovariano,
que C. putoria existente no Brasil & semelhante a da Tanza-
nia (Africa oriental) e que as duas sao intercruzaveis. A-
creditamos que este assunto devera se expandir nos proximos
anos adquirindo novos contornos e proporcionando maiores es
clarecimentos para este inicio de polemica. Mesmo que a o-
rigem a partir da Africa oriental seja futuramente contesta
da, julgamos de grande relevancia o fato de que a compara-
cao de um padrao de desenvolvimento, baseado em asnectos mor
foldbgicos do ovario, forneceu fortes indicios da semelhanga
entre duas linhagens, que experimentos classicos de cruza-
mente (macho x fémea e fema x macho) vieram somente confir-
mar.

Reafirmamos, entdo, a importancia de estu-
dos basicos da biologia das espécies, que acreditamos cola-
borar, inclusive, para esclarecimentos sobre locais de ori-

gem e rotas de disversaoc das mesmas.
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V. CONCLUSQJES

Chnysomya putondia apresenta uma media de 76 (+ 11,8) fo
liculos por ovario. Os ovarios sdo do tipo meroistico
politrofico, contando com 15 células troficas emcada fo

1iculo,

A 22¢ + 2° C e 56% UR, com dieta proteica adequada
Chaysomya putoria completa seu primeiro ciclo ovariano
em 8 dias, no maximo, processo rapido, como nos demais

insetos com ovarios meroisticos.

Dentro da populacao amostrada existem variacoes no tem-
po gasto pelas fémeas para iniciar a vitelogénese  nos

foliculos.,

0 desenvolvimento dos foliculos e sincronico e a depo-
sicao dos ovos € realizada em massa, o que poderia es-

tar relacionado ao habito gregario das larvas.

C. putoria € anautogena ja que em auséncia de dieta pro
teica nac ha vitelogénese nos seus foliculos ovarianos.
A estrutura das populagdes naturais podera sofrer alte-

ragbes se ocorrer este tipo de deficiencia nutricional.

O potencial reprodutivo da especie & mantido mesmo apés
um periode longo sem dieta adequada, o que torna possi-
vel o recrudescimento da populacao quando da volta a

condicdes favoraveis de alimentacao.
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(. putoria demonstrou desenvolvimento completo da segun
da camada de foliculos mesmo sem ter ocorrido a oviposi
cao dos primeiros. A possibilidade de multiplicar o nu
mero de foliculos maduros deve ser devidamente conside-

rada em estudos da dinamica populacional desta espeécie.

Se a ploidia dos nlicleos das celulas troficas  acompa-
nhar o aumento de volume dos mesmos, entaoc, no momento
de maior tamanho dos nicleos, ela seria 13 vezes maior
gue a ploidia existente nestes na fase I de desenvolvi-

mento.

Os niicleos das celulas troficas dos foliculos ovarianos
de C putoria apresentam, a partir da fase III, corpus-
culo de DNA bastante evidente atée i fase VIII de desen-

volvimento ovariano.

Através do conhecimento do desenvolvimento ovariano
de uma fémea nulipara pode-se determinar a idade crono-

logica minima da mesma.

A subdivisao do desenvolvimento ovariano em 10 fases a-
dotada neste trabalho, mostrou-se muito detalhada para
a finalidade de datacdo. No entanto, & de grande utili
dade quando se estudam particularidades dos fenomenos
do desenvolvimento, sendo que em estudos futuros com es
te enfoque deveria mesmo ser subdividida, principalmen-
te no que se refere a fase II, onde ocorrem diferentes

condicoes estruturais da Cromatina.

C. putoria existente no local desta pesquisa apresenta

padrdc de desenvolvimento ovarianc bastante semelhante
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VI. RESUMO

Neste estudo foram investigados alpguns as-
pectos basicos da biologia reprodutiva de (. puforia mosca
varejeira, da familia Calliphoridae, de introdugdao recente
no Brasil.

As moscas foram mantidas em gaiclas de cria
cao sob dieta padrido composta por figado bovino cru (3 ho-
ras/dia) e agua a vontade.

Constatou-se que SAo necessarios, no minimog,
6 dias para que as fémeas tenham seus foliculos ovarianos
totalmente desenvolvidos, o que ocorre de maneira sincroni-
ca. Este desenvolvimento e possivel quando a femea recebe
dieta proteica adequada, pois do contrario nao se inicia a
deposicdo de vitelo nos foliIculos. Portanto, sob dieta coms
tituida por aglcar e agua, C. pufcxria manifestou-se como a-
nautogena. Porém, mesmo apos um periodo prolongado sob die
ta aproteica, (. putoaia mmrnteve seu potencial reprodutivo,
pois desenvolveu normalmente os foliculos quando passou a
ter acesso ao figado.

Esta espécie foi capaz de desenvolver os fo
liculos da segunda camada mesmo quando os primeiros nao ti-
nham ainda sido ovipostos, multiplicando dessa forma o nu-
mero de oveos a ser deixados numa postura.

Os fatos acima mencionados podem ter uma am
pla repercussio nas populagbes naturais, pois se al também
ocorrerem, sabemos que: em auséncia de matéria organica pro
teica, as femeas nao desenvolvem ovos, mas que quando o ali
mento volta a existir, o processo € retomado e, consequente
mente, novos individuos surgirfo; além disto, em ausencia

de condigoes ideais para oviposigdo, o estoque dos folicu-



S0

los madures ir3 sendo multiplicado.

Os ovarios sao do tipo meroistico politrdfi
co contando em média com 76 feliculos por ovario. Existem
15 celulas troficas por foliculo e o nicleo destas pode a-
presentar uma ploidia final de até 13 vezes a inicial, esti
mativa feita a partir das areas das projecoes dos nicleos &
tidas de montagem total com coloracao de Feulgen. No ini-
cio do processo de multiplicagao desse material nuclear sao
visiveis cromossomos politenicos tipicos. Esses nicleos a-
presentam um corpusculo de DNA bastante evidente o qual naoc
encontramos descrito para outras espécies da familia.

C. putoria apresenta desenvolvimento ovaria
no bastante semelhante ao que ocorre para a espécie na Tan-
zania (Africa oriental) e com ela produz descendentes fér-
teis. Este fato nos fez pensar na hipotese de sua origem
a partir da Africa oriental e nio da ocidental como anteri-
ormente suposto.

Julgamos que com ¢ presente estudo serao o-
ferecidos subsidios para bem fundamentar futuros programas

de controle dessa especie-praga.
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VII. ABSTRACT

This study was carried out to investigate some
basic aspects concerning the reproductive biology of a
blowfly, Chrysomya putoriag (Calliphoridae) which has
recently been introduced in Brazil.

Adult flies were kept in cages and were fed
on fresh cattle liver during 3 hours a day and water "ad
libitum”.

Results showed that females presented a
synchronic development of ovarian follicles, a process
which tock 6 days at least to be completed.

No yolk deposition in the follicles was started

out unless a proper protein diet has been supplied.
Therefore, (. putcria was an anautcgenous species when
fed only with sugar and water. However €. putoria

maintained its reproductive potential presenting normal
follicle growth when liver was available even after a
long time under an aproteic diet.

The concerned species was able to develop the
second batch of eggs when the first one had not been laid
vet. Thus, the amount of eggs of a certain oviposition
could be multiplied.

Great changes in populations structure can be
expected if the facts above also cccur in the field since
females do not complete oogenesis without proteic matter,

but when it is present again in the field, eggs can be

produced and, consequently, new flies will be risen. 1In
addition, when ideal conditions for egg laying do not
occur, there will be mature follicle batches

multiplication.
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In this species, ovaries are classified as
meroistic polytrophic, each one presenting 76 follicles
in average. There are 15 nurse cells in a follicle and

their nucleous may present a final ploidy 13 times greater
than the initial one, whiqh was estimated in view of the
nucleous areas projections obtained in Feulgen-stained
whole mounts. Typical polytenic chromosomes can be seen
at the begining of this nuclear material multiplication.
Those nuclei present a very remarkable DNA body which we
did not find described for other Calliphoridae species.
C. putoria ovarian development pattern is very
similar te that of Tanzania (Eastern Africa) species.When
these two species are crossed, fertile progeny is
produced. This leads to the hypothesis of its origin from
the Eastern Africa instead of the Western one as

.

previously described.
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