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OBSERVANCES S6BRE A BIOLOGIA DO PHLEBOTOMUS
WH1TMANI ANTUNES E COUTINHO, 1939 (DIPTERA,
PSICHODIDAE) EM CONDigCES EXPERIMENTAIS (*)

Por

M. PEREIRA BARRETTO

Constitue objeto do presente trabalho o relato de observagoes
sobre o ciclo evolutivo do Phlebotomiis whitmani Antunes e Coutinho,
1939 em condigoes experimentais. Esta especie, que apresenta uma
grande incidencia nas zonas de alta endemicidade da leishmaniose
cutaneo-mucosa no nosso Estado, e muito antropofila e, segundo ve-
rificagoes ineditas do DR. J. O. COUTINHO, e possivel vetora do para-
sita daquela molestia.

Para a obtengao de culturas deste flebotomo em laboratorio par-
timos de ovos postos por femeas capturadas em Vila Queiroz, Pom-
p4ia, Alfredo de Castilho e Presidente Prudente e empregamos o pro-
cesso descrito ao estudarmos a biologia do Phlebotomus intermedius
em condigoes experimentais (BARRETTO, 1940), processo este que,
a nosso ver, e o unico que permite uma criagao selecionada das
multiplas especies que constituem a nossa fauna flebotomica.

Na criagao de flebotomos em larga escala com o fim de forneceT
exemplares para experiences de transmissao da Leishmania brasi-

( * ) — Trabalho da Comissao de Estudos da Leishmaniose do
Estado de Sao Paulo realizado no Departamento de Parasitologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo e apresentado
a sessao de 25-XI-40 da Semana de Higiene e Molestias Tropicais e
Infectuosas da Associagao Paulista de Medicina.
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liensis usamos uma ligeira modificagao do processo preconizado por
ROUBAUD e COLAS-BELCOUR (1927). Esta tecnica consiste no se-
guinte: 20 a 30 femeas alimentadas, misturadas ou nao com machos,
sao encerradas em uma alonga de vidro cuja extremidade superior 6
fechada com um pedago de musseline ou de gase e cuja- extremidade
inferior aplicada a um bloco de gesso com uma escavagao no cen-
tro. Este & recoberto com uma quantidade de meio de cultura su-
/iciente para alimentar as larvas at6 a fase pupal e repousa sobre
areia humida. O sistema 6 mantido, no escuro, a temperatura de labo-
ratdrio ou em estufa a 25-27°G. e basta adicionar diaTiamente um
pouco de &gua a areia para que a bumidade da cultura se mantenha
em condigoes otimas. Os flebdtomos, a medida da eclosao sao removi-
dos da .alonga com um capturador de Castro (BARRETTO e COU-
TINHO, 1940).

O Phlebotomus whitmani 6 uma especie que se cria facilmente
em laboratorio. As suas larvas se comportam de maneira semelhante
as do Phlebotomus intermedius em condigdes experimentais (BAR-
RETTO, 1940). As culturas sao, porem, mais ricas e as larvas dotadas
de maior atividade, particularmente no 3.° e no 4.° estadio.

Trabalhando com 23 culturas em placas de Petri, obtidas de pos-
turas isoladas e mantidas em diferentes condigoes de temperatura e
humidade, observ&mos para duragao das diversas fases do ciclo evo-
lutivo do Phlebotomus whitmani os resultados abaixo relatados:

Periodos minimos de incubagao dos ovos 7 — 17 dias.
Periodos larvais minimos .
Periodos pupais minimos .

19 — 44 ”
7 — 15 ”

Total 34 — 72 dias

Influencia da humidade. — Investigando a influencia da humi-dade sobre o ciclo evolutivo do flebotomo verificamos que os ovos eas larvas necessitam, para que a evolugao se processe sem interrupgao,
de um alto teor de humidade. Assim, colocados em recipientes secosos ovos murcham, tanto mais rapidamente quanto mais alta eperatura, mas sempre em prazo de tempo muito curto, e nao eclodem.Em papel de filtro saturado de humidade evoluem normalmente, de-pendendo a duragao do periodo de incubagao da- temperatura em quese opera, como veremos adiante. Uma humidade excessiva, condicio-nando a formagao de films liquidos s6bre os ovos prejudica aeclosao. Na agua os ovos nao eclodem.

a tem-

sua
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Do mesmo modo, as larvas jovens necessitam de um grau de hu-
midade do meio prdximo do ponto da saturagao correspondente k
temperatura da experiencia. Em presenga de humidade excessiva que
permita a formagao de peliculas liquidas a vitalidade das larvas 6
grandemente prejudicada e na agua elas morrem. E exigencia de hu
midade por parte das larvas mais evoluidas e menor, podendo as em
4.° estadio viveT em grans de humidade relativamente afastados do
limite de saturagao, embora isto lhes seja prejudicial ao normal dew
senvolvimento. Mas, ainda aqui, uma humidade excessiva tern sempre
efeito nocivo.

As pupas exigem pouca humidade, evoluindo normalmente em
recipieutes apenas com ar saturado de humidade.

Influencia da temperatura. — A evolugao dos flebotomos em cul-
turas esta na estrita dependencia da temperatura.

1) — Periodo de incubagao dos ovos. Para verificar a influeu-
cia da temperatura sobre a evolugao dos ovos tomamos diversas bat'e-
ladas de ovos, colocamos em placas de Petri forradas com papel
humido e submetemo-las a diferentes temperaturas.

Conservados em estufa a 37°G durante 6-12 horas os ovos
ja nao mais eclodiram.
Apos permanencia em estufa a 30°C durante cerca de
24 horas nenhum ovo deu saida a larva.
Em estufa a 25-27°C grande numero de ovos (83.7%)
eclodiram dentro de 7-8 dias.
Conservados a temperatura do laboratorio que, durante
as experiencias (19-4-40 a 5-5-40) variou eutre 19.5 —
22,2°C (minimas) e 20,5 — 23,2°C (mdximas) os ovos
eclodiram ao fim de 12-13 dias.
Mantidos em ambiente refrigerado por evaporagao de
agua (17,1 — 20,2°C) os ovos apresentaram um periodo
de incubagao de 17 dias.
Enfim, colocados na geladeira a 4°C os ovos nao eclo-
diram ate o 60° dia.

a)

b)

c)

d)

e)

f )

2) Periodo larval. Em nossas experiencias pudemos verificar
que a temperatura mais favordvel para o desenvolvimento das larvas
e 25-27°C. Nesta temperatura a duragao minima do periodo larval
foi de 19 dias.

Em temperaturas superiores a 27° a mortalidade das larvas 6
grande, embora se possa obt'er, por vezes, um desenvolvimento mais
rapido nas fases mais evoluidas do ciclo larval. A 30°C as larvas mor-
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rem sistematicamente ao fim de um lapso de tempo mais ou menos
curto.

Em temperaturas pouco inferiores a 25-27°G a evolupao das lar-
vas se da normalmente, mas a durapao do periodo larval e maior.
Assim, mantendo culturas a temperatura do laboratorio, que variou
entre 21,0 — 22,8°C (minimas) e 22,5 — 24,5°C (maximas), obser-
vamos, para durapao minima do periodo larval, 25-30 dias.

A medida que a temperatura se abaixa, a durapao da fase larval
se alonga e a 17,1 — 20,2°C ela ja e de 40-45 dias. A 4 — 6°C obser-
vamos uma parada completa do desenvolvimento das larvas, posbo
que elas possam resistir a essa temperatura por alguns dias, readqui-
rindo sua atividade desde que sejam colocadas em condipoes termi-
cas favordveis.

3) — Periodo pupal. Embora possamos obter a eclosao de adul-
t'os a 30°C certo numero de pupas morre a essa temperatura, princi-
palmente quando a ela sao submetidas logo depois de emergirem da
larva. A 37°C ainda conseguimos observar a eclosao de adultos quan-
do as pupas sao colocadas na estufa na iminencia de dar nascinrento
a imagem.

Mas, a temperatura mais favoravel para a evolupao das pupas e
de 25 —1 27°C. Nestas condipoes a durapao minima do periodo pupal
e de 7 — 8 dias.

Temperaturas inferiores a estas retardam a evolupao da pupa.
A 4 — 6°C nunca observamos a eclosao de um adulto embora as pupas
possam resistir a essa temperatura e dar nascimento a imagem quando
recolocadas em melhores condipoes termicas.

Em resumo, a temperatura mais favorivel para o desenvolvi-
mento do Phlebotomus whitmanl do ovo a adulto e 25 — 27°C; tem-
peraturas mais elevadas sao mais ou menos nocivas e temperaturas
inferiores dilatam a durapao do ciclo evolutivo.

Damos abaixo os protocolos de tres culturas mantidas respecti-
vamente a 25 — 27°C (estufa), a 21 — 24,5°C (temperaturas do la-
boratorio entre 31-1-40 e 15-3-40) e a 17,1 — 20,2°C (temperaturas
obtidas por evaporapao de agua).
N.° da femea: 265. 3
Especie: P. whitmani.
Data da captura: 27-1-40.
Local da captura: Alfredo de Castilho.
Isca: cao.
Alimentapao em cao em 27-1-40.
Oviposipao: 1-II-40.
N.° de ovos: 24.
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Meio de cultura: limo e terra.
Eclosao: 8-II-40.
l.a muda (2.° estadio) : 13-11-40 a 14-11-40

) : 17-11-40 a 21-11-402 a » (3.° ”
(4 ° ”3.a ”

4 a ”
) : 21-11-40 a 26-11-40 (16 larvas)

( ninfose ) : 27-11-40 a 6-I1I-40 (15 pupas)
Emergencia dos primeiros adultos: 6-III-40
N.° de adultos: 14 ( 5 22 e 9 $ $ )

Mn . : 25°CITemperatura durante a experiencia J
( Mx . : 27°C

RESUMO:

7 diasPeriodo minimo de incubagao dos ovos

5 ”
4 ”

l.° estadio
2.o 99

Periodo larval minimo: 19 dias 4 "3.° 99

6 ”
8 ”

4.o 99

Periodo pupal minimo .

TOTAL . 34 dias

N.° da femea: 265. 1

Especie: Phlebotomus whitmani.
Data da captura: 27-1-40.
Local da captura: Alfredo de Castilho.
Isca: cao.
Alimentagao em cao- em 27-1-40.
Oviposigao: 31-1-40.
N.° de ovos: 29.
Meio de cultura: limo e terra
Eclosao: 11-11-40.
l.a muda' (2.° estadio) : 18- 11-40 a 20- 11-40.
2 a ”
3.a ”
4.a »

Emergencia dos primeiros adultos: 15-III-40.
N.° de adultos: 9 ( 6 9 2 e 3 $ s ).

): 22- 11-40 a 27- 11-40.
): 27- 11-40 a 3-HI-40 (16 larvas)

(3.° ”
(4 ° ”
( ninfose ) : 7-III-40 a 15-III-40 ( 9 pupas)

Mn.: 21,0 — 22,800
Mx.: 22,5 — 24,5°C

Temperatura durante a experiencia
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RESUMO:

11 diasPeriodo minimo de incubagao dos ovos
7 ”
4 ”
5 ”
9 ”

l.° estadio
y y2 °Periodo larval minimo: 25 dias 3 °
»4.o

8 ”Periodo pupal minimo .

44 diasTOTAL .
N.° da femea: 265. 4
Especie: P. whitmani
Data da captura: 27-1-40.
Local da captura: Alfredo de Castilho.
Isca: cao.
Alimentasao em cao em 27-1-40.
Oviposi?ao: 1-II-40.
N.° de ovos: 42.
Meio de cultura: limo e terra.
Eclosao: 14-11-40.
1.a muda (2.° estadio) : 2-III-40 a 7-III-40.
2.a ”
3.a ”
4.a »

N.° de adultos: 15 ( 9 $ $ e 6 $ $ )
Mn. : 17,1 — 18,2°C

I Mx. : 19,8 — 20.2OC

) : 13-III-40 a 24-III-40.
) : 22-III-40 a 5-IV-40 (21 larvas)

( ninfose ) : 3-IV-40 a! 17-IV-40 (18 pupas)

(3.° ”
(4.o ”

Temperatura durante a experiencia

RESUMO:
Periodo minimo de incubapao dos ovos . .

( l.° estadio
17 dias
11 "

2.° 9 f

9 ”
8 ”

Periodo larval minimo: 40 dias 3° »

4 ° 12 ”
Periodo pupal minimo . 15 ”

TOTAL . 72 dias
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Astenobiose

WHITTINGHAN e ROOK (1923), estudando a biologia do Phle-
botomus pappatasii, verificaram que o ciclo evolutivo deste flebo-
tomo, do momento da postura ao da eclosao do adulto, pode variar
de 24 a 202 dias. A parada da evolusao ou a hibernasao, segundo
aqueles autores, se da no 4.° estadio e seria devida ao abaixamento
da temperatura e ao aumento do teor de humidade do meio. Em
temperaturas inferiores a 18,3°C (65° F) e em meios excessivamente
humidos puderam manter larvas em 4.° estadio durante 6 meses
estas larvas completavam rapidamente a sua evolusao quando colo-
cadas a temperatura de 31,1°C (80° F) e em meios menos humidos.

ROUBAUD e COLAS-BELCOUR (1927) verificaram que a pa-
rada da evolusao do Phlebotomus pappatasii em 4.° estadio pode
ser independent das condi?oes exteriores de temperatura e humi-
dade do meio.

Posteriormente, ROUBAUD (1927 a) mostrou que cste fenome-
no de heterodinamia (aparisao de gerasoes de atividade biologica
diversa) no Phlebotomus pappatasii se apresenta com caracteres
bem diferentes do que se observa habitualmente em outros insetos,
em particular nos muscidios e nos mosquitos. De fato. nesies a hete-
rodinamia esta subordinada a influencia das condifoes mesologicas,

"... les manifestations d’asthenobiose (parada da atividade
biologica normal) sont le plus souvent cycliques et surviennent

1’apanage regulier de certaines generations du cycle annuelcoinme
de l’espece . . .”

No Phlebotomus pappatasii, pelo contrario, a astenobiose ou
torpor espontaneo independente dos abaixamentos de temperatura
6 irregular na sua aparisao: em uma dada postura, alguns ovos (as
vezes a maioria deles) dao origem a larvas ativas que evoluem ate
a fase do imago em menos de um mes, ao passo que outros ovos,

identicas condisoes experimentais, dao origem a larvas que,
chegadas no 4 ° estadio, atingem o crescimento maximo e tem a sua
evolusao subitamente interrompida, ao enves de pupar, ficando em
estado de torpor durante meses. Trata-se, pois, nao de uma hiber-
nasao verdadeira, mas de uma pseudo-hibernasao.

Estudando o ciclo evolutivo do Phlebotomus whitmani em con-
disoes experimentais tivemos a oportunidade de observar, alem do
retardamento da evolusao condicionado pelo abaixamento de tem-
peratura, como atras assinalamos, o fenomeno da astenobiose em
larvas no 4.° estadio.

Segundo pudemos deduzir das nossas investigasoes, alias pou-
co numerosas, o Phlebotomus whitmani pertence ao tipo fisiologico

em



Art. IE94 PAPlSIS AVULSOS

dos insetos het'erodinamicos: enquanto certos individuos ativos evo-
luem regular e rapidamente de ovo a imago outros individuos da
mesma geragao, chegados ao 4.° estadio larval, tern a sua evolugao
subitamente interrompida ficando em estado de torpor durante um
periodo mais ou menos longo. Esta heterodinamia, como no Phle-
botomus pappatasii, e aciclica, isto e, a astenobiose ocorre irregu-
larmente em alguns individuos de uma deteTminada geragao.

Demais, o fenomeno da astenobiose ou torpor espontaneo e re-
lativamente raro e nao deve ser confundido com o fenomeno do'

retardo do desenvolvimento imposto pelos abaixamentos de tempe-
rature, que se observa em todas as fases do ciclo evolutivo, desde o
periodo de incubagao dos ovos ate o periodo pupal.

No quadro seguinte apresentamos os resultados das nossas obser-
vagoes.
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Astenobiose do P. whitmani

A . Temperature
em que

entraram

DuraqaoDataData da Temperature
durante3.*N.°da larva dadao.-C muda

(4.°estadio)
aem diapausa diapausapupa$aodiapausa

(265-1) a
(265-1) b
(265-1) c
(265-1) a
(265-1) e
(265-1) f
(265-1) g

110 dlas
113 ”

27-2-40 21,0-24,5°C. 18,5-25,5°C. 17-6-40
20-6-40
26-6-40

nao pupou
29-6-40
10-7-40
20-7-40

99 99 99 99

9911999 99 99 99

I. 99 99 99 99

121 dias
152 ”
162 ”

99 99 99 99

99 99 99 99

99 99 99 99

107 dlas
113 ”

7-7-40
13-7-40

(265-3) a
(265-3) b

21-2*-40 25-27°C 25-27°Cn I9 19 99 99V

96 dias
102 ”
103 ”
109 ”

6-6-40
12-6-40
13-6-40
19-6-40

nao pupou
30-6-40
15-6-40

(265-5) a
(265-5) b
(265-5) e
(265-5) d
(265-5) e
(265-5) f
(265>-5) g

2-3-40 21,0-24,5°C. 18,5-25,5°C.
99 9999 99

99 T-9 99 •999

99 99 « 9999m
99 99- 99 99>9

120 M

136 ”
99 9999

99 99 99 9999

25-27°C 30-5-40
4-6-40

13-6-40
29-6-40

99 dias
103 ”
112 ”

25-27°C22-2-40(265-6) a
(265-6) b
(265-6) c
(265-6) d

99 9999 »»9*
IV 99 9*99 9999

9* 99 128 ”99 9»99

23-8-40
29-8-40
1-9-40

nao pupou
13-9-40

nao pupou
2-8-40

21-8-40
29-8-40

25-27°C 182 dias
188 ”
191 w

26-2-40 25-27°C(265-10) a
(265-10) b
(265-10) C
(265-10). d
(265-10) e
(265-10) t
(265-10) g
(269-10) hr
(265-10) i

99 9999 9999

99 9999 9999

9» 9*99 9999

99 99 203 diasV 99 9999

18,1-20,2°C.99 999»
99 161 dias

180 ”188 -99 99 9999

99 9999- 9999

99 999999

19,0-25,5°C. 31-7-40
4-8-40
5-8-40

11-8-40

123 dias
127 "
128 ”
134 ”

22,5-25,5°C.30-3-40(291-4) a
(291-4) b
(291-4) c
(291-4) d

99 9999 9%99

VI 99 9999 9999

99 9999 9999
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O exame do quadro anterior mostra' que a dura?ao da diapausa
pseudohibernal varia de 96 a 203 (3 a 7 meses aproximadamente).
A entrada em diapausa parece ser independent© da' temperatura:
larvas criadas tanto em estufa a 25 — 27° (Experiences II, IV e V)
como k temperatura do laboratorio (Experiencias I, III e VI) entra-
ram espontaneamente em estado de torpor pseudo-hibernal. A saida
da diapausa parece tambem ser independente da tempertaura: lar-
vas astenobioticas conservadas, tanto em estufa a 25 — 27° (Expe-
riencias II, IV e V) como a temperatura do laboratorio (Experien-
ces T. JIT e VT). em dado momento recuperaram a sua atividade
normal e sofreram a 4.a muda. Nao pudemos confirmar as observa-
nces de ROUBAUD (1927 e 1928) que, de suas experiencias com o
Phlebotomus pappatasii, conclue pela necessidade de um abaixa-
mento de temperatura de cerca de 10°C aquem do otimo (atermo-
biose) para que a evolu?ao das larvas em diapausa se de.

Ainda verificamos que a astenobiose parece nao ©star na de-
pendence do grau de humidade do meio: em igualdade de condi-
?oes algumas larvas entraram em diapausa enquanto outras tvolui-
ram normalmente. Demais, para a conserva$ao das larvas em aste-
nobiose nao 6 necessaria uma humidifica?ao intensa do meio e se
essicanao (anidrobiose) nao e indispensavel para a reativa?ao das
larvas em diapausa pseudo-hibernal.

Nossas investigates sdbre a astenobiose do Phlebotomus whit-
mani prosseguem e oportunamente resultados definitivos strao apre-
sentados. Desde ja, porem, podemos afirmar que a aparigao deste
curioso fenomeno, como ja assinalara ROUBAUD (1927 a) torna
muito irregular a marcha das culturas dos flebotomos em condi?oes
experimentais.

Morfologia dos ovos, larvas e pupas.
Morfologicamente os ovos, as larvas e as pupas do Phlebotomus

whitmani nao diferem dos estadios evolutlvos correspondentes do
Phlebotomus intermedius por nos estudados em trabalho anterior
(BARRETTO, 1940). Por esta razao, nos dispensamos de apresentar
microfotografias e desenhos.

R E S U M O

Relata o A. os resultados de investigates s6bre a biologia do
Phlebotomus whitmani Antunes e Coutinho, 1939 em laboratorio.
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Operando em condifoes diversas de temperatura e humidade
obteve para:

Periodos minimos de incubacao dos ovos
Periodos larvais minimos
Periodos pupais minimos

7 — 12 dials
19 — 44 ”

7 — 15 "

34 — 72 dias
Estuda a influencia da temperatura e da humidade sobre as di-

ferentes fases do ciclo evolutivo e chega a conclusao de que as con-
didoes mais favor&veis sao: temperatura de 25 — 27°C e humidade
do meio visinha do ponto de satura?ao. Nestas condi?oes verifica
para:
Periodo minimo de incubafao dos ovos . .

l.° estadio

TOTAL

7 dias

5 ”
4 ”
4 ”
6 ”

992 °Periodo larval minimo: 19 dias 3.° 99

994.o

8 ”Periodo pupal minimo .
34 diasTOTAL .

Estuda ainda o fenomeno da astenobiose apresentado pelas lar-
vas em 4.° estadio concluindo que:

1) — 0 Phlebotomus whitmani pertence ao tipo fisiologico dos
insetos heterodinamicos.

2) — A heterodinamia e aciclica.
3) — 0 fenomeno da astenobiose 6 pouco frequente.
4) — A dura^ao da diapausa pseudo-hibernal varia de 96 a 203

dias.
5) — 0 fenomeno da astenobiose ou torpor espontaneo e inde>-

pendente das condi?oes exteriores de temperatura e humidade-.
C) A apari?ao do torpor espontaneo constitue um impecilho

da marcha regular das culturas do flebotomo em condi(des expe-
rimentais.

Assinala, enfim, que a morfologia dos ovos, das larvas e das pu-
do Phlebotomus whitmani 6 identica a dos estadios evolutivo?

correspondentes do Phlebotomus intermedius.pas
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S U M M A R Y

In this paper, the author gives the results of investigations on
the biology of Phlebotomus whitmani Antunes & Coutinho, 1939- unr
der experimental conditions.

Operating under various temperature and humidity conditions
he obtained for:

Minima incubation periods of eggs
Minima larval periods
Minima pupal periods

7 — 12 days
10 — 44 ”

7 — 15 ”
34 — 72 daysTOTAL .

He studies the influence of temperature and humidity on the
different phases of the evolutive cycle, and' verifies that the most
favorable conditions are : temperature — 25-27°C, and humidity near
saturation limit. Under these conditions, he obtained for:

7 daysMinimum incubation period of eggs.

[2d.
Minimum larval period: 19 days <

1 OClm

5 ”
4 ”
4 ”
6 ”
8 ”

If. instar
M

»

4th. ”
Minimum pupal period .

TOTAL . 34 days

He also studies the phenomenon of asthenobiosis showed by the
larvae in the 4th instar and concludes that:

1. — Phlebotomus whitmani belongs to the physiological type
of heterodynamic insects.

2. — Helerodynamy is acyclic.
3. — The phenomenon of asthenobiosis is unfrequent.
4. — The duration of asthenobiosis varies from 96 to 203 days.
5. — Asthenobiosis is independent of the external conditions

of temperature and humidity.
6. — Asthenobiosis embarrasses the normal evolution of cultu-res of this Phlebotomus under laboratory conditions.
Finally, the author shows that eggs, larvae and pupae of Phle-botomus whitmani are morphologically similar to the correspondent

instars of Phlebotomus mtermedius Lutz & Neiva, 1912.
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