Métodos de determinar a idade fisiologica
em Diptera de importancia médica. Uma revisao
com especial referéncia aos vetores de doengas na América do Sul.

Os métodos de determinar a idade fisiolégica em
Diptera hematéfagos de importancia médica, que mos-
tram concordéncia gonotrofica, sdo revisados. Na pri-
meira parte, sdo delineadas as mudangas que ocorrem
ne inseto, apés o repasto sangiiineo e discutida a base
tedrica para determinacdo da idade fisiolégica. Na se-
gundo parte, sdo dados os métodos aplicaveis a Culi-
cidae, Simuliidae, Phlebotomidae, Ceratopogonidae e
Tabanidae. Amplo uso de material fotografico & adota-
do, dando proveitoso auxilio na interpretacdo da disse-
cecdo do ovério.

A determinacdo da idade fisiolégica em
Diptera hematdfagos é de interesse tanto pra-
tico como tedrico. A importancia pratica esta
no fato de que, em geral, somente insetos ve-
lhos sao vetores de doencas e um conhecimen-
to da idade da populagdo permite que a impor-
tancia epidemiologica seja taxada. Possibilita
também determinar as causas da mudanca na
composicao adulta.

O conhecimento da idade fisiolégica numa
populacédo adulta de inseto fornece informa-
coes sobre a taxa de sobrevivéncia diaria, a
qual biologistas tedricos usam para formular
e testar modelos de dinamica populacionais e
problemas afins (Macdonald, 1957; Garrett-
Jones & Shidrawi, 1969) .

Mudangas no comportamento e na distri-
buicdo devidos a idade podem ser importantes
epidemiologicamente. Essas mudancas somen-
te podem ser detectaaas se a estrutura dea ida-
de fisiolégica da populacdo for determinada.
Diferencas entre fémeas jovens e velhas que
chegam para picar podem resultar em ciclos
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bifasicos, nos quais as mudangas dos seres
infectados variam. (Chariwood & Wilkes,
1979; Ducke, 1968a) . Insetos com idades dife-
rentes podem apresentar varias distribuigoes.
Por exemplo, em algumas espécies de mosqui-
tos, os mais velhos tendem a voar mais alto e
dispersar mais do que os jovens (Snow &
Wilkes, 1977).

A compreensédo das mudancas numa popu-
lacao de insetos é particularmente importante
em dreas que apresentam uma incidéncia sa-
zonal de moléstias acentuada como a maléria
no Amazonas, Brasil. A estrutura dindmica da
populacdo de insetos pode ser o fato mais im-
portante envolvido na dispersdao e incidéncia
desta moléstia em tais 4reas, epidemiologica-
mente instaveis.

Antigamente, quando a determinagdo da
idade dependia de métodos primitivos (Perry,
1912), os dados obtidos ndao eram precisos., A
possibilidade de determinar-se, com precisao
a idade fisiolégica de muitos dipteros hematé-
fagos significa que podem ser obtidos dados
sobre a biologia, ecologia e imporiancia epi-
demiolégica das populagoes.

As mudangas que ocorrem no sistema re-
produtivo feminino ja foram estabelecidas por
entomologistas trabalhando na Rissia (ver De-
tinova, 1962). Essas mudangas fisiologicas
associadas com o desenvolvimento do ovo
fornece a base para a determinagdo da idade
fisiologica, incluindo aquelas que sao repetidas
durante o desenvolvimento de cada lote de
ovos e que consistem em alteracdes irreversi-
veis nos Orgdos reprodutivos.
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Revisoes e descricoes de técnicas de de-
terminar a idade fisiolégica ja foram realizadas
por Detinova (1962), Gillies (1958), Forattini,
(1962) e Service (1976), entre outras.

Mosquitos e outros Orthorrapha séo carac-
terizados por concordancia gonotréfica; isso
significa que a cada repasto sangiiineo comple-
to, um lote de ovos se desenvolvera. O nimero
de ciclos gonotréficos realizados pela fémea
representa sua idade fisioldgica.

O sistema reprodutivo das fémeas de mos-
quitos consiste de dois ovarios e ductos asso-
ciados, localizados entre o 4.° e 5.° segmentos
abdominais (Fig. 1). Durante a maturacédo dos
ovos, ha o crescimento dos mesmos, ocupando
toda a cavidade abdominal do 1.° a0 7.° seg-
mentos. Cada ovéario esta envolto por uma
membrana externa que termina proximalmente
no processo terminal. Os ovidutos laterais,
dos quais saem os ovariolos radialmente,
conectam-se para formar o oviduto comum.
Abrindo-se no oviduto comum, estao as glandu-
las acessodrias e as espermatecas (Fig. 1) que
sao usadas para armazenamento de esperma.

O numero de ovariolos ndo sdo constantes
e variam de 50 a 100 por ovario. Cada ovariolo
consiste em um germario, do qual brotam os

Ligamento suspenso

Bainha do ovariolo /
Calice
Foliculos

Oviduto lateral

Ampola

Oviduto comum
Espermateca

Gldndula acessoria

sucessivos foliculos de uma bainha do ovario-
lo, bem junto a tdnica, e duma parede do tubo
folicular. A bainha do ovériolo contém nicleos
esparsos e finas faixas musculares. Depois do_
desenvolvimento normal do foliculo, ela forma
uma larga conexdo ao redor do pedicelo do
tubo folicular e continua até ao calice. Em fé-
meas gonoativas, dois foliculos sao normal-
mente visiveis. Um, bem aderente ao germa-
rio, enquanto o outro se localiza mais préximo
ao oviduto lateral. Este Ultimo desenvolve-se
depois de um repasto sangliineo (Fig. 2).

Em fémeas recém-emergidas, somente um
foliculo indiferenciado é visivel, mas, depois
de um certo tempo, usando reservas trazidas
do estagio larval ou recursos de uma alimenta-
¢ao de carboidrato, um segundo foliculo come-
ca a desenvolver-se e torna-se visivel.

Os ovérios sdo do tipo meroistico politré-
fico, onde os trofécitos suprem o coécito com
RNA e orgénulos através de canaliculos inter-
celulares, durante a maior parte de seu desen-
volvimento. Observagoes minuciosas da ovo-
génese em microscopio eletronico foram feitas
em muitas espécies de mosquitos (Roth, 1966;
Fiil, 1974, 1976; Fiil & Moens, 1973) . Isso tem
confirmado, em grande parte, as observagoes
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Fig. 1 — A. Diagrama mostrando a estrutura do aparelho reprodutor de uma fémea de mosquito; B. Estrutura de
um foliculo,
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Fig. 2 — Corte longitudinal do ovario de uma fémea nulipara mostrando a estrutura do ovariolo.

de Nicholson (1921), demonstrando que nos
primeiros estaddios de desenvolvimento do fo-
liculo, oito células sao visiveis (sete trofocitos
e um od6cito). O desenvolvimento do foliculo
esta associado com um actmulo de vitelo ao
redor do oécito, que em seu gradual desenvol-
vimento, empurram os trofécitos para sua ex-
tremidade proximal. Nos ultimos estadios, o
foliculo aumenta de tamanho e o od6cito, cheic
de vitelo, torna-se gradualmente maior e opaco.
O foliculo permanece transparente somente
onde se localizam os trofécitos, e no final do
desenvolvimento, os trofécitos ficam fora do
cérion.

Christophers (1911) . classificou o desen-
volvimento em cinco estéddios, os quais, com
pequenas modificagoes feitas por Mer (1936)
séo ainda universalmente usados.

Os estadios sao mostrados na fig. 3 e clas-

sificados de acordo com as seguintes caracte-
risticas :

| — O foliculo tem forma arredondada e
nao existe granulos de vitelo. O
odcito nao é distinguivel dos troféci-
tos, que aparecem, sob grande au-
mento (40x), em microscépio de
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dissecacao, como corpos arredonda-
dos translicidos. Este estadio esta
associado com as fémeas recém-
emergidas.

O foliculo apresenta forma oval com
granulos de vitelo ao redor do oéci-
to, que podem posteriormente ocu-
par metade do foliculo. O odcito nao
estd oculto. Este estéadio foi dividido
por Macan (1950) como se segue :

Il — cedo: quando o vitelo é visivel
somente sob grande aumento
no microscopio de dissecagédo
(40x) .

Il — médio: quando o vitelo é facil-
mente visivel sob baixo aumen-
to (10x).

Il — avancado: quando o vitelo é
facilmente visivel sob o mais
baixo aumento (ndo mais que
(10x) .

Il — O vitelo ocupa mais da metade do

foliculo, ainda oval. O nicleo no
odcito esta oculto.
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Fig. 3 — Diagrama mostrando a aparéncia de um foli-
culo nos diferentes estadios de Christophers em Ano-
pheles sp.

IV — O foliculo torna-se maior e os trofo-
citos ocupam somente a sua parte
superior. O o6cito, cheio de vitelo.
esta bem desenvolvido e ocupa mais
de 9/10 do foliculo.

V — O corion cobre todo o évulo. Os res-
tos dos trofécitos sdo encontrados
na extremidade proximal do foliculo.
Em anofelinos, forma-se o flutuador,
e o 6vulo acha-se pronto para ser fe-
cundado e ovipositado.

A ovogénese, pode ser dividida em trés
fases distintas: a primeira é marcada pelo sur-
gimento do foliculo do germério. Durante esta
fase, um grupo de duas, quatro e oito células
aparece na porc¢ao inferior do germario. Simul-
taneamente o epitélio comeca a envolver o fo-
liculo recém-formado. Quando completado,
ele se separa do germario. Na emergéncia,
cada ovariolo consiste normalmente em um
foliculo, acima do qual estd situado o germa-
ric. Durante cada ciclo gonotréfico, um novo
foliculo se forma no germario.
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Na segunda fase o vitelo aparece ao redor
do nicieo do odcito. Este desenvolvimento
utiliza nutrientes acumulados na fase larval ou
carboidrato de fontes tais como néctar de flo-
res, ou a primeira alimentagdo de sangue.
Quando este primeiro foliculo estd na segunda
fase da ovogénese, um outro jé se separou do
germario. Sob condi¢cées normais, o desenvol-
vimento, além desta segunda fase, quando o
foliculo estd em estadio Il, ndo se processard
sem que a fémea obtenha um repasto sangii-
neo. Em alguns casos, particularmente em cli-
mas temperados, as fémeas de mosquitos nao
necessitam obter uma refeicao de sangue an-
tes de desenvolver seu primeiro lote de ovos.
Tais fémeas sdao denominadas autégenas, com-
paradas com aquelas que necessitam de san-
gue para desenvolver os ovos, que sdo cha-
madas anautogenas. Depois da primeira ovipo-
sicdo, as fémeas autégenas normalmente
necessitam de sangue para subseqlientes de-
senvolvimentos dos ovos (Clements, 1963).

Autogenia pode ser inferida se:

a) o numero de fémeas nuliparas (sem
ovipositar) capturadas for muito peque-
no ou,

b) se fémeas gravidas ou subgravidas fo-
rem capturadas e nao mostrarem ne-
nhuma evidéncia de ter obtido uma
prévia alimentacéo de sangue.

Na terceira fase, apds a obtencédo de san-
gue, os ovos desenvolvem-se até a maturidade
(Estadio Ill a V). Quando o ovo estd pronto
para ser colocado, um terceiro foliculo sai do
germario, e o segundo entra na segunda fase
de desenvolvimento. Assim, numa fémea gra-
vida, é possivel verem-se todas as trés fases
da ovogénese simultaneamente (Fig. 4).

Apds a oviposicdo, a intima, ao redor do
ovo, e o pedicelo terminal, ficam grandemente
estendidos na forma de um saco de parede fina,
dentro do qual permanecem os restos dos tro-
focitos e do epitélio folicular. Algum tempo
depois da oviposicao, este saco comeca a con-
trair-se lentamente. Posteriormente, este pro-
cesso se acelera, e normalmente, 24 horas
depois da oviposicdo, ele se completa, (depen-
dendo da temperatura e espécie).

Charlwood et al.
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Fig. 4 — As trés fases da ovogénese num ovariolo de
uma témea nulipara de Anopheles sp.

Inicialmente, o saco todo se contrai, e 0
pedicelo terminal separa-se. Seguindo-se a
isto, a intima se contrai, deixando apenas uma
pequena dilatacdo no lugar onde o primeiro

odcito se desenvolveu abaixo do proximo foli-
culo que ira desenvolver-se. O grau de contra-
cdo foi usado por Corbet (1964), Samarawic-
kema (1967), Charlwood & Wilkes (1979) e
Wilkes & Charlwood (1979) para estimar ©
tempo entre oviposicédc e alimentacdo em va-
rias espécies de mosquitos.

O processo de formacao e retracdo do saco
é repetido no segundo ciclo. Durante a contra-
cao do saco seguinte, que acompanha subse-
qiente oviposicao, a dilatagdo formada depois
da primeira oviposicao se separa. Apos esta,
uma segunda é formada, onde o segundo foli-
culo se desenvolveu. Assim, depois de duas
oviposicoes, permanecem duas dilatacoes (Fig.
5) . Subseqlientes ciclos gonotroficos levam a
formacdo de mais dilatacoes, sendo a dilatacao
mais perto do foliculo em desenvolvimento, a
mais recente. Esta dilatagdo é sempre maior
que as anteriores, e contém mais inclusoes.
Quando o proximo 6vulo se desenvolve e pas-
sa pelo pedicelo, as inclusdes sao carregadas
fora e novos pigmentos sao depositados. As-
sim, depois de cada ciclo gonotréfico, o com-
primento do pedicelo aumenta pouco menos
que a disténcia entre o germario e o foliculo
em desenvolvimento.

Durante qualquer ciclo gonotréfico, ocorre
a ovogénese incompleta ou abortiva em alguns
ovariolos. Isso comega simultaneamente com
a ovogénese normal e termina com a degene-

Germario
Foliculo indiferenciado

Foliculo em
desenvolvimento

Dilatagdo derivada
do 22 |ote de ovos

Dilatagao do 2 lote

de ovos

Fig. 5 — Mudancas na anatomia dos ovariolos de mosquitos apés ovulactes sucessivas
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racédo do foliculo em algum estadio intermedié-
rio do desenvolvimento. A degeneracédo pode
ocorrer em qualquer estadio e o tamanho de
acordo com o estadio, no qual o desenvolvimen-
to se procedeu. Esta consiste na decomposicédo
de granulos do protoplasma do odcito, troféci-
tos e epitélio folicular, e, por fim, no vitelo
acumulado. Ela ocorre, mais freqiientemente,
nos primeiros estadios de desenvolvimento, e
como resultado da decomposicdo do epitélio
folicular, o foliculo degenerado toma um for-
mato irregular (Fig. 6).

Se a degeneracd@o ocorrer nos ultimos es-
tadios, a presenca do material degenerado tor-
nara improvavel a maturidade do préximo foli-
culo. Consegiientemente, os ciclos subseqiien-
tes terminardo em degeneracdes (Fig. 7). Se
o nimero de od6citos degenerados em cada
ciclo for constante, o nimero de degeneracoes
aumentara com a idade. Assim, fémeas velhas
sao facilmente reconhecidas, porque seus ové-
rios sdo freglientemente bem pigmentados.
dadas as degeneracoes.

Usualmente, também ha ovariolos que se
desligam do germario em cada ciclo gonotrofi-
co, mas nao iniciam qualquer desenvolvimento.
Esses ovariolos sdo denominados “andes” (de
inglés “dwarf”), e parecem com as centas de
um rosario. A cada ciclo gonotréfico abortivo,
aumenta o comprimento por uma pequena dila-
tacdao. Os ovariolos “andes” sdo importantes
quando se esta determinando a idade do inseto.

0 cicLO GONOTROFICO

O ciclo gonotréfico tem sido definido como
um processo fisiolégico que consiste na diges-
tdo do sangue e no desenvolvimento dos ova-
rios (WHO, 1975). Contudo, em uso mais
comum, o termo cobre o espago desde um
repasto sangliineo até o préximo, incluindo o
tempo entre a oviposicdo e a procura do hos-
pedeiro. Ainda outro termo denominado “ciclo
de oviposicao" é usado, e inclui todos os pro-
cessOs entre um repasto sangliineo e o outro.
Consideramos aceito o de uso mais comum.

Nos insetos que mostram concordéancia
gonotréfica, o ciclo gonotréfico (de repastn

sanglineo a repasto sangliineo) pode ser divi-
dido em trés partes :

316 —

Fig. 6 — Determinacdo da idade fisiologica em mos-
quito através de ovariolos com foliculos degenerando-se:
A — Degeneragao equivalente a um foliculo em esta-
dio IV; B — Degeneracdo equivalente a ultima dilata-
¢do; C — Degenerac@o equivalente ao estadio de saco.
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Germadrio

82 Foliculo

62 Foliculo em degeneragdo

52 Foliculo degenerado

42 Foliculo degenerado

Dilatagdes
deixadas pelos trés
Ciclos Previos

Pedicelo terminal

Fig. 7 — Diagrama mostrando a aparéncia de um ova-
riolo hexaoniparo, com degeneracbes apds o terceiro
ciclo gonotréfico.

| — Procura de um hospedeiro e obtengéo
de sangue;

Il — Digestao do sangue e maturacédo dos
ovos;

Il — Localizagdo de um ponto adequado
para a oviposigao.

A duracao de cada ciclo gonotréfico depen-
de de vérios fatores fisiolégicos e ambientais.
O processo de desenvolvimento do ovo, sendo
dependente da temperatura, pode variar gran-
demente em climas temperados, onde as mu-
dancas de temperatura s@o mais acentuadas
que em regides tropicais. Onde a temperatura
€ mais estavel, a digestdo do sangue e o de-
senvolvimento dos ovos tendem a processar-se
num ritmo uniforme.

Na maioria das espécies, o tempo para
desenvolver os ovos e o estadio de desenvol-
vimento podem ser determinados, observando
se a aparéncia externa do abdomen aa fémea.
Sella (1920) sugeriu que o processo de diges-
tdao de sangue pode ser dividido em sete esta-
dios, e segundo a sugestdo de Christophers
(1911) para o desenvolvimento do ovo, estes

Métodos. . .

estadios sdo ainda utilizados atualmente. Estes
sao mostrados na fig. 8 e caracterizados como
se segue :

| — Estomago sem sangue. QOvario nao
desenvolvido;

II — Fémea com sangue fresco. O esto-
mago cheio de sangue bem averme-
lhado. Os dois altimos esternitos e
os trés ultimos tergitos nao apresen-
tam sangue. Inicia-se o desenvolvi-
mento dos ovérios;

Il — O sangue ainda retém sua coloracao
avermelhada. 2-2,5 esternitos e 4-5
tergitos estao livres de sangue. Os
foliculos neste estaddio sdo encontra-
dos no estéddio Il avancado de Chris-
tophers;

Recém alimentadq
0-6hs

Pos-alimentada

Cc
Meia gravida
24 hs
D
Sub-grdvida
E
Gravida
48 hs

Fig. 8 — Aparéncia externa do abdomen de féma de
mosquito mostrando os diferentes estadios de desen-
volvimento dos ovos.

— 317



IV — O sangue no estdmago toma cor pre-
ta. Os ultimos 2,5-3 esternitos e 5-6
tergitos estdo livres dele. O foliculo
encontra-se em estéadio IlI;

V — O sangue se mantém preto. Os dlti-
mos 2,5-3,5 esternitos e 6,5 tergitos
estdo livres dele, Os foliculos nesta
fase ja alcancaram pelo menos o es-
tadio IV;

VI — O sangue ainda se mantém preto e
somente visivel do lado ventral;

VIl — O estémago apresenta-se livre de
sangue. O abddmen estd totalmente
tomado pelos 6vulos maduros no es-
tadio V.

Outros fatores podem influenciar a duracgédo
do ciclo gonotréfico. O mosquito pode ter um
periodo, ndo obrigatério, de descanso antes de
voltar a alimentar-se. Isso aumenta a duracac
do ciclo gonotréfico e influéncia a importancia
epidemioldgica da fémea. A distancia do local
da oviposicao até o hospedeiro, e a relativa
facilidade com que o local de oviposicdo e os
subseqiientes hospedeiros possam ser encon-
trados, também atingirdao o tempo entre as ali-
mentacoes. Se trés espécies se alimentam
sobre o homem e retornam ao mesmo lugar
para o proximo repasto e, supondo que ocorra
um ritmo uniforme de desenvolvimento do ovo,
o tempo de retorno dependera da localizagao
do lugar da oviposicdo. No exemplo (Fig. 9),
o Culex sp alimentar-se-d4 quase imediatamente
ap6s a oviposicdo, porque este local esta si-
tuado préximo ao hospedeiro. O Aedes sp tera
que fazer uma jornada maior para encontrar
um local adequado para oviposigao, enquanto
que o Anopheles sp teré que voar, pelo menos,
um quildmetro antes de colocar os ovos. Es-
ses v00s compreenderdo, certamente, a viagem
de retorno.

E possivel dar uma estimativa do tempo
gasto depois que a fémea ovipositou, através
da observacdo do estadio do saco pedicelar
deixado pela passagem do ovo. A fig. 10 mos-
tra a contracao progressiva do pedicelo folicu-
lar, através do qual passou um ovo. O grau de
contracao indica se a alimentagdo se seguiu,
ou ndo, logo apo6s a oviposicao,
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Fig. 9 — Diagrama mostrando os criadouros (locais

de oviposicoes) relativo ao hospedeiro e a influéncia

deste fator sobre o ciclo gonotréfico: A — Culex sp;
B — Aedes sp; C — Anopheles sp.

Os estadios de saco: A, B, C, D, apresen-
tam as seguintes caracteristicas:

A — A porgao terminal do ovariolo parece
com um longo saco elastico, através
do qual um ovo passou recente
mente;

B — Sinais de contragé@o aparecem na por-
cao terminal do pedicelo, e o grau
de elasticidade se reduz considera-
velmente;

C — A porcéo terminal do pedicelo ja esta
sensivelmente contraida;

D — A dilatacao estéd reduzida ao tamanho
normal.

Sob condigdes tropicais, os mosquitos
apresentam saco em estadio ‘B’ dez a quatorze
horas depois da oviposi¢@o, e o processo de
contracdo até ‘D’ demora aproximadamente
vinte e quatro horas.

Charlwood et al.



A B C D

Fig. 10 — Diferentes stddios de contragdo do saco
pedicelar.

Como é um processo continuo, ha certas
areas indeterminadas entre um estéadio e outro.
Ha também uma certa irregularidade na velo-
cidade de contragdo do saco. Todavia, é certo
que fémeas com sacos totalmente distendidos,
tenham ovipositado ha poucas horas, enquanto
aquelas com dilatagdes ja totalmente contrai-
das, tenham ovipositado, pelo menos, vinte e
quatro horas antes.

Samarawickema (1967) registrou que 80%
dos Culex quinquefasciatus (= fatigans) dis-
secados em Sri Lanka retornavam a alimentar-
se dentro de poucas horas depois da oviposi-
¢ao, enquanto Charlwood (1979) verificou que
a maioria dos individuos dessa espécie captu-
rada, quando se alimentava em Manaus, tinha
descansado depois da oviposigdo. Assim, face
ao aumento na duracédo do ciclo gonotréfico (4
dias em lugar de 3), uma fémea tripara em
Manaus pode ter quase tanta importéncia epi-
demiolégica, quanto uma fémea quadripara em
Sri Lanka.

As mudancgas fisiolégicas que se proces-
sam na fémea durante o ciclo gonotréfico tem
um profundo efeito no seu comportamento e.
conseqlientemente, na sua viabilidade de ser
capturada por métodos diferentes. Os habitos
de movimento e descanso de uma fémea po-
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dem ser marcados por mudancas durante a
digestdao do sangue e o desenvolvimento dos
ovos. Estes podem tornar-se bem evidentes
antes da fase final do desenvolvimento ova-
riano, conduzindo & oviposicdo. O padrido pode
variar entre espécies, e uma determinada fase
pode ser mais representada por um método de
captura e menos representada por outra. A
viabilidade das diferentes fases no ciclo ainda
pode ser atingida por mudancas na duracio do
ciclo, como as induzidas por mudangas sazo-
nais e climaticas.

Uma completa refeigdo de sangue, na qual
a fémea obtém, pelo menos, seu proprio peso
de sangue, é normalmente suficiente para a
maturagéo dos ovarios.

Em certas situagdes, na Africa, duas ali-
mentagOes s@o necessarias para o desenvolvi-
mento do primeiro lote de ovos. As fémeas
desses mosquitos com estas caracteristicas,
depois do primeiro repasto, sdo referidas como
“pré-gravidas” (Gillies, 1954). A existéncia
de parte da populagdo que requer dois repasto
antes de colocar o primeiro lote de ovos, pode
ser determinada se fémeas nuliparas forem
capturadas, com foliculos desenvolvidos além
do estadio II.

Charlwood & Wilkes (1979) encontraram
aproximadamente 10% das fémeas nuliparas
de A. darlingi, capturadas quando sugavam
sangue, em Aripuand (Abril, 1978) com foli-
culos em estadio Ill, indicando que as fémeas
ja haviam obtido sangue previamente.

METODOS DE DETERMINAR A IDADE FISIOLOGICA
DE CULICIDAE

Os seguintes métodos podem ser usados
para determinar a idade fisiolégica de mosqui-
tos. Até certo grau, o método a ser usado de-
pende da natureza dos resultados requeridos,
do tipo e tamanho da amostra a ser examinada.

a) Presenga de ovos retidos

Ocasionalmente a fémea nao coloca todos
os ovos desenvolvidos durante um determinado
ciclo gonotréfico, mesmo que estes tenham
atingido a maturidade, de tal sorte que, a pre-
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senga de um ou poucos ovos maduros no ova-
rio, indica que a fémea ja ovipositou e é oni-
para. No entanto, somente pequena porcéo da
poputlacdo mostra uma retencdo de ovos. Esta
caracteristica, portanto, ndo d4 um indice apu-
rado da oniparidade numa populacdo (Hitch-
cock, 1968 a) .

b) Presenca de &dcaros fixados as fémeas

Gillett (1957) propds que a presenca de
acaros parasitecs sobre a fémea de mosquitos
pode indicar nuliparidade, dado o ciclo de vida
dos acaros; muitos acaros se fixam ao mosqui-
to quando este eclode e se soltam por ocasiédo
da primeira oviposicdo (Lanciani, 1979) . Mul-
len (1974) fornece informacoes sobre todos os
registros conhecidos de mosquitos parasitados
por acaros. Ele (Mullen, 1975) da uma chave
das ninfas (familia e género) parasitas de
mosquitos. Jalil & Mitchell (1972) também
descrevem em minlcias as principais diferen-
cas entre os dois tipos de acaros mais comuns,
0s aquaticos e os nao aquaticos. Com acima
de 20.000 observacbes sobre mais de dez es-
pécies de mosquitos, Corbet (1960, 1962) con-
cluiu que os dcaros sdo indicadores de nulipa-
ridade, quando estao vivos. O mesmo (Corbet,
1970) disse que somente certos géneros (ti-
pos pionideos) podem ser usados para esta
determinacao, fato este que Graham (1969)
negligenciou quando disse que a técnica nao
era segura. Morris & DeFoliart (1970) tam-
bém registraram que a técnica era insegura,
enquanto Jalil & Mitchell (1972) opinaram que
os acaros, tipo pionideos, género Arrenus, po-
dem ser usados. Num estudo completo sobre
acaros parasitos de mosquitos no Paquistao,
Reisen & Mullen (1978) concluiram que os
acaros, particularmente Arrenus madruzi, nao
fornecem indice da oniparidade do hospedeiro

Nao obstante, sendo a técnica segura, ou
ndo, sua utilidade é duvidosa, pois o indice de
parasitismo é freqlentemente muito baixo.

No Brasil, Charlwood & Wilkes (1979) re-
gistraram 16 acaros de 775 A. darlingi exami-
nados e 10 entre 1.127 A. triannulatus, dando
uma taxa de 2,0% e 0,9% respectivamente.
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Os acaros sdo encontrados em outros gru-
pos de Diptera, tais como, Culicoides sp, Sto-
moxys sp e Tabanidae. Pouco é conhecida a
vaiidade em usar-se os &caros para indicar a
taxa de nuliparidade nestes grupos, porque a
baixa taxa de infestacao limita seu uso.

¢) Tamanho da ampola

Mer (1932) foi o primeiro a descrever um
método de determinar a idade das fémeas de
mosquitos, medindo as dimensdes da ampola
dos ovarios. Ele descobriu que o tamanho au-
menta quando o mosquito oviposita. Assim,
uma vez, obtido o tamanho médio para diferen-
tes idades, uma idéia pode ser obtida da idade
da fémea. Contudo, o método é laborioso e exis-
te, em qualquer populacao, uma certa sobrepo-
sicdo entre as fémeas nuliparas com ampola
grande, e fémeas oniparas com ampola peque-
na (Gillies, 1958) . As descobertas de Detinova
(1962) e Polovodova (1949) tém conferido este
métcdo obsoleto. Entretanto, a aparéncia geral
das ampolas podem fornecer bons indicios
para idade dos mosquitos. A ampola e o ovi-
duto de fémeas oniparas contém uma grande
quantidade de material pigmentado. enquantc
insetos nuliparos a apresentam clara e elas-
tica.

d) Coloracio verde e condicées dos tubos
de malpighi

Logo apds a eclosdo, os mosquitos apre-
sentam algumas caracteristicas que podem ser
usadas para determinar a presenca de insetos
muito jovens na amostra. Membros de ambos
0s séxos aprésentam tubos de malpighi opacos
na emergéncia. O estdmago e o intestino con-
tém meconio, um excreta amarelado derivado
do estadio pupal. Se o mosquito apresentar o
tegumento claro, este excreta pode ser visto
através da parede abdominal. O mesmo é ex-
cretado rapidamente e sua presenca somente
é util para dectar insetos jovens na populacio.

Self & Sebastian (1971) confirmaram os
registros de De Meillon et al. (1967) de que
Culex quinquefasciatus coletados logo apés a
emergéncia mostram uma distinta coloragio
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verde, observando lateralmente o térax e o
abdomen. Isto desaparece, 72 horas apds, e
portanto pode ser usado como indicador valido
para nuliparidade. Graham & Bradley (1972)
utilizaram esta caracteristica para calcular a
taxa didria de sobrevivéncia na mesma espécie.

A presenca de musculos remanescentes
também tem sido usada como indicador de nu-
liparidade em alguns mosquitos jovens (Rosay,
1961) . Estes musculos sédo autolisados dentro
dos dois primeiros dias da vida adulta.

Em Anopheles (Myzomia) gambiae e ou-
tros anofelinos africanos, as fémeas recebem
um plug gelatinoso no acasalamento (Gillies,
1956) para fertilizagéo (Fig. 11). Este é absor-
vido dentro de 24-48 horas ap6s a copula. As-
sim, a presenca do mesmo neste grupo de
mosquitos, fornece uma indicacao de nulipa-
ridade, pois o acasalamento sempre ocorre an-
tes da primeira oviposicéo.

e) Observacdo das traquéolas

Os ovarios de um mosquito tém um ricc
suprimento de oxigénio, fornecido por uma
rede de traquéias e traquéolas. Em fémeas
nuliparas que tém os foliculos em estadio | ou
Il, as finas terminacdes das traquéolas apre-
sentam-se enoveladas (fig. 12 a e b). Com o
desenvolvimento dos ovos e 0 aumento do ova-
rio, comeca a haver o desenrolamento do eno-
velado, para formar uma rede dispersa (fig.
12 ¢ e d) . Esta mudanca é irreversivel. Assim,
o enovelamento terminal das traquéolas é uma
indicagéo de que a fémea é nulipara. O método
para ver as traquéolas é fazer dissecagOes com
dgua destilada (nunca salina) e deixar secar
ao ar. Quando o ovério seca, o ar entra pelas
traquéias até as mais finas traquéolas, que se
tornam claramente visiveis sob microscopio.
O ovério seco sobre a lamina pode ser armaze-
nado por um lengo periodo tdo logo sejam to-
madas as precaugdes contra fungo. Este méto-
do descoberto por Detinova (1949) é excepcio-
nalmente (til porque :

1) As dissecacoes podem ser feitas no
campo e as andlises realizadas em ia-
boratorio;
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Fig. 11 — Plug gelatinoso em Anopheles gambiae in-
dicando recente acasalamento: E — espermateca;
OC — oviduto comum; P — plug; C — cercos.

2) O material dissecado pode, sem muito
problema, ser armazenado por longo
periodo sem deterioragao;

3) Nenhuma destreza especial é necessa-
ria para realizar a dissecacao, podendo
ser dissecados 200-300 insetos por dia.
A técnica ndo pode ser usada nos mos-
quitos que desenvolveram os foliculos
além do estadio 1l, pois o aumento da
quantidade de vitelo tende a escurecer
as traquéolas. Também, nos ultimos es-
tadios de desenvolvimento, as termina-
coes das traquéclas ja estao estendidas,
mesmo sendo uma fémea nulipara. A
técnica nao faz distingdo entre fémeas
que ovipositaram uma Ou varias vezes.

Esta técnica € util, quando grande nimero
de insetos precisa ser dissecado. Quando um
aspecto mais pormenorizado da estrutura da
idade da populacdo é necessério, usa-se 0 mé-
todo desenvolvido por Polovodova (1949) e
Detinova (1962) .
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Fig. 12 — A-B — Aparéncia das traquéias e traquéolas de uma fémea nulipara de A. darlingi. Notar as termi-
nagdes das traquéolas enoveladas; C-D — Aparéncia das traquéolas em fémea onipara de A. darlingi.

f) Determinacdo da idade fisiolégica e ob-
servacao do pedicelo ovariolar (método
de Polovodova)

Um clara descrigdo do método de Polovo-

dova foi feita por Gillies & Wilkes (1965), a
qual transcrevemos neste trabalho.

Nas espécies tropicais, muitos ovariolos tém que
ser observados, porque, no inicio da dissecacgdo, é difi-
cil de verificar-se o nimero exato das dilatagdes. Co-
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mo conseqiiéncia, a principal diferenga parece estar na
nossa habilidade de construir um quadro de condigoes
dos ovariolos, fornecido por olhadas répidas em uma
série de pedicelos, cada qual podendo ser estendido
por questdes de segundo. O quadro mais claro foi
obtido da seguinte maneira:

O ovério, a principio, é estendido em diregdes
opostas, dando uma idéia geral da sua condicdo, isto
é, se é nuliparo ou se hd pouco ou muito pigmento no
ovério para indicar a presenca de poucas ou muitas
dilatagées. Continua-se o processo de extensdo do
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ovario em direcoes diferentes, com minucioso cuidadoe,
para qualquer indicio da sua idade. Em alguns ovario-
los, podem ver-se, por exemplo, duas dilatagGes em
um pedicelo, e trés em outro. Posteriormente, podem
parecer dois em um pedicelo, mas, sabendo que o inseto
deve ser, pelo menos, triparo, pode freqiientemente, dis-
cernir-se uma terceira dilatacdo que poderia ter passado
despercebida. Posteriormente, ainda, podem observar-se
rapidamente quatro dilatagoes. Assim, fica-se predispos-
to a aceitar uma quarta dilatac@o, ao invés de trés, a qual,
poderia ser negligenciada. Ovariolos com foliculos de-
generados sdo certamente os mais faceis de determi-
nar-se. Uma contagem exata pode ser feita dos ova-
riolos com degeneracbes, e subseqientemente serd
possivel observar-se o mesmo nimero de dilatagdes
em ovariolos normais. Algo sobre iluminagéo:

A luz difusa do dia é melhor, embora a dissecagado
pode, se necessdrio, ser realizada com fluorescente,
tungsténio, “strip light”., O &ngulo, no qual a luz inci-
de sobre a preparacdo é importante. Uma visdo mais

Foliculo em
estadio Il

Diletagoes

—— Germadrio

clara é obtida, usando-se a luz da margem do espelho.
Isto & com o espelho levemente afastado do centro
tende a aumentar o contraste entre o contetido sélido
de uma dilatagio e o meio de dissecagdo. E também,
as vezes, (til a mudanca de angulo do espelho no cur
so do exame. Um auxilio a mais, na diagnose, foi a
presenca dos ovariolos denominados '"andes” (ndo de-
senvolvidos) (Detinova, 1962; Shipitsina, 1962), no qual
ndo ocorreu nenhum desenvolvimento. O foliculo nesse
ovariolo permanece no estaddio N e estdo sujeitos a
ser negligenciados na dissecacdo habitual. Apesar da
guase completa auséncia de desenvolvimento, esses fo-
liculos sao gerados em cada ciclo gonotréfico. Em fé-
meas velhas, parecem com um corddo de bolotas mui-
to translicidas (menos que 50 mm de diametro) o qual,
uma vez reconhecido, pode ser facilmente contado (Gil-
lies & Wilkes, 1965). (Fig. 13).

A técnica de Polovodova é delicada, e exige
muito tempo, quando comparada com o exame

Foliculo “ANAO" ndo
desenvolvido

” "

Fig. 13 — Aparéncia de um ovariolo biparo com foliculos ndo desenvolvidos.
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das traquéolas. N&o obstante, a maior com-
preensdo obtida do ciclo de vida de um vetor
potencial, freqlientemente faz com que a téc-
nica seja vantajosa. Durante qualquer estudo,
a formacéo das dilatagoes em séries, pode ser
observada através de dissecagbes em labora-
tério de insetos de idade conhecida. Nem to-
dos os pesquisadores foram capazes de obser-
var estas dilatagbes seriadas. Giglioli (1965)
nao foi capaz de aplicar a técnica a A. melas,
enquanto Wilkes (1968) e Snow & Wilkes
(1977) tiveram poucas dificuldades com esta
espécie. Do mesmo modo, Rosay (1969) en-
controu, depois de repetidas oviposigbes, as
dilatagbes formadas em Culex quinquefascia-
tus, que tendiam a coalescer, enquanto Sama-
rawickrema (1967) e Charlwood (1979) nao
tiveram dificuidades com esta espécie. Carpen-
ter & Nielsen (1965) registraram miiltiplas dila-
tacbes em 18 espécies de Aedes examinadas
por eles. Hitchcock (1968 a, b) também regis-
trou mualtiplas dilatagdes em A. gquadrimacula-
tus.

Com o conhecimento da duragdo média en-
tre os repastos sangliineos, podem estimar-se
a idade cronoldgica do inseto e seu verdadeire
potencial como vetor. A duracio entre os re-
pastos sangilineos pode ser determinada atra-
vés de experimentos de marca e recaptura
(Gillies, 1961; Service, 1976), ou pela deter-
minacdo do crescimento diario das camadas
cuticulares dos ap6demas (Schlein & Gratz,
1972, 1973; Schlein, no prelo) em conjunto com
dissecagdes ovariolares.

DETERMINACAO DE IDADE FISIOLOGICA
EM OUTROS GRUPOS DE DIPTERA

a) Simuliidae

Simuliidae (piuns, borrachudos) sdo veto-
res da oncocercose na Africa e no Novo Mun-
do. Por esta razdo, tem recebido consideravel
atencdo dos entomologistas. Dois métodos de
determinar a idade tém sido usado: estimando
a diminuicdo do corpo adiposo e examinando
os ovarios para verificar as dilatagdoes folicu-
lares.

Davies (1957) mostrou que fémeas nulipa-
ras de S. ornatum tinham ampla quantidade de
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gordura, o que foi completamente utilizada du-
rante o primeiro ciclo gonotrofico. Consequen-
temente, foi capaz de distinguir os individuos
nuliparos dos oniparos. Também mostrou que,
exceto para casos especiais, somente moscas
com pouco corpo adiposo continham dile-
tagdes nos ovariolos. Ducke (1968 a, b, 1975)
utilizou esta condicdo do corpo adiposo para
diferenciar os nuliparos dos oniparos em S.
damnosum na Africa. Em contraste com Da-
vies, que preferiu usar espécimens preserva-
dos em élcool (pois a “fixacao dava a cor opaca
e branca a gordura” e consequentemente facil
de ver-se) Ducke preferiu usar material fresco
para as dissecacdes.

Como os culicideos, os simulidecs mos-
tram concordancia gonotrofica, e seus ovarios
sofrem as mesmas mudancas gerais ocorridas
em um Culicidae que obteve sangue e ovi-
positou. Essas mudancas foram descritas
em pormenores por Ramirez-Perez et al.
(1976) . Depois da retirada do ovéario em solu-
cao salina de 0,9%, o exame € realizado da
mesma maneira que nos mosquitos. Em fé-
meas nuliparas, ha um fino pedicelo terminal
abaixo do primeiro foliculo (Fig 14 a) onde
em fémeas oniparas existe um saco (imedia-
tamente apds a passagem do 6vulo maduro,
fig. 14 b) ou uma dilatacdo. Estendendo-se o
ovario em direcdoes opostas, algumas dilata-
cOes sao grandes, mas, na maioria das vezes,
sdo extremamente pequenas (Freden, 1964;
Garms, 1975). CAOm estas caracteristicas, o
estado do ovario fornece indicios uteis para
determinar a idade da fémea. Nos ovérios de
fémeas oniparas sem sangue, o oviduto inter
no apresenta-se expandido e translicido e os
ovarios parecem ter estrutura frouxa, resultan-
te da expansdo da porgao terminal dos ovario-
los, enquanto que em fémeas nuliparas, sem
sangue, os ovarios sdo bem compactos. Varias
dilatacoes foram observadas em simulideos, na
Russia (Detinova, 1962), Africa (Wikes, 1976)
e nos Estados Unidos (Magnarelli & Cupp,
1977) . A condicdo dos ovarios e a presenca
de dilatagoes foliculares tém sido utilizadas
para determinar a taxa de oniparidade na Amé-
rica do Sul (Ramirez-Ferez et al., 1976; Garms,
1975; Lacey & Charlwood, no prelo).
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Fig. 14 — A — Ovariolo de Simulium simplicicolor nuliparo; B — Ovariolo de Simulium simplicicolor oniparo com
saco em estadio "B" indicando que a oviposicdo ocorreu dentro das ultimas 24 horas.

b) Ceratopogonidae

Ceratopogonidae sao insetos pequenos
que, nao obstante, foram examinados com su-
cesso.

Linley (1965) escreveu as mudancas nos
ovérios de certos ceratopogonideos, logo apos
completarem o ciclo gonotréfico. Como em
outros grupos, individuos nuliparos tém o ova:
rio transparente e compacto, no qual a bainha
do ovario é altamente elastica. O exame do
pedicelo e dos ovarios a grandes aumentos
(100-150x), mostram um pequeno tubo folicu-
lar claro sem nenhuma dilatacdo (Fig. 15 a).
Imediatamente apds a oviposicdo, vé-se uma3
estrutura saculiforme contendo pigmentos gra-
nulosos (Fig. 15 b). Este saco se contrai até
deixar uma dilatagao pigmentada bem definida.
logo na frente do foliculo em desenvolvimento
(Fig. 15 ¢). Como em outros grupos, nem to-
dos foliculos de um lote de ovos se desenvol-
vem até a maturidade, degenerando-se em dife-
rentes estadios, normalmente nos dltimos
(Duke, 1968 a, b) . Quando isto acontece, pode
ver-se uma proporgao de degeneracOes pig-
mentadas irregulares (Fig. 15 d). Isto é muito
atil para determinar a idade destes insetos.
Os ovéarios dos oniparos também sao mais
frouxos e mais pigmentados que nos individuos
nuliparos.

A presenca de multiplas dilatagdes em
Culicoides griscens foi registrada por Glukho
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va (1958) e suposta por Linley (1965) para
Leptoconops bequaerti. Encontramos, durante a
preparacdo desta revisdo, fémeas de Culicoi-
des sp que pareciam ter duas distintas dilata-
¢oes, contudo, confirmacdes definitivas de que
se formam multiplas dilatacdes sdo necessa-
rias em fémeas que tenham colocado dois lo-
tes de ovos.

Dyce (1969) notou que certos pigmentos
caracteristicos se formam nos tecidos abdo-
minais, durante o desenvolvimento de algumas
espécies de Culicoides e outros ceratopogoni-
deos. A pigmentacdo persiste ap6s a oviposi-
¢do. Assim, sua presenca indica oniparidade
Nelson & Scrivani (1972) usaram isto para dis-
tinguir nuliparas de oniparas na isolacdo de
arbovirus do complexo C. variipennis na Cali-
fornia. Somente isolaram virus dos lotes de
moscas consideradas oniparas, indicando 2 efi-
ciéncia do método. Ambos os trabalhos, no
entanto, enfatizaram a necessidade inicial de
diagnose em conjunto com a dissecagdo ova-
riolar. Este método tem a vantagem de classifi-
car um grande niimero de insetos rapidamente,
sem a necessidade de dissecacdo. Excetuan-
do-se a transmissdo transovariana, espécimes
oniparas somente necessitam de ser testados
para isolacdo de virus. Outra vantagem é a
habilidade de realizar infecgbes experimentais
e trabalhos de transmissdo com coletas no
campo, o qual elimina a freqliente tarefa dificil
de estabelecer colonias em laboratério.
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Fig. 15 — A — Ovariolo de Culicoides sp nuliparo; 8 — Ovariolo de Culicoides sp com saco em estadio "A";
C — Ovariolo de Culicoides sp oniparo; D — Ovariolo de Culicoides sp oniparo com foliculos que se degenera-
' ram antes da maturagéo.

c) Phlebotomidae

Como em ceratopogonideos, a estimagdo
da idade fisioldgica de flebotomineos esta con-
finada, até o momento, 2 separagcio de fémeas
nuliparas e oniparas.

A idade fisiolégica pode ser determinada,
examinando-se os ovariolos para presenca de
restos foliculares, degeneracées ou 6vulos re-
tidos no estadio V (Fig. 16). Forattini (1962)
da uma excelente descricdo da ovogénese e
técnicas de dissecagdo usadas neste grupo,
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bem como Lewis et al. (1970) . Cabe-nos dizer
que a aparéncia e o tamanho dos ovérios de
flebotomineos s@o muito semelhantes aos dos
ceratopogonideos. Cada dissecacdo consome
muito tempo, e em face disto, a composicdo da
idade em populacdo natural, usando este mé-
todo, é muito restrita.

Muitos investigadores usam a condicéo
das glandulas acessérias como um indicador
indireto de determinar a idade em flebotomi-
neos, como descrito por Forattini (1962) . As
glandulas acessérias enchem-se de material
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caracteristico, durante a ovogénese. Parte
desse material permanece, apés a oviposicéo,
indicando que @ fémea ja ovipositou (Garnham
& Lewis, 1959; Lewis & Minter, 1960; Forattini,
1962) . Em particular, Lewis et al. (1970) verifi-
caram que havia uma boa correlacdo entre
amostras consideradas oniparas, depois do
exame, e as glandulas acessodrias; mas estas
ndo sdo boas indicadoras em flebotomineos.
Conseqilientemente, como em qualquer inves-
tigacdo, onde a idade é taxada indiretamente,
a confirmagdo de que as glandulas acessérias
fornecem uma média precisa da populagéo
onipara poderia ser feita com referéncia ac
nimero de dissecacdes do ovério.

d) Tabanidae

Os Tabanidae, assim como os outros gru-
pos j& mencionados, apresentam concordancia
gonotréfica. Como s@o insetos maiores, as dis-
secacbes através do método de Polovodova
sdo mais facilmente realizadas e interpretadas,
ndo necessitando de grandes aumentos (méxi-
mo de 40x) para observar-se o pedicelo e com-
provar os corpos amarelos.

b g
= 1“..‘?- [

Fig. 16 — Ovério de Lutziomyia sp oniparo com foliculo
retido em estadio V.
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Giglioli (1963) e Rockel (1969) citam algu-
mas solugbes e corantes que podem ser utili-
zados para dissecacdo. Em nossos experimen-
tos com Tabanidae, a solugdo de cloreto de
sédio 0,9% (Jones, 1967) com uma pequena
gota de detergente liquido (Duke, 1960) para
reduzir a adesido entre os ovariolos, mostrou-se
muito eficiente.

Neste grupo, faz-se necessaria a observa-
¢do de um grande numero de ovariolos de am-
bos os ovérios, porque diferentes estadios de
desenvolvimento folicular e oniparidade podem
existir (Magnarelli & Pechumann, 1975) . Ja ve-
rificamos véarios ovariolos ndo se desenvolven-
do quando os restantes estavam em estadio V
de Christophers. Magnarelli (1976) néo en-
controu nenhuma evidéncia indicando matura-
¢ao de alguns odcitos, enquanto outros perma-
neciam em estadio de descanco.

As dissecacOes sdo feitas em fémeas re-
centemente capturadas ou podem ser realiza-
das posteriormente; para isso, € necessério
que o material seja armazenado a -12°C. Tho-
mas (1972) dissecou material até seis meses
depois da captura, e os encontrou em condi-
coes perfeitamente normais. Para tanto, deve
tomar-se o cuidado de nao desidratar os indivi-
duos antes ou durante a estocagem.

A retengdo de obcitos maduros é a mais
6bvia indicacdo de que uma fémea é onipara.
Infelizmente, nem todas retém odcitos depois
da oviposicao. Somente pela retencédo, ndo po-
demos saber o nimero de oviposicdes realiza-
das. Thomas (1972) registrou 28% para Hybo-
mitra nuda, Morris & DeFoliart (1971) 30% para
H. lasiophthalma, Magnarelli & Pechumann
(1975) 7,6% para Tabanus quinquevittatus,
Lewis (1960) 14% para Chrysops bicolor e
Raybould (1967) 11% para a mesma espécie.

Para observacédo dos ovariolos, o espécime
é imobilizado e colocado sobre sua superficie
dorsal, puxando-se os dois Gltimus segmentos
abdominais para longe do corpo, com a ajuda
de estilete laminado. Os ovérios sdo entéo se-
parados, e sobre eles é depositada uma gota
de solugédo salina 0,9%, para, em seguida, fa-
zer-se a observacao do pedicelo e o estaddio de
desenvolvimento
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Os ovérios nuliparos apresentam o pedice-
lo claro sem nenhuma granulagéo ou dilatacao
(Fig. 17 a) . Imediatamente ap6s a oviposicao.
o pedicelo torna-se saculiforme com o tamanho
aproximado do ovo recém-colocado (Fig. 17 b).
Este saco se contrai, e os detritos do seu inte-
rior tornam-se conspicuos, formando um distin-

to “corpo amarelo” (Thomas, 1972) (Fig. 17 c),
fendmeno idéntico ao que ocorre com Culici-
dae, Simuliiidae e Ceratopogonidae. Quando,
no estédio de saco, se torna dificil a observa-
¢do do niimero de dilatagoes, deve-se, portanto,
procurar-se algum foliculo que nédo tenha de-
senvolvido (Fig. 17 d), observando-se se hé

Fig. 17 — Ovariolos de Tabanus dorsiger: A — foliculo em estadio Il; B — Ovariolo de uma fémea tripara, com

restos foliculares (RF) bem definidos; C — ovariolo com saco em estadio

A" (indicando recente oviposigdo) e

outro com um foliculo degenerado em estadio Ill-IV antes da maturagdo; D — ovariolos com alguns foliculos em es-
téddio Ill e outros foliculos ndo desenvolvidos "andes". Note-se o odcito dentro do vitelo nos foliculos em de-
senvolvimento.
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ou ndo dilatacdes. Magnarelli & Pechumann
(1975) trabalhando com Tabanus quinquevitia-
tus, verificaram que formacgdes duvidosas de
corpos amarelos podem ser uma fonte de erro
no estudo da idade tisiolégica.

Vérias espécies de Tabanidae foram regis-
tradas como autdgenas por varios autores:
Thomas (1972), Rockel (1969), Anderson
(1971), Troubridge & Davies (1975).

O estadio de desenvolvimento do foliculo,
quando os individuos chegam para o repasto
sangliineo, normalmente se encontra em I-ll ou
Il de Christophers. Duke et al. (1956) confir
maram esta observacdo, e sugeriram que 0
comportamento das fémeas pode ser condicio-
nado pelo estadio de desenvolvimento do
ovario,

Anderson (1971), Thomas (1973), Magna-
relli & Pechumann (1975) e Magnarelli (1976)
também registraram o0s mesmos resultados.
Estadios N, Ill, IV e V dificilmente sdo encon-
trados nas fémeas que chegam para tomar
sangue. Page (1972) registrou estadios de de-
senvolvimento dos ovérios bem avancados para
quatro espécies de tabéanidas colombianas,
procurando sangue em uma vaca. Isto sugere
que elas poderiam requerer mais de um repas-
to sangiiineo para o desenvolvimento total dos
ovos, ou realizaram repastos incompletos.
Duke et al. (1956) mostraram que a maturacao
dos ovos em Chrysops silacea segue o princi-
pio de “tudo ou nada”; quando a fémea obtém
quantidade insuficiente de sangue, nunca ha
qualquer maturacdo de poucos od6citos as ex-
pensas de outros.

Em Tabanidae, a alta proporcao de uniparos
em comparagdo com o inapreciavel niimero de
biparos, sugere que as fémeas apresentam
vida curta e raramente iniciam o terceiro ciclo
gonotréfico (Duke, 1960; Morris & DeFoliart,
1971; Davies, 1969; Rafael, 1979).

Magnarelli & Pechumann (1975) mantive-
ram Tabanus quinquevittatus alimentados com
sacarose a 10% por 25 dias, mostrando que
entre a oviposicdo e uma nova obtencdo de
sangue, as fémeas podem viver um periodo
de tempo suficiente para ser vetores de agen-
tes patogénicos. A média de tempo entre a

Métodos. . .

alimentacdo e a oviposicdo foi de 6,6 dias, va-
riando de trés até oito dias para T. quinque-
vittatus. Para Hybomitra lasiophthaima, obser-
vou-se a oviposicdo de seis até quatorze dias
depois da alimentagdo. A temperatura foi pro-
vavelmente a causa dessas diferencas (Mac-
Clain et al., 1975).
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SUMMARY

Physiological age grading methods for bloodsucking
Diptera of medical importance which shows gonotrophic
concordance are reviewed. In the first part the changes
which occur in mosquitoes following a blood meal are
cutlined and the theretical basis for age determination
discussed. In the second part the methods applicable
to Culicidae, Simuliidae, Phlebotomidae, Ceratopogoni-
dse and Tabanidae are given. Extensive use of photo-
graphic material is made where this is a useful diag-
nostic aid in the interpretation of ovarian dissection.
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