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RESUMO

Peruzin MCJ. Analises comparativas populacionais de Culex quinquefasciatus de dois locais
do Estado de Sao Paulo [Dissertagdo]. Sdo Paulo: Instituto de Ci€ncias Biomédicas da
Universidade de Sdo Paulo; 2009.

O mosquito Culex quinquefasciatus tem grande importancia médica no mundo devido
a sua habilidade como vetor de arboviroses e filarioses. O principal fator limitante dos
métodos de controle populacional para Cx. quinquefasciatus ¢ a microevolucao dessa espécie,
fendmeno que freqiientemente resulta em aumento da sua resisténcia a inseticidas e da sua
tolerancia a poluicdo. No Estado de Sao Paulo existem duas populagdes vivendo sob
diferentes condi¢des ambientais. Uma delas, proxima ao Rio Pinheiros (PIN), estd sujeita a
alta poluicdo e aplicagdes de piretrdides e outra, em Pariquera-Acu (PAR), vive em local
semi-rural na auséncia de inseticidas. O objetivo deste trabalho foi investigar se essas
populacdes provenientes de ambientes distintos possuem polimorfismos genético-
morfologicos e se a populagdo PIN apresenta variagdes morfoldgicas ao longo do tempo. Os
parametros utilizados nas comparagdes foram morfometria geométrica alar, andlises do DNA
ribossomico (DNAr) e de cromossomos politénicos. Nao obtivemos sucesso na caracterizagao
cariotipica devido a pouca nitidez das bandas e interbandas. A morfometria geométrica de 286
asas de PIN, amostras coletadas em 2004 (PINO04) e 2007 (PINO7), e 150 asas de PARI,
amostras coletadas em 2008 demonstrou variagdes morfologicas. As duas populagdes PIN04 e
PINO7 revelaram alto dimorfismo sexual de forma e tamanho, sendo asas de fémeas maiores
que asas de machos em ambas as populagdes. A assimetria bilateral ndo ¢ significante para
tamanho e ¢ ténue para forma, sendo ligeiramente mais pronunciada em machos e em PINO7.
Os espécimes de PINO7 sdo maiores e mais assimétricos que PARI, fendmenos possivelmente
relacionados & maior disponibilidade de alimento e a continua exposicao a altos niveis de
inseticida, respectivamente. Andlises de DNAr revelaram padrdes equivalentes para PINO7 e
PARI. Em suma, supomos que o fluxo génico entre as populagdes geograficas pode ter
ocorrido até recentemente. Este estudo mostrou que € possivel ocorrer variagdo de tamanho e
forma de asas em Culicidae em um intervalo de tempo de trés anos. O préximo passo poderia
ser uma investigacdo aprofundada a respeito da relacdo entre variacdo geografica-temporal e
algumas de suas possiveis causas tais como poluicao e inseticida.

Palavras-chave: Culex quinquefasciatus; Morfometria geométrica alar; DNAr;
Microevolugdo; Culicidae; Pariquera-Acu; Rio Pinheiros.



ABSTRACT

Peruzin MCJ. Comparative populational analyses of Culex quinquefasciatus of two places of
State of S3o Paulo. [Master Thesis]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sdo Paulo; 2009.

The mosquito Culex quinquefasciatus has medical importance due to its ability of
vectoring arboviruses and filariases. Microevolution resulting in insecticide resistance is a
remarkable limiting factor for populational control of this species. In the State of Sdo Paulo
there are two populations under different environmental conditions. One, near Rio Pinheiros
(PIN), is subjected to pollution and pyrethroids applications and another, in Pariquera-Acu
(PAR), lives in a semi-rural place in the absence of insecticides. The objective of this work
was to investigate if these populations from different environments have genetic-
morphological polymorphisms and if PIN population exhibits morphological variations
during the time. Parameters used in the comparisons were wing geometric morphometrics,
ribosomal DNA (rDNA), and polytene chromosomes. Karyotypic characterization was
unsuccessful due to the poor definition of bands and interbands. Morphometrical analyses of
286 wings of PIN, collected in 2004 (PIN04) and 2007 (PINO7), and 150 wings of PARI,
collected in 2008, demonstrate morphological variations. The two populations PINO4 and
PINO7 revealed strong intrapopulational sexual dimorphism concerning shape and size, being
the wings of females larger than those of males in both populations. The wing asymmetry is
non-significant for size and tenuous for shape, being slightly more conspicuous in males and
in PINO7. The specimens of PINO7 are larger and more bilaterally asymmetric than PARI,
possibly due to higher food availability and to continuous exposition to high level of
insecticide, respectively. Analysis of rDNA revealed restriction patterns equivalent for PINO7
and PARI populations. Thus, one may suppose that gene flow may have occurred until
recently. This study showed that it is possible to occur size and shape variation of wings in
Culicidae in time intervals as short as three years. The next step would be to evaluate in depth
the relationship between geographical-temporal variation and some of possible causes like
pollution and insecticides.

Palavras-chave: Culex quinquefasciatus; Wing geometric morphometrics; rDNA;
Microevolution; Culicidae; Pariquera-Acu; Rio Pinheiros.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Familia Culicidae

Os culicideos, popularmente conhecidos como “mosquitos”, abrangem espécies tais
como Culex sp, Anopheles sp, e Aedes sp, que sdo responsaveis pela transmissdo de muitos
agentes etioldgicos de doencas infecciosas, como virus, protozoarios ou até metazodarios.
Esses insetos estdo entre os que causam maior impacto a saude publica no Brasil e em muitos
paises (Forattini, 2002). No mundo, j& foram descritas mais de 3.200 espécies de culicideos,
dentre as quais dezenas estdo envolvidas na transmissdo de infec¢des ou tém relevancia
médico-veterinaria (Ward, 1992; Munstermann ¢ Conn, 1997), tais como malaria, dengue,
febre amarela e filarioses, entre outras.

As fémeas das espécies vetoras de parasitas em geral sdo anautdgenas, ou seja,
dependem de complementos alimentares de aminoicidos e outras substincias para
desenvolvimento de seus ovariolos e ovocitos para reprodugdo. Para tal, praticam
hematofagia, sugando através de picadas o sangue de animais, entre eles o homem. Ao picar
animais infectados por parasitas, 0 mosquito ingere sangue contaminado e passa a hospedar
esses parasitas, os quais, freqiientemente, possuem a capacidade de sobreviver no interior do
mosquito. No caso de mosquitos transmissores de arbovirus, ¢ ainda possivel que esses
vetores adquiram os parasitas a partir de sua progenitora, através de transmissao transovariana
(Rosen, et al., 1983). Uma vez que os mosquitos contaminados venham a picar outro animal,
os parasitas poderdo ser transferidos pelas pecas do aparelho bucal para esse novo doador do
sangue (Rey, 2001).

Além do grande nimero de doengas transmitidas por mosquitos, muitas delas em
condi¢des de endemias, freqlientemente surgem epidemias drésticas que em parte sdo devidas
a grande densidade populacional e velocidade de reproducdo e de dispersdo desses insetos
vetores. Dada essa realidade, estratégias para controle dos culicideos t€ém sido desenvolvidas e
aplicadas ha décadas. Como principais estratégias, podemos citar: o controle ambiental, que
visa, por exemplo, elimina¢do de criadouros para mosquitos (Forattini, 2002); o controle
quimico, que emprega substancias quimicas inseticidas como organofosforados, carbamatos,
piretroides e derivados de Bacillus thuringiensis (Forattini, 2002; Gill et al., 1992); e o

controle bioldgico, que utiliza predadores e parasitdides dos mosquitos além de culicideos
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estéreis ou transgénicos (Benedict e Robinson, 2003; Marrelli, et al., 2006; Speranca e

Capurro, 2007).

1.2 Microevolucdo em Culicidae

Os métodos de controle dos culicideos apresentam eficacias diversas dependendo da
situacdo em que sdo empregados, e freqlientemente enfrentam como fator limitante a
microevolucdo dos mosquitos. Entende-se por “microevolugdo” o conjunto de alteragdes
evolutivas ocorridas em niveis taxonOmicos infra-especificos, como por exemplo, em
populagdes (Futuyma, 1997; Ridley, 2003). Processos microevolutivos sofridos pelas
populacdes de mosquitos podem, em poucas geragdes, promover fixacdo de caracteres que
lhes conferem adaptacdes, como resisténcia a inseticidas, aumento da tolerancia a poluicao,
etc. (Hemmingway e Karunaratne, 1988; Lenormand, et al., 2000; Donnely, et al., 2002). Por
tal razdo, o estudo aprofundado de padrdes e processos microevolutivos ¢ uma questao central
para o aprimoramento de estratégias de controle de mosquitos.

Processos microevolutivos geralmente compreendem fendmenos como variagdes
alélicas quantitativas ou qualitativas, amplificagdes génicas e rearranjos cromossomicos, 0s
quais ocorrem dinamicamente em populagdes como resultado da conjunc¢do de fatores bidticos
e abioticos. Esses processos produzem padrdes genotipicos, fenotipicos e cariotipicos, cuja
manuten¢do depende da atuacdo da selecdo natural e da deriva genética. Ao longo do tempo
evolutivo, influenciados também pela atuacao do fluxo génico, tais processos podem culminar
em diferenciacdo ou convergéncia desses padrdes nas entidades bioldgicas envolvidas
(Futuyma, 1997; Ridley, 2003).

A dinamica evolutiva das populagdes de Culicidaec é peculiar devido a diversas
caracteristicas bioldgicas deste grupo, como comentado a seguir. Culicideos em geral
apresentam flutuacdes populacionais amplas e freqiientes, e seu ciclo de vida ¢ influenciado
por condigdes ambientais instaveis como temperatura, regime pluviométrico, disponibilidade
de colegdes hidricas e pela presenga humana (Hayes, 1975; Kovats, 2000; Forattini, 2002;
Ahumada, et al., 2004). Soma-se a isso o fato de reproduzirem-se em geragdes rapidas,
podendo completar um ciclo de vida em poucos dias. Essas propriedades em conjunto
resultam freqiientemente em répida evolucao de suas populagdes.

Um exemplo que ilustra tal velocidade evolutiva € a espécie Cx. quinquefasciatus, que
mostrou-se capaz de ampliar significativamente sua resisténcia a inseticidas em poucos anos
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(Wirth e Georghiou, 1999; Yebakima, et al., 2004). Esse tipo de resisténcia esta bem
documentada, como mostra, por exemplo, o trabalho de Labbé, et al. (2007), onde foi feita
uma revisdo dos ultimos 40 anos da evolucdo da resisténcia a inseticidas em CX. pipiens.
Ainda nessa espécie, ha casos em que variagdes alélicas de isozimas foram detectadas ao
longo de apenas oito meses, como ocorreu com populacdes no Estado da Florida, Estados
Unidos (Nayar, et al., 2003).

Algumas alternativas ao uso de inseticidas no controle populacional dessa e de outras
espécies de culicideos tém sido testadas nos ultimos anos. Uma alternativa recente de controle
populacional de Cx. quinquefasciatus ¢ o uso de ninfas de odonata para predacdo das larvas
desse culicideo, conforme descrito por Mandal, et al. (2008). Wilke (2008) estudou o uso do
sistema RIDL (Liberagdo de Insetos Carregando Gene Letal Dominante) para controle de Cx.
quinquefasciatus. Além do manejo das populagdes de culicideos, outras estratégias de
controle de doengas veiculadas por esses insetos tém sido estudadas com énfase no agente
causador, abordando a interferéncia no desenvolvimento do parasita e formas de interagdo
com o mosquito vetor (Maciel, et al., 2008; Ghosh, et al., 2009).

Outra questdo importante na evolugdo de populacdes de mosquitos ¢ a diferenciacio
de populagdes geograficamente isoladas. E comum encontrar variagdes geogréaficas entre
populagdes de culicideos cuja distribuicdo geografica ¢ ampla e descontinua a ponto de
constituir barreiras ao intenso fluxo génico. Um exemplo de tal situacdo ¢ a variabilidade
genética encontrada nas diversas populagdes de Aedes aegypti ao redor do mundo (Powell, et
al., 1980). Outro exemplo de diferenciagdo populacional correlata com descontinuidade
distribucional geografica é o caso de duas populagdes de Cx. pipiens na cidade de Londres,
Inglaterra, uma delas habitante dos tlneis subterraneos do metrd e a outra habitante da
superficie, sendo que ambas guardam significativas divergéncias genéticas (Byrne e Nichols,
1999).

Para estudo da microevolugao, em geral adota-se como passo inicial a caracterizagao
de populagdes, as quais sdo descritas quanto a padrdes genéticos, morfologicos,
comportamentais, € comparadas ao longo de transectos geograficos ou temporais. Em um
primeiro momento, o conjunto de dados permite o reconhecimento de padrdes
microevolutivos, enquanto que com o acumulo de informagdes ao longo dos anos, existe a
possibilidade de observar processos microevolutivos. Uma vez que a velocidade de

espalhamento das variagdes genéticas ¢ altamente influenciada pela reproducao
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interpopulacional efetiva, estudos geralmente incluem estimativa de fluxo génico entre
populagdes, mesmo que semi-quantitativa (Roderick, 1996). E importante ressaltar que tais
estudos requerem cautela, j4 que nem todas as variagdes genotipicas e fenotipicas detectadas
possuem significancia evolutiva, pois muitas delas devem-se a variagdes fisiologicas ou
genéticas somaticas ndo-herdaveis.

A caracterizacdo populacional pode revelar populagdes tao diferenciadas a ponto de
serem consideradas espécies distintas. Tal interpretagdo pode ocorrer mesmo em casos
especiais, em que a diferenciacdo bioldgica ¢ desacompanhada de diferenciacdo morfologica
(Mayr, 1948). Nesses casos, tratar-se-4 de um complexo de espécies cripticas (do grego
“kryptos”: escondido, ndo-evidente). A existéncia de espécies cripticas tem uma problematica
especial em entomologia médica, ja que tais espécies, a despeito das semelhancas

morfoldgicas, podem apresentar capacidades vetoras e tolerancia a inseticidas distintas.
1.3 Abordagens multiplas para caracterizacdo populacional em Culicidae

Em uma caracterizagdo populacional, a abordagem simultanea de maultiplos
parametros comparativos pode fornecer maior robustez aos testes de hipoteses, tanto para
descri¢do de padrdes e processos microevolutivos, como para deteccdo de espécies cripticas.
Uma vez que os caracteres em uma espécie evoluem em taxas e velocidades diversas, a
utilizagdo de multiplos pardmetros permite o encontro do marcador cujo nivel de resolugdo ¢é
proximo do desejado, aumentando as chances de serem detectadas variagcdes fenotipicas e
genotipicas (Sene, et al., 1988; Reinert, et al., 1997; Rocha, 2005).

Além disso, abordagens multiplas geram maior base de dados, o que amplia as
possibilidades de detectarem-se correlacdes entre dados fenéticos, fisioldgicos, ecoldgicos,
etc. Um exemplo recente de como a multipla abordagem pode enriquecer a caracterizagao
populacional de dipteros, foi realizado com Anastrepha sorocula (Tephritidae), uma praga da
fruticultura brasileira (Rocha, 2005). H4 exemplos também em entomologia médica, como ¢ o
caso de populagdes de An. darlingi na América do Sul, que foram caracterizadas por isozimas,
RAPD, ITS2 e morfologia de ovos (Manguin, et al., 1999). Pode-se ainda citar o complexo
An. quadrimaculatus, cujos estudos envolveram caracteres morfologicos, cromossomicos,
genéticos, bioquimicos e ecologicos (Reinert, et al., 1997).

Existem inimeros pardmetros que podem ser utilizados como marcadores em estudos
de caracterizagdo populacional, entre eles dados moleculares (DNAmt, DNAr, introns de
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genes nucleares, microssatélites, isozimas), dados cromossdémicos diversos (nimero,
rearranjos, localizacdo de genes in situ) e dados morfoldgicos ndo-notaveis (morfometria
tradicional ou geométrica de asas, ovos, etc.). Tais parametros devem ser empregados
preferencialmente em conjunto quando utilizados em caracterizagdes populacionais de
culicideos, de forma a diversificar a base de dados e favorecer a correlacdo entre os
parametros. Dentre eles, alguns sdo particularmente uteis em Diptera e serdo detalhados a
seguir: (1.3.1.) morfometria geométrica de asas, (1.3.2.) DNA ribossomico e (1.3.3.)

cromossomos politénicos.

1.3.1 Morfometria geométrica de asas

Populagdes podem eventualmente apresentar variacdes morfoldgicas ndo-notaveis a
observagao direta, como variagdes na razao entre multiplas dimensdes de uma determinada
estrutura corporal. Nesses casos, para deteccdo e quantificacdo de tais variagdes torna-se
necessario recorrer a abordagens alternativas, como as analises morfométricas. A morfometria
¢ a formalizagcdo matematica das dissimilaridades entre formas geométricas de objetos.

Um dos ramos da morfometria, a recentemente criada “morfometria geométrica”, ¢
uma ferramenta de alto poder de resolucdo que permite a comparacdo de padrdes corporais a
partir de caracteres multivariados, ou seja, considerando-se simultaneamente véarias
caracteristicas de uma estrutura corporal complexa (Rohlf, 1993; Monteiro e Reis, 1999). Na
coleta de dados para a morfometria geométrica sdo usados “pontos anatdomicos”, que sao
pontos de referéncia da estrutura corporal em estudo, em geral pontos extremos ou de
justaposicao de orgdos e tecidos. S3o tomadas entdo as suas coordenadas posicionais sobre
um plano cartesiano imagindrio que circunscreve a estrutura corporal, as quais sao
posteriormente ordenadas em tabelas de dados. A partir desses dados podem-se efetuar
estudos estatisticos da variacdo morfométrica, comparar a magnitude das variagdes, entre
outras abordagens (Bookstein, 1997; Rohlf, 1993; Monteiro e Reis, 1999).

Dentre os possiveis testes estatisticos, a analise das variaveis canonicas (VCs) fornece
uma descri¢ao das diferengas de forma entre grupos especificados a priori (populagdes p.
ex.), utilizando um conjunto de dados multivariados. Nessa andlise, ha reducao da
dimensionalidade dos dados, que passam a ser expressos como varidveis latentes
representadas em graficos bidimensionais. As varidveis canoOnicas sumarizam de modo
decrescente a magnitude das diferencas de forma entre os grupos em relagdo as existentes
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dentro dos grupos, ou seja a VC1 apresenta maior resolucao de discriminacao amostral que a
VC2, e assim por diante (Monteiro e Reis, 1999).

Outro teste possivel ¢ o do tamanho do centroide que permite deteccdo de
dissimilaridade ndo-alométrica de tamanho de estruturas. O centréide ¢ o ponto imaginario
que representa o centro geométrico da asa e ¢ determinado pela média dos valores posicionais
no plano cartesiano de todos os pontos anatomicos de uma mesma asa. O tamanho do
centroide ¢ um vetor que sintetiza todos os valores posicionais considerados no computo do
centroide. Formalmente, tamanho do centréide ¢ a raiz quadrada da soma dos quadrados das
distancias de cada ponto anatdmico ao centrdide. Na auséncia de alometria, essa ¢ a Unica
medida de tamanho que ndo se correlaciona com as varidveis de forma. O tamanho do
centroide, portanto varia com o tamanho da asa e ¢ uma forma de sumarizar o tamanho dessa
estrutura em uma Unica variavel.

Em suma, as principais propriedades da morfometria geométrica sao a possibilidade de
analises multivariadas, com multiplas varidaveis simultaneamente e a possibilidade de
recuperar informagdes de forma e tamanho independentemente. Conseqiientemente seu poder
de resolugdo ¢ alto e permite gerar diversos marcadores taxondmicos ou populacionais.

Em geral, em insetos as asas tém sido as principais estruturas-alvo de estudos
morfométricos, pois se prestam adequadamente a isso devido a sua forma predominantemente
bidimensional e o seu grande numero de caracteres: os pontos determinados pelo encontro de
nervuras alares. A morfometria geométrica permitiu, ao lado de outros marcadores,
caracterizar populagdes da mosca-das-frutas Anastrepha sororcula a partir de caracteres das
asas desses insetos (Rocha, 2005), as quais sdo indistinguiveis quando observadas
diretamente. Entre os insetos de interesse médico, ha o exemplo do hemiptero Triatoma
infestans, que revelou possuir uma estruturacdo populacional complexa, de acordo com
caracteres morfométricos alares (Schachter-Broide, et al., 2004).

Para Culicidae, o uso das asas em estudos morfométricos ¢ particularmente
interessante, pois caracteristicas das asas freqiientemente correlacionam-se com outras
caracteristicas bioldgicas dos mosquitos ligadas a sua importancia médica, como capacidade
de voo, produgdo de sons alares de corte pré-copula, e até fecundidade (Brogdon, 1994,
1998).

A morfometria geométrica alar, que até recentemente ndo havia sido utilizada como

ferramenta taxondomica em Culicidae, foi pioneiramente empregada por um grupo de
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pesquisadores da Tailandia, que publicaram dois estudos utilizando essa ferramenta, em que
foi demonstrada varia¢do temporal (Jirakanjanakit, et al., 2008) e variagdo de forma e
tamanho (Jirakanjanakit, et al., 2007) em asas de Aedes aegypti. Esse tipo de ferramenta tem
se mostrado 1til tanto para o trabalho aqui apresentado quanto para o grupo Tailandés, e
talvez possa se tornar uma tendéncia em culicidologia.

Culex quinquefasciatus, uma espécie de ampla distribuicdo geografica e capaz de
explorar distintos ambientes, também tem sido um bom modelo de aplicacdo de morfometria
geométrica alar neste trabalho. Isso é evidenciado pelos resultados obtidos com o uso deste
parametro em populagdes de Cx. quinquefasciatus do estado de Sado Paulo (ver Resultados).

O emprego da morfometria geométrica alar em Culicidae tem permitido diversas
investigagdes, tais como: comparagdo entre populagdes geograficas e espécies cripticas,
avaliacdo de dimorfismo sexual alar, estudo de variagcdes temporais em cativeiro € na
natureza, investigacdo de assimetria alar, pesquisa de efeitos morfoldgicos da
presenca/auséncia de inseticidas, descoberta de caracteres diagndsticos de espécies, entre
outros (Jirakanjanakit, et al., 2007, 2008; Moratore e Suesdek, 2008). Algumas dessas

abordagens foram feitas no presente trabalho (Resultados).

1.3.2 Estudos do DNA ribossdmico

Estudos do DNA ribossomico (DNAr) constituem outra importante ferramenta de
diagnostico para espécies cripticas e populagdes divergentes, devido as peculiaridades desse
complexo génico (Hillis e Dixon, 1991; Roderick, 1996). As diferentes regides do DNAr,
como os genes ribossomais, os espacadores internos (ITS) e os espagadores intergénicos
(IGS) dispdem-se intercaladas e apresentam-se em centenas de coOpias no genoma. Essas
regioes evoluem em diferentes velocidades e, devido a essa diversidade de taxas evolutivas,
podem revelar relagdes filogenéticas em diversos niveis taxondmicos (espécies, familias,
filos) dependendo da regido estudada (Hillis e Dixon, 1991).

Embora os genes ribossomais sejam altamente conservados, ou seja, evoluem
lentamente em muitos taxa, os espacgadores internos ITS e os externos IGSs evoluem
rapidamente ¢ podem apresentar-se divergentes entre espécies ou populagdes. Apesar da alta
velocidade de variagdo dos espagadores ITS e IGS, as suas multiplas copias in tandem tendem
a evoluir de forma semelhante dentro de uma mesma populagdo, devido a acdo de
mecanismos conhecidos como “evoluciao em concerto” (Dover, 1982).
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O efeito da evolugdo em concerto em homogeneizar as multiplas copias dos
espacadores de DNAr intrapopulacionalmente, associado com a tendéncia a rapida
divergéncia de suas seqiiéncias entre populagdes, conferem a esses espacadores a propriedade
de bons marcadores moleculares espécie-especificos ou populacio-especificos. Uma vez que
a intensidade de fluxo génico ¢ diretamente proporcional a similaridade dos espacadores entre
as populagdes, o estudo populacional comparativo desses marcadores pode acusar auséncia de
fluxo génico, um fato importante na identificagdo de processos de divergéncia populacional
ou até de especiagao.

Os espagadores de DNAr podem ser caracterizados por andlise de restricdo por
endonucleases. Quando polimorfismos do DNA ribossdomico abrangem sitios reconhecidos
por endonucleases de restricdo, os fragmentos de restricdo sdo polimoérficos, e podem ser
evidenciados por hibridacao e “Southern-blot” com sondas de DNAr 45S, como demonstrado
para populagdes da mosca-das-frutas Anastrepha sororcula (Rocha, 2005) e do complexo An.
gambiae s.l. (McLain e Collins, 1989).

Além disso, andlise de espagadores de DNAr por seqiienciamento de DNA tem sido
largamente usada em diversos estudos envolvendo culicideos. Em anofelinos, os espacadores
mais utilizados para seqiienciamento sdo o ITS2, o qual tem se mostrado util também na
deteccdo de espécies cripticas (Rosa-Freitas, et al., 1998; Marrelli, et al., 1999; Collins e
Paskewitz, 1996; Gentile, et al., 2001; Marrelli, et al., 2005; Malafronte, et al., 2007) ¢ o
ITS1 (Bower, et al., 2008, 2009).

Em vista da grande utilidade dos caracteres do DNAr em estudos populacionais de
Anopheles, é primordial a extensdo dessa abordagem também a outros géneros com
representantes de interesse médico no Brasil, como Culex, Aedes, etc. Algumas espécies que
carecem deste tipo de estudo molecular estdo presentes nos centros urbanos do Estado de Sao
Paulo e estdo sujeitas a grandes pressdes seletivas que possivelmente interferem no curso de
sua evolug¢do, como poluigdo e inseticidas, como ¢ o caso de Cx. quinquefasciatus. Essa
espécie ja foi submetida a alguns estudos de DNAr em outras regides, como Africa e América
do Norte (Severini, et al., 1996), porém apenas recentemente populagdes do Estado de Sao
Paulo tém sido incluidas em estudos semelhantes empregando seqiienciamento do ITS2

(Marrelli, 2006) (comunicacio pessoal)'.

' Dr. Mauro Toledo Marrelli, departamento de Epidemiologia da Faculdade de Satide Publica de Sio Paulo,
2006.
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1.3.3 Anélise de Cromossomos Politénicos

Cromossomos politénicos sdo tradicionais objetos de estudos em Diptera,
principalmente em anofelinos. Tais cromossomos podem ser encontrados em glandulas
salivares e tubulos de Malpighi, sendo que a obtengao de boas preparagdes de politénicos em
alguns Culex e Aedes ndo ¢ tdo simples como em Anopheles ou nas tradicionais espécies de
moscas do género Drosophila.

Nos cromossomos sao analisadas as bandas e as interbandas, que sdo faixas
transversais conspicuas compostas pela justaposicao de cromdomeros e sdo distribuidas em
padroes de arranjo numérico e posicional especificos para cada cromossomo (McAbee et al.,
2007). Padrdes de bandamento dos politénicos quando polimoérficos entre populagdes podem
correlacionar-se com diversos fatores bidticos e abioticos, como latitude, longitude, altitude,
clima. Populagdes podem apresentar-se distintas quanto a polimorfismos de inversdes
cromossOmicas em curtos espagos de tempo, como estagdes climaticas do ano (Dia, et al.,
2000), ¢ em distancias geograficas pequenas e até simpatricas, como ocorre em Anopheles
gambiae s.s. em Mali na Africa (Touré, et al., 1994; Della-Torre, et al., 2002; Slotman, et al.,
2006).

Caracteres dos cromossomos politénicos podem também acusar resisténcias a
inseticidas e condigdes ambientais adversas. Algumas inversdes cromossOmicas em
Anopheles englobam genes que conferem resisténcia aos inseticidas Dieldrin® (organoclorado)
e DDT (Brooke, et al., 2002) e contribuem para a manutengao de seus alelos em heterozigose,
principalmente quando ha vantagens adaptativas do heterozigoto. Outro exemplo ¢ o de
alguns genes de resisténcia a inseticidas que se apresentam sob a forma de “pufes” de DNA
amplificado em que seu transcrito é superexpresso, como no caso das esterases que conferem
resisténcia a organofosforados em Culex quinquefasciatus e Culex pipiens (Nance, et al.,
1990; Tomita, et al., 1996).

Embora seja uma técnica tradicional no estudo de insetos, para algumas espécies como
Culex quinquefasciatus, sdo raros os estudos de cromossomos politénicos devido a grande
dificuldade de obtengdo. Alguns poucos exemplos de preparagdes foram realizadas por

Achary (1994), Zambetaki, et al. (1998) ¢ Campos et al. (2003a, 2003b).

? inseticida da classe dos organoclorados.
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1.4 A espécie Culex quinquefasciatus

A espécie Culex (Culex) quinquefasciatus Say, 1823 pertence a Subfamilia Culicinae,
Familia Culicidae, Ordem Diptera, Classe Insecta, Filo Arthropoda. Esse mosquito ¢ uma das
espécies integrantes do Complexo pipiens e ocorre nas regides tropicais e subtropicais sendo
considerado como culicideo cosmotropical (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002). Tem
habitos sinantropicos, pode reproduzir-se em criadouros artificiais e as fémeas sdo
hematofagas antropofilicas, e eventualmente ornitofilicas. Seus adultos e larvas podem
desenvolver-se tanto proximo ao homem em ambientes rurais como em ambientes poluidos
dos centros urbanos (Forattini, 2002). Outra caracteristica marcante de Cx. quinquefasciatus ¢
a sua capacidade de desenvolver resisténcia a inseticidas (Forattini, 2002; Nayar, et al., 2003;
Yebakima, et al., 2004).

Segundo Merrit, et al. (1992), as larvas de Cx. quinquefasciatus possuem o modo de
alimentagao do tipo coletor-filtrador (collecting-filtering). Essa via de alimentagdo apresenta
um mecanismo de filtragdo bem desenvolvido, com adaptagdes principalmente nos musculos
da faringe, tendo, apos a ingestdo, um seleto e pequeno contetido no estbmago, mesmo com o
meio externo sobrecarregado de substancias alimentares (Clements, 1999). Essa caracteristica
permite a sobrevivéncia da espécie em meios aquaticos poluidos. Tudo isso adicionado ao
fato de que a alimentagdo dos imaturos de Cx. quinquefasciatus se faz na coluna d’agua,
proxima a superficie do meio liquido, o que facilita a permanéncia destes em ambiente
anoxico.

Dentre as varias espécies de Culicidae de interesse médico no Brasil que requerem
estudos de caracterizagdo populacional mais aprofundados, pode-se destacar Cx.
quinquefasciatus. Essa espécie ¢ a principal vetora de filariose bancroftiana na regido
Neotropical, causada por nematdides dos géneros Wuchereria e Brugia, ¢ pode transmitir
arbovirus entre animais € humanos, como o virus do Nilo Ocidental (WNV), o agente
etioldgico de uma severa encefalite.

Em estudo recente foram encontrados individuos infectados com o0 WNV na Califérnia
(EUA) indicando que essa espécie ainda tem competéncia vetora (Reisen, et al., 2008). No
Estado da Florida (EUA) foi realizado um estudo monitorando a presenca dos virus WNV e
SLEV (Saint Louis Virus) em mosquitos € sua subseqiiente transmissdo pelos mosquitos.
Naquele estudo, 0 WNV foi detectado em Cx. nigripalpus, porém o SLEV nédo (Vitek, et al.,

2008).
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Cx. nigripalpus ¢ uma espécie que merece atengdo, pois aqui no Brasil também esta
associado ao Cx. quinquefasciatus, ocupando muitas vezes o mesmo nicho ecologico e
compartilhando diversas caracteristicas usadas para identificagdo taxondmica. Em Vidal, et al.
(2008), manuscrito submetido & Zootaxa® fizemos um estudo comparativo de caracteres alares
de Cx. nigripalpus ¢ Cx quinquefasciatus possibilitando a defini¢do de novos marcadores
diagnosticos para essas espécies, evitando que ambas sejam confundidas. Existe uma
preocupagdo de que Cx. quinquefasciatus possa vir a transmitir o virus WNV entre aves e
humanos aqui no Brasil, j& que este pais tem recebido aves migrantes de regides com presenga
de WNV e que sdo potencialmente hospedeiras desse virus (Luna, et al., 2003; Pauvolid-
Corréa e Varella, 2008).

A ocorréncia de Cx. quinquefasciatus nas regides biogeograficas é geralmente ampla,
descontinua e correlata a ocupacdo humana além de suas populagdes sofrerem variagdes
demograficas sazonais (Hayes, 1975; Lopes, 1997; Gakhar ¢ Vandana, 1996; Guimaraes, et
al., 2000; Forattini, 2002; Ahumada, et al., 2004). No Estado de Sdo Paulo, assim como em
outras regides biogeograficas, suas populagdes podem ser encontradas em grande parte dos
municipios vivendo sob diversas condi¢des ambientais. Tais caracteristicas distribucionais sao
tipicas de espécies que apresentam variagdo interpopulacional, o que evidencia a necessidade
de estudos direcionados a esse taxon.

Devido a essas propriedades bioldgicas, Cx. quinquefasciatus tem sido estudada em
diversas partes do mundo quanto a resisténcia a inseticidas, estrutura genética populacional, e
diferenciac¢do populacional (Nayar, et al., 2003; Corbel, et al., 2004; Yebakima, et al., 2004;
Daaboub, et al., 2008; Swain, et al., 2009). No entanto, apesar deste cenario, na América do
Sul os estudos populacionais envolvendo Cx. quinquefasciatus ainda sdo escassos. Ha um
estudo em andamento com essa espécie, cujas populagdes estdo sendo caracterizadas quanto a
variabilidade do ITS2 (Marrelli, 2006) (comunicac¢io pessoal)’. Neste laboratério, um dos
estudos em andamento analisa populagdes de Cx. quinquefasciatus quanto a caracteres alares

e de ovos (Moratore, 2009) (em fase de elaboragdo)’.

? Vidal PO, Peruzin MCJ, Suesdek L. New diagnostic characters for mosquitoes of medical interest: Culex
quinquefasciatus and Culex nigripalpus (Diptera: Culicidae). Manuscrito submetido a Zootaxa, 2008.
4 Dr. Mauro Toledo Marrelli, departamento de Epidemiologia da Faculdade de Satide Publica de Sio Paulo,
2006.
> Camila Moratore, Mestranda no Depto. de Parasitologia do Instituto Butantan, 2009.
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1.5 A situacdo de Cx. quinquefasciatus em dois municipios do estado de Sdo Paulo

No municipio de Sdo Paulo, a espécie ¢ muito abundante e responsavel por grande
incomodo ao homem. Nesta cidade ha populagdes do mosquito em area urbana préxima ao rio
Pinheiros (Zona Oeste da cidade) que estdo sujeitas a poluicdo intensa e a aplicacoes
periddicas de larvicidas (temefés — até junho de 2003 -, Bacillus sphaericus e Bacillus
thuringiensis) e adulticidas (lambdacialotrina — até dezembro de 2002 — e cipermetrina) feitas
pelo Centro de Controle de Zoonoses da prefeitura (Bracco, et al., 1997; Hibi, 2006
(comunicacdo pessoal)’; Parodi, 2008 (comunicagdo pessoal)’). Ainda no Estado de Sdo
Paulo, ha populagdes no municipio de Pariquera-Agu (Vale do Ribeira, Sul do Estado, a 150
km da capital) vivendo em ambiente semi-rural (transicional entre rural-urbano) e em
condigdes de auséncia de inseticidas (Forattini, et al., 1987).

Na regido do Vale do Ribeira, onde se situa o municipio de Pariquera-Acu, as
caracteristicas climdticas, topograficas e de cobertura vegetal da regido possibilitam a
existéncia e sobrevivéncia de uma densa e variada populag¢do de Culicidae nas areas habitadas
pelo homem. (Forattini, et al., 1978). Nas areas com elevada alteragdo de origem antrdpica,
Cx. quinquefasciatus, encontra-se entre as espécies mais freqiientes, proximo a habita¢des
humanas (Forattini, et al., 1987). O Vale do Ribeira registrou a ocorréncia de surtos de
encefalite a partir dos primeiros meses de 1975 até 1978. Segundo Forattini, et al. (1978)
admitindo-se a hipdtese de que esse surto tenha sido causado por uma arbovirose, deve ser
considerada a responsabilidade vetora de mosquitos Culicidae.

Ja no municipio de Sdo Paulo, o rio Pinheiros constitui um criadouro fértil de Culex
quinquefasciatus e representa um enorme desafio ao CCZ da prefeitura local (Natal, et al.,
2004). Segundo o Boletim Técnico da Secretaria do Meio Ambiente, do Estado de Sdo Paulo
(SMA, 2002), as aguas do rio Pinheiros possuem niveis elevados de temperatura e sais
minerais, como resultado da decomposi¢ao da matéria organica e industrial constantemente
despejada no seu leito. Como conseqiiéncia, os dados de qualidade da agua do rio apontam
auséncia de oxigénio dissolvido, o que as caracterizam como sendo anoxicas. A estagnagao
das aguas do rio Pinheiros o torna ainda mais poluido e seu leito mais raso, permitindo a
rapida proliferacdo de mosquitos adaptados a esse tipo de ambiente, como CXx.

quinquefasciatus.

6 Sumire Hibi, Centro de Controle de Zoonoses, Sdo Paulo, 2006.
" Eunice Santos M. Parodi, Centro de Controle de Zoonoses, Sio Paulo, 2008.
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Durante décadas, o leito e as margens do rio Pinheiros passaram por uma série de
aplicagdes de produtos quimicos para o controle da populagdo de mosquitos. A partir da
década de 40, foram aplicados inicialmente produtos da classe dos organoclorados e a seguir
os organofosforados e piretroides (Bracco, et al., 1997). Atualmente, o controle desse
mosquito tem sido feito com base em inseticidas quimicos e bioldgicos. Segundo informagdes
coletadas no CCZ (Parodi, 2008, comunicacio pessoal)®, no ano de 2002 usava-se o larvicida
organofosforado temefos até meados de 2003, quando se iniciou a aplicacdo de Bacillus
sphaericus granulado para controle de larvas, utilizado até hoje. No periodo de novembro
2005 a margo 2006 foi feita a rotagdo com Bacillus thuringiensis para evitar resisténcia. Os
adulticidas usados no Rio Pinheiros de 2002 a 2008 incluem os piretroides lambdacialotrina,
até dezembro de 2002, e cipermetrina.

Segundo dados do Relatdrio de qualidade das dguas interiores no Estado de Sao Paulo
(CETESB, 2007), os indices de qualidade dos principais rios metropolitanos em 2007
mostraram-se comprometidos pelos lancamentos de esgotos sanitarios acima de sua
capacidade de suporte. No entanto, a avaliagio temporal dos Gltimos dez anos da DBO’
indicou sua diminui¢do em trechos do Rio Pinheiros, devido a acdes de controle de carga
poluidora executadas em conjunto pela CETESB, SABESP e prefeitura de Sao Paulo.

Nao se sabe a magnitude da diferenciacdo genético-morfoldgica ou se ha fluxo génico
entre as populagdes de Pinheiros e Pariquera-A¢u. Também ndo se sabe se a populacdo de
Pinheiros, submetida a grande stress ambiental sofreu modificagdes morfolégicas durante o
tempo e nem se essas populagdes possuem variagdes morfoldgicas intrapopulacionais. O que
foi desenvolvido no presente trabalho ¢ um estudo de caracterizacdo populacional de Cx.

quinquefasciatus nesses dois municipios do Estado de Sado Paulo.

8 Eunice Santos M. Parodi, Centro de Controle de Zoonoses, Sdo Paulo, 2008.
? Demanda Bioquimica de Oxigénio
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2 OBJETIVO

Comparagdo de populagdes de Cx. quinquefasciatus visando responder as seguintes
perguntas:

1. Existe diferenciagdo genético-morfoldgica entre a populacdo urbana sujeita a
alta poluicdo e a aplicagdes de inseticidas (Pinheiros) e a populacao de ambiente semi-rural
menos poluido e livre de inseticidas (Pariquera-Agu)?

2. Existe variacdo intrapopulacional nessas populacdes?

3. Existe variagdo morfologica temporal entre duas populacdes de Pinheiros
coletadas no mesmo local, porém com diferencga de trés anos (entre 2004 ¢ 2007)?

Parametros bioldgicos para comparagdo populacional de Cx. quinquefasciatus:

* Morfometria geométrica das asas.

* DNA ribossdmico — variabilidade de sitios de restri¢ao.

» Cromossomos politénicos
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e armazenamento dos exemplares

Exemplares de Cx. quinquefasciatus foram coletados em dois locais : I- no municipio
de Sao Paulo, em uma area urbana na regido do Rio Pinheiros, proximo a Usina Elevatoria de
Traicao (23° 35'S, 46° 41' W) e II- no municipio de Pariquera-Acgu (24° 30’ S, 47° 50’ W), em
uma area semi-rural (Fig. 1 e 2). Os dados de coleta estdo listados na tabela 1. Algumas
amostras ja haviam sido coletadas antes do inicio deste projeto (ver A6T1 na tabela 1). O
esfor¢o de coleta foi realizado pelas equipes da Dr”. Ind Kakitani, do Dr. Delsio Natal e da
Dr®. Maria Anice Mureb Sallum, professores da Faculdade de Satide Publica da USP, e pela

biologa Sumire Hibi, do Centro de Controle de Zoonoses de Sao Paulo.

Figura 1 - Mapa do estado de Sdo Paulo, com as cidades de Pariquera-Agu e Sdo Paulo destacadas em vermelho.
Localizacdo do estado no pais indicada no canto inferior esquerdo da figura. Modificado de:
http://www.igc.sp.gov.br/
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Figura 2 - Imagens dos locais de coleta. Acima, imagens de Pariquera-Agu: a esquerda foto aérea da cidade
(Fonte: http://www.pariquera.com.br) e a direita imagem capturada de uma vala onde sdo langados
esgotos domésticos, local tipico de reprodugdo de Culex quinquefasciatus (Fonte:
http://www.cprm.gov.br/ gestao/ppga valedoribeira). Abaixo, imagens do Rio Pinheiros: a esquerda
foto aérea do Canal Pinheiros (Fonte: http://www.emae.sp.gov.br/canais.htm) e a direita imagem
com mais detalhes da margem do rio, proximo a estacio Hebraica-Rebougas (Fonte:
http://www.estacoesferroviarias.com.br/).
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Tabela 1 - Siglas e dados de coleta das amostras populacionais de Cx. quinquefasciatus e seu respectivo uso.

MG = Morfometria geométrica, CP = Cromossomos politénicos, DNAr = DNA ribossomico.
* = machos ou fémeas

N° de
Sigla Registro de Data coleta Procedéncia especimes Uso
coleta
3 Q
PINO4 | A6T1 MARCO/2004 35 35 MG
PINO7 | A23T1-T3 MAIO/2007 100 100 MG/ CP/
RIO DNA r
PINHEIROS
A38T1 MARCO/2008 15% CpP
PINO8
A45T1 AGOSTO/2008 40* DNAr
A33T1-T3 150* MG
DEZ/2007
A34T1-T2 40* CP
PARI A22T1-T3 ABRIL/2007 PAR;%JJ: RA- 150 150 CP/DNA T
A36T1 FEV/2008 3 13
MG
A40T3 ABRIL/2008 0 30

As larvas (Fig. 3) foram coletadas diretamente nas cole¢des hidricas, trazidas vivas em
recipientes com agua e mantidas a 20 °C com fotoperiodo natural, até transformarem-se em
larvas de 4° instar e/ou pupas. Para andlise cromossémica, foram utilizadas essas larvas e
pupas, frescas ou conservadas em liquido fixador Carnoy (3 partes de etanol absoluto / 1 parte
de 4cido acético).

Mosquitos adultos machos e fémeas (Fig. 4) foram capturados com aspiradores
entomologicos. Parte desse material foi armazenado em nitrogénio liquido (-190 °C) e outra
parte foi conservada em ambiente seco com naftalina. Esses adultos conservados foram
usados respectivamente para as analises do DNA ribossdmico e para morfometria geométrica

alar.
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Figura 3 - Culex quinquefasciatus em estadio larval 4.

Figura 4 - Culex quinquefasciatus fémea adulta.
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3.2 Analise morfométrica de asas

Os métodos de morfometria geométrica seguiram em linhas gerais os empregados por
Rocha (2005). As asas direita e esquerda de machos e fémeas foram montadas com resina
sintética Entellan entre lamina-laminula para andlise morfométrica. Imagens dessas asas
foram capturadas através de camera fotografica digital Leica 320 acoplada a um microscopio
estereoscopico Leica S6. Foram analisados ao menos 64 individuos (32 machos e 32 fémeas)
de cada populagao, PINO4, PINO7 e PARI (Tab. 1), sendo metade fémeas e metade machos,
com excecdo da amostra PINO7, que apresentou menos de 32 fémeas. Para este grupo
especifico foram utilizados 26 exemplares de fémeas.

Sobre essas imagens, € com o auxilio do “software” TpsDig v. 2 (Rohlf, 2005), foram
tomadas as coordenadas posicionais de cada um dos 18 pontos anatdomicos sobre um plano
cartesiano (Fig. 5). Sobre esse dados foram computados os tamanhos de centrdide e as
variaveis candnicas e as distancias de Mahalanobis, com o auxilio dos programas de
computador TpsUtil 1.26 (Rohlf, 2004), TpsRelw 1.36 (Rohlf, 2003a), TpsRegr 1.28 (Rohlf,
2003b) e Statistica 7.0 (StatSoft, 2004).

Figura 5 - Acima, foto da asa de um exemplar de Culex quinquefasciatus. No meio, asa digitalizada com 18
pontos de encontro das nervuras marcados em vermelho e numerados. Abaixo, conformagdo alar
obtida com a ligagdo dos pontos.
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3.2.1 Tamanhos de Centréide

Os tamanhos de centroides e a construcdo dos graficos descritores dos centrdides
foram obtidos com o auxilio dos programas de computador TpsRelw 1.36 (Rohlf, 2004) e
Statistica 7.0 (StatSoft, 2004), e utilizados nas comparacdes intra e interpopulacionais das
amostras. Com o auxilio do programa de computador Graph Pad InsStat, analises estatisticas
bicaudais ao nivel de rejeicao 0,05 foram utilizadas nas comparacdes baseadas nos tamanhos
dos centrodides.

Para testar a normalidade das distribuicdes amostrais foi empregado o teste de
Kolmogorov-Smirnov e, para as amostras de distribuicdo normal e variancias nao
homogéneas, utilizou-se o Teste T paramétrico com corre¢do de Welch, que ¢ o adequado
para esse tipo de distribuicdo. Para comparagdes multiplas de tamanhos de centréide foi

utilizada a analise de variancia ANOVA e teste post-hoc de Tukey-Kramer.

3.2.2 Variaveis Canobnicas

As varidveis candnicas foram obtidas com o auxilio dos programas tpsRelw 1.36 ¢
Statistica 7.0 e empregadas em comparacdes intra e interpopulacionais. Tabelas de “relative
warps” (Rohlf, 2003a), que sdo valores posicionais dos pontos anatdmicos, foram geradas no
programa tpsRelw para cada comparacdo e utilizadas no programa Statistica para a analise
candnica. Dentre as varidveis candnicas geradas em cada comparagdo, apenas a primeira e
segunda (VC1 e VC2) foram consideradas para interpretagio, ja que essas sdo, por defini¢ao,
as mais informativas (Monteiro e Reis, 1999).

Diagramas de deformagdo alar em grades foram construidos com a regressdo dos
componentes de forma sobre os valores da varidvel candnica da respectiva comparagdo
pareada, com o auxilio do programa tpsRegr (Rohlf, 2003). Agregados a esses diagramas de
grades, para representar a distribuicdo dos individuos em funcao da varidvel candnica, foram
feitos graficos de dispersdo de pontos ou histogramas. Estes graficos ou histogramas ilustram
as caracteristicas bioldgicas avaliadas: assimetria alar bilateral, dimorfismo sexual e

diferenciagdo populacional.

35



3.2.2.1 Teste de diferenga temporal-geogréafica

Como as amostras PARI e PINO7 utilizadas para analises morfométricas foram
coletadas em estagdes climaticas e em anos diferentes (ver Tab. 1), foi realizado um teste
probatdrio considerando as variaveis de forma alar, para poder legitimar a analise do resultado
dessa comparacdo. O objetivo do teste foi verificar se a variavel “tempo” ¢ mais importante
do que a geografica para diferenciar essas populacionais.

O teste comparativo foi feito em trés etapas. Primeiramente foi realizada uma
comparagao entre amostras populacionais de Pinheiros (A23T2) e de Pariquera-Acu (A40T3),
coletadas em maio de 2007 e abril de 2008, respectivamente. Em seguida, & amostra A23T2
foram adicionadas cinco asas de espécimes provenientes de Pinheiros com data de coleta em
agosto de 2008 (A45T1). Esse conjunto amostral foi identificado como A23T2+A45T1, e foi
comparado com a amostra A40T3. A ultima etapa desse teste foi incluir os espécimes de
A45T1 dentro da amostra de Pariquera-Agu (A40T3), grupo nomeado A40T3+A45TI, e
comparar esse grupo com A23T2. Foi inserido propositadamente individuos de Pinheiros no
conjunto amostral de Pariquera para verificar se os dois grupos a serem comparados se
aproximavam um do outro, indicando assim a maior afinidade entre os espécimes de
Pinheiros, mesmo de épocas diferentes. Essa tltima comparagdo teve portanto, o objetivo de
verificar a importancia da diferenciacdo geografica em contraposicdo a diferenciacio
temporal, j& que as amostras de Pinheiros (A23T2 e A45T1) tinham entre si 15 meses de
diferenca e a amostra de Pariquera-Ac¢u (A40T3) tinha diferenca de 11 meses para A23T2 ¢ 4
meses pra A45T1. Para cada comparagdo foi construido um histograma multiplo e a distancia

de Mahalanobis foi calculada.

3.2.3 Distancias de Mahalanobis

Foram efetuadas comparagdes entre as amostras mediante o calculo das distancias de
Mahalanobis seguindo o método de Ligacdo Completa, através do programa Statistica 7.0,
conforme empregado por Nascimento (2005) e Rocha (2005). Distancias de Mahalanobis
entre as amostras populacionais foram organizadas em tabelas e por sua vez convertidas em
fenogramas de ligagdo simples expressos em distancias Euclideanas. Essa forma de analise ¢
em geral adequada para comparacdes multiplas, pois embora seja uma distancia linear,

semelhante a distancia Euclideana, ¢ medida entre pontos num espago multidimensional.
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3.3 Anélise do DNA ribossémico
3.3.1 Extracdo de DNA gendmico

Adultos e larvas das amostras populacionais A23T1 (Rio Pinheiros) e A22T2
(Pariquera-Acu) foram utilizados para extracdo de DNA gendmico e andlises de DNA
ribossdmico. A extragdo de DNA foi feita isoladamente para cada individuo, segundo o
método de Jowett (1986), com modificagdes, como descrito a seguir.

Os individuos conservados em nitrogénio liquido foram macerados em solucdo de
homogeneizagao [Tris-HCl 10 mM (pH= 7.5), NaCl 60 mM, EDTA 50 mM]. Aos
homogeneizados foi adicionada a solucdo de lise [SDS 1,25%, Tris-HCI 0,3 M (pH = 9,0),

EDTA 0,1 M, sacarose 5%, proteinase K a 100 pg/ml]. A mistura foi incubada a 65 °C por 1

hora para “lise” das células e clivagem das proteinas em peptideos menores pela proteinase K.
. . ~ o . r . ~
Prosseguiu-se com uma incubagdo a 4 C por 45 min. e logo apds uma centrifugagio a

12.000 ga 4 °C. Apos a centrifugacao formaram-se duas fases na mistura. O precipitado, que
contém peptideos, foi descartado e o sobrenadante contendo 4cidos nucléicos e sais foi
transferido para outro microtubo e misturado com o dobro de seu volume (2 volumes) de
etanol 100% para a precipitagdo do DNA. Apods cinco minutos de incubagdo a temperatura
ambiente, as amostras foram novamente centrifugadas a 12.000 g a temperatura ambiente, por
5 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 1 ml de etanol 70%,
e assim as amostras foram submetidas a uma ultima centrifugacdo a temperatura ambiente e
12.000 g por 5 minutos.

O precipitado foi seco e ressuspendido em 20 pl de H20 milli-Q (Millipore) para cada

o .
amostra, que foram entdo armazenadas a -20 C. Para eliminar o RNA, as amostras de DNA

recém-extraido foram tratadas com RNAase (Ribonuclease A, Sigma) a uma concentragao

final 100 pg/ml por 1 hora a 37 °C.
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3.3.2 Eletroforese de DNA

Eletroforeses de DNA foram realizadas para conferir a eficiéncia das extracdes de
DNA e apos a digestdo com endonuclease de restricdo. Foram utilizadas cubas horizontais
com solu¢cdo TAE 1X como tampao de corrida, que foi de aproximadamente 30 minutos sob
tensdo elétrica de 60 V e corrente de 60 mA constantes, conforme recomendado por
(Sambrook, et al., 1989). A cada amostra de DNA aplicada em gel, foi adicionado como
tampao de amostra uma solucdo contendo 0,015% azul de bromofenol, 0,015% de
xilenocianol e 30% de glicerol a uma concentragdo final de 20%. Os géis foram corados com
SyBr safe (Life Technologies) a concentracdao 1X e foram fotografados em fotodocumentador

digital UVP sob irradiag¢do Ultravioleta de 300 nm.
3.3.3 Obtencédo e marcacao da sonda heteroespecifica

O fragmento de DNAr “Dm238” foi usado como sonda na etapa de hibridacdo apds
“Southern-blot” em membrana, assim como utilizado em Rocha (2005). Este fragmento
representa uma unidade repetitiva completa do DNAr 45S de D. melanogaster , a qual
apresenta a seguinte seqiiéncia de genes e espacadores no sentido 5°-3": 18S - ITSI - 5.8S -
ITS2 - 2S - ITS3 - 28S — NTS.

A unidade Dm238 tem sua seqiiéncia de bases descrita no banco mundial de dados
genéticos GenBank (www.ncbi.nih.gov), sob o codigo de acesso M21017 e esta clonada sob a
forma do plasmideo pDm238 inserido em células de Escherichia coli DH5a, conforme
descrito por Tautz, et al. (1988). Estoques de E. coli DH5a contendo o plasmideo pDm238
utilizadas neste trabalho estdo armazenados em 50% de glicerol a temperatura de —80 °C.

Culturas de E. coli DH5a contendo pDm238 foram estabelecidas a partir de amostras
de 10ul da suspensdo-estoque e inoculadas em frascos contendo 3 ml de meio de cultura LB
sob selegdo de antibidtico ampicilina (10 pg/ml), que foram incubados a 37 °C por 15 horas
sob agita¢do constante, segundo procedimento-padrdo de clonagem (Sambrook, et al., 1989).

Apbs a incubagdo, os plasmideos pDm238 foram extraidos das células DH5a com o
“kit de miniprep” Concert Plasmid Preparation (Invitrogen, USA). O plasmideo pDm238 foi
submetido a clivagem com a endonuclease ECORI, o que permitiu a liberacdo do inserto

Dm238, de tamanho aproximado de 12 kb. A mistura de reagdo de restri¢ao contendo inserto e
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plasmideo separados foi submetida a eletroforese em gel de agarose para recuperagao do
inserto, que foi eluido de gel através do “kit” Concert Gel Extraction (Invitrogen, USA).

A sonda para hibridac¢des foi marcada com biotina através da utilizagdo de “primers”
randomicos (“kit Bioprime DNA labelling system” - Life Technologies). Para obtencdo de

cada amostra de 2,0 ug de sonda biotinilada, cerca de 50 ng de inserto Dm238 foram

utilizados e ao final a sonda foi armazenada em soluc¢do aquosa a temperatura de —20 °C.
3.3.4 Clivagem com endonuclease, Southern-blot e hibridacao

Nos experimentos de “Southern blot” amostras de DNA de Cx. quinquefasciatus
(A23T1 e A22T2) foram utilizados como DNA-alvo. DNA gendmico destas espécies foi
clivado com EcoRI, Alul, HindIII e Rsal separadamente ¢ foi submetido a eletroforese. Apds
a eletroforese, o DNA do gel foi desnaturado através da imersdo do gel em solu¢dao NaCl 1,5
M, NaOH 0,5 N, logo ap6s foi neutralizado em solugao Tris HC1 IM (pH 7,4), NaCl 1,5 M e
por fim foi transferido para uma membrana de “nylon” (Pall) conforme a metodologia
"Southern blot" de transferéncia capilar em condigdes neutras (Sambrook, et al., 1989). A
fixacdo do DNA a membrana foi feita por aquecimento no forno microondas durante 1 a 2
minutos.

Os procedimentos de pré-hibridagao, hibridagao e detecg¢ao foram feitos, com algumas
modificacdes, conforme recomendado pelo fabricante do sistema de detec¢do de sinal de
hibridagdo em membranas por reacdo de fosfatase alcalina seguida de detec¢do por
colorimetria kit KO661 (Fermentas).

Os passos que incluiam hibridagdes, incubacdes e lavagens da membrana foram
realizados em garrafas de hibridagdo "Schott". A pré-hibridagéo foi feita por 2 horas a 42 °C e
para cada cm” de membrana foram usados 0,1 ml de solugio de pré-hibridagdo, composta de
formamida a 50%, SSPE 6X, solugdo de "Denhardt" 5X, 1% SDS, DNA de esperma de
salmdo a 20 pg/ml desnaturado por aquecimento em banho Maria a 70 °C.

A hibridagio foi feita de 10 a 18h, a 42 °C, e foram utilizados 100 ng de sonda Dm238
para cada 1 ml de solugdo de hibridacdo. A sonda foi desnaturada na propria solugdo de
hibridagdo por aquecimento em banho Maria a 68 °C. Para cada cm® de membrana foram
utilizados 0,1 ml de solugdo de hibridagdo, cuja formulagdo é: dextrana-sulfato a 10%,
formamida a 50%, SSPE 6X, solu¢do de "Denhardt" 5X, 1% SDS, DNA de esperma de

salmao a 20 pg/ml.
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As temperaturas e concentragdes das solucdes utilizadas nas lavagens pos-hibridagao
foram realizadas em condi¢des de alta estringéncia, recomendadas para hibridagcdes DNA-
DNA em que ¢ prevista similaridade alta entre as seqiiéncias da sonda e do DNA alvo
(Sambrook, et al., 1989). Em cada lavagem, para cada cm’ de membrana foram usados 1,5 ml
de solugdo de lavagem, conforme descrito a seguir: 1* e 2* lavagens, SSC 2X ¢ SDS 0,1%
(temp. ambiente por 10 min.); 3* ¢ 4* lavagens, SSC 0,1X ¢ SDS 0,1% (65 °C por 20 min.).
Alguns testes foram feitos em menor estringéncia nas 3" e 4* lavagens tendo sido SSC 0,5X e

SDS 0,1% (65 °C por 20 min.).
3.4 Analise cromossomica

Pupas jovens com torax transparentes e larvas de 4° instar foram dissecadas em
solucao Ringer, quando frescas, e seus tibulos de Malpighi foram removidos. Preparagdes de
cromossomos politénicos de tibulos de Malpighi de Cx. quinquefasciatus foram obtidas com
base no método de Campos, et al. (2003a), com modificagdes como descrito a seguir. Tubulos
de Malpighi foram transferidos para laminula siliconizada e macerados com gota de agua
destilada e logo apds corado com aceto-orceina a 2% por 2-5 min. As células do tibulo de
Malpighi foram dissociadas em mistura de acido lactico a 85% e acido acético a 100%
(propor¢ao 1:1) por 10 minutos. Entdo ao final, foi realizado esmagamento entre lamina-
laminula.

Alternativamente, pupas e larvas de 4° instar armazenadas em fixador Carnoy a 4 °C
por até 6 meses foram utilizadas para obtengdo de cromossomos politénicos. O mesmo
método descrito acima foi utilizado também nesse caso, porém substituindo-se Ringer por
H,O destilada.

As preparacdes de cromossomos foram analisadas sob fotomicroscopio de luz Nikon
acoplado a uma camera digital Leica 320. Foram realizadas e analisadas aproximadamente 80

preparacoes.
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4 RESULTADOS

4.1 Morfometria Geométrica Alar
4.1.1 Tamanho

Os tamanhos de centrdéide de cada espécime encontram-se listados na tabela 2.
Resultados de testes estatisticos estdo nas tabelas 3 e 4. Descrigdes estatisticas da distribuicao
dos tamanhos de centrdides como valores médios, desvios-padrdo e valores extremos

encontram-se nas figuras 6 e 7 e na tabela 5.

4.1.1.1 Comparacdes Intrapopulacionais de Tamanho

Existe dimorfismo sexual significativo de tamanho alar. As asas de fémeas sdo
maiores que as asas de machos nas trés populacdes e essa diferenga de tamanho ¢ significativa
segundo analise de varidncia ANOVA e teste post-hoc de Tukey-Kramer (p<0,001) (Tab. 3 e
Fig. 6). O valor médio do tamanho de centrdide para machos variou de 2,48 mm em
Pariquera-Agu a 2,81 mm em Pinheiros 2007. Para fémeas a média variou de 2,85 mm em
Pariquera-Agu a 3,54 mm em Pinheiros 2007 (Tab. 5).

Os estudos de assimetria bilateral de tamanho alar, através da analise do tamanho de
centroide, mostraram nao haver diferenca significativa entre asas direitas e esquerdas de

machos e fémeas das trés populagdes amostradas. (Fig. 7 e Tab. 4).

4.1.1.2 Comparacdes Interpopulacionais de Tamanho

As comparagdes interpopulacionais de tamanho revelou que a populagdo PINO7 possui
maior tamanho médio alar que as outras duas populacdes, tanto entre as fémeas como entre os
machos (Fig. 6). Os maiores valores registrados para tamanho de centrdide em um espécime
foi em PINO7, sendo de 3,83 mm em uma fémeas e¢ de 3,06 mm em um macho. A amostra
PARI possui o menor tamanho alar, com valores médios de 2,85 mm para as fémeas e 2,51
mm para os machos, asas direitas (Tab. 5). A amostra PINO4 possui tamanho médio alar
intermediario entre PINO7 e PARI. Nota-se com essa comparagdo que a populagdo da regido
de Pinheiros registrou um aumento de tamanho dos espécimes em um intervalo de trés anos
(Fig. 6). Diferenga de tamanho ¢ significativa (p<0,01) em quaisquer comparacgdes

interpopulacionais dois a dois, separadas por sexo (Tab. 3).
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Tabela 2 - Tamanhos de centrdide de cada espécime em milimetros. Todas as populagdes com machos, fémeas,

asas direitas e asas esquerdas amostradas separadamente.

PINO4 | PINO4 | PINO4 | PINO4 | PINO7 | PINO7 | PINO7 | PINO7 | PARI | PARI | PARI | PARI
FD FE MD ME FD FE MD ME FD FE MD ME
3,01 3,00 2,38 2,42 3,30 3,28 2,56 2,50 246 | 250 | 2,15 2,16
3,06 3,07 2,50 2,48 338 3,30 2,62 2,58 249 | 251 231 2,18
3,17 3,11 2,51 2,51 3,40 338 2,62 2,59 269 | 272 | 2734 2,28
3,18 3,16 2,53 2,53 3,43 3,40 2,63 2,62 272 | 273 | 237 2,29
3,20 3,18 2,53 2,54 3,43 3,40 2,67 2,64 2,72 | 273 | 239 2,29
3,20 3,20 2,55 2,57 3,43 3,42 2,68 2,64 2,72 | 273 | 239 2,30
3,20 3,20 2,55 2,57 3,45 3,42 2,69 2,67 273 | 273 | 241 2,36
3,20 321 2,56 2,58 3,47 3,45 2,72 2,68 276 | 2,74 | 241 2,37
321 3,23 2,57 2,58 3,50 3,45 2,74 2,71 2,79 | 2,77 | 244 237
321 3,24 2,57 2,58 3,51 3,45 2,74 2,71 2,79 | 280 | 245 237
321 324 2,58 2,59 3,52 3,48 2,75 2,71 280 | 281 | 245 237
3,23 3,25 2,58 2,59 3,53 3,49 2,76 2,73 2,81 | 281 2,45 2,39
3,23 3,26 2,58 2,59 3,53 3,52 2,77 2,75 2,82 | 281 | 247 2,40
3,04 327 2,59 2,59 3,56 3,53 2,77 2,75 282 | 282 | 247 2,43
3,25 3,27 2,59 2,59 3,57 3,54 2,77 2,77 283 | 2,82 | 248 2,44
3,25 327 2,60 2,60 3,57 3,54 2,79 2,77 283 | 282 [ 249 2,45
3,25 3,28 2,60 2,60 3,57 3,54 2,80 2,77 284 | 282 | 250 2,46
3,26 328 2,61 2,61 3,57 3,56 2,80 2,77 285 | 282 | 250 2,47
3,26 3,28 2,61 2,62 3,58 3,56 2,82 2,77 285 | 2,83 | 252 2,47
3,26 3,29 2,61 2,62 3,59 3,56 2,82 2,79 286 | 284 | 253 2,48
327 3,30 2,62 2,62 3,62 3,56 2,83 2,80 286 | 286 | 254 2,49
3,28 331 2,62 2,63 3,65 3,59 2,83 2,81 2,87 | 286 | 255 2,50
3,29 3,34 2,63 2,63 3,66 3,63 2,85 2,82 287 | 2.86 | 257 2,50
3,29 3,34 2,63 2,64 3,70 3,66 2,85 2,82 2,89 | 2,88 | 2,59 2,52
3,30 335 2,63 2,64 3,77 3,71 2,86 2,82 290 | 2,88 | 2,59 2,54
3,30 337 2,64 2,65 3,83 3,79 2,87 2,83 290 | 2.80 [ 259 2,54
331 337 2,64 2,66 2,87 2,83 2,90 | 2,90 | 2,60 2,56
3,33 338 2,65 2,66 2,87 2,84 291 | 290 | 261 2,57
3,33 3,40 2,65 2,66 2,87 2,85 295 | 2091 2,61 2,57
3,35 3,42 2,66 2,66 2,88 2,87 296 | 294 [ 263 2,60
3,36 3,42 2,67 2,67 2,89 2,87 296 | 294 | 2,63 2,60
3,37 3,44 2,69 2,67 2,92 2,87 297 | 295 | 2,69 2,60
3,38 3,46 2,72 2,68 2,93 2,87 298 | 296 [ 273 2,60
3,39 3,46 2,75 2,69 2,93 2,89 298 | 296 | 278 2,63
341 3,47 2,75 2,72 2,94 2,90 300 | 298 2,65
341 2,78 2,72 2,94 2,90 301 | 2,99 2,75
3,42 2,75 2,99 291 300 | 2,99 2,76
3,42 2,76 3,00 291 3,03 | 3,00 2,79
3,45 2,80 2,92 3,02
3,64 2,93 3,03

2,94
2,95
2,99
3,00
3,03
3,06

42



Tabela 3 - Resultados da aplicagdo de Teste de compara¢des multiplas post-hoc de Tukey-Kramer, para
tamanhos de centroide, apds analise de variancia ANOVA (Fig. 6). Somente asas direitas nessa
analise. Quando p<0,05, a variag@o entre as médias populacionais é significativa. Valor de p: ***
= extremamente significativo, ** = muito significativo.

Comparac6es de tamanho alar: dimorfismo
sexual Valor de p
PINO4 FD X PINO04 MD HokH P<0,001
PINO7 FD X PINO7 MD Rk P<0,001
PARI FD X PARI MD *okk P<0,001
Comparac6es de tamanho alar: Valor de
interpopulacional b
PIN04 FD X PINO7 FD *okk P<0,001
PIN04 FD X PARI FD Rk P<0,001
PINO4 MD X PINO7 MD ko P<0,001
PINO4 MD X PARI MD *k P<0,01
PINO7 FD X PARI FD HokH P<0,001
PINO7 MD X PARI MD Rk P<0,001
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Tabela 4 - Resultados da aplicagdo de Teste de comparagdes multiplas post-hoc de Tukey-Kramer, para
tamanhos de centrdide, apos analise de variancia ANOVA (Fig. 7). Comparagdo entre asas direita
e esquerda. Acima, comparagdes entre asas de fémeas. Abaixo, comparagdes entre asas de machos.
Quando p > 0,05, a variagdo entre as médias populacionais ndo ¢ significativa.

Assimetria bilateral de tamanho alar

Comparac6es de tamanho alar Valor de p

Asas de Fémeas

PINO4 FD X PINO4 FE ns P>0,05
PINO7 FD X PINO7 FE ns p>0,05
PARI FD X PARI FE ns p>0,05

Asas de Machos

PINO4 MD X PINO4 ME ns p>0,05
PINO7 MD X PINO7 ME ns p>0,05
PARI MD X PARI ME ns p>0,05
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Figura 6 - Tamanhos de centrdide das trés populagdes com machos e fémeas indicados separadamente. Somente
asas direitas. FD= fémeas asas direitas, MD= machos asas direitas. Analise de varidncia ANOVA:
p<0,0001, extremamente significativo. Teste post-hoc de Tukey-kramer: p<0,01, diferenca
significativa para os pares de comparagdes com significado bioldgico (ver tabela 3).

45



3.8

36|

3.4

3.2}

3.0}

28|

Tamanhos de Centroide — Assimetria bilateral:
Fémeas

2.6

P

3.0

29}

2.8 |

2.7 F

2.6 |

25}

2.4

2.3

= Média
[ ] MédiatErroPadrio
"1 MédiatDesvioPadrio

PINO4 FD
PINO4 FE
PINO7 FD
PINO7 FE
PARI FD
PARI FE

Tamanhos de Centroide — Assimetria bilateral:

Machos
(= ][=]
| ]
Ty

~ o o u o u = Média
<§r <§r E E = =2 [ MédiatErroPadréo
3 2 S 2 o % Média+DesvioPadréo
o o o o o

Figura 7 - Assimetria bilateral de tamanho alar das trés populagdes. Acima, representadas as asas de fémeas.

Abaixo, as asas de machos. FD= fémeas asas direitas, FE= fémeas asas esquerdas, MD= machos
asas direitas, ME= machos asas esquerdas. Teste post-hoc de Tukey-kramer: p>0,05, diferenga ndo
significativa para os pares de comparagdes com significado bioldgico (ver tabela 3).
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Tabela 5 - Estatistica descritiva com valores de média, minimo, maximo e desvio padrdo para tamanhos de
centroide de cada conjunto amostral indicado.

Amostra N Média Minimo Maximo [Desvio Padréo
PINO4 FD 40,00 3,28 3,01 3,64 0,11
PINO4 FE 35,00 3,29 3,00 3,47 0,11
PINO4 MD 36,00 2,61 2,38 2,78 0,08
PINO4 ME 39,00 2,62 2,42 2,80 0,07
PINO7 FD 26,00 3,54 3,30 3,83 0,12
PINO7 FE 26,00 3,51 3,28 3,79 0,12
PINO7 MD 38,00 2,81 2,56 3,00 0,11
PINO7 ME 46,00 2,81 2,50 3,06 0,12
PARI FD 38,00 2,85 2,46 3,03 0,13
PARI FE 40,00 2,85 2,50 3,03 0,12
PARI MD 34,00 2,51 2,15 2,78 0,13
PARI ME 38,00 2,48 2,16 2,79 0,15
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4.1.2 Forma Alar

As comparagdes multivariadas de forma nas trés populagdes geraram variaveis
candnicas com as quais foram construidos histogramas e diagramas de deformacdes alares
para comparagdes pareadas (Fig. 8-24); graficos de dispersdao e dendrogramas de distancia
para comparagdes entre trés ou mais amostras populacionais (Fig. 25-27). Resultados dos
testes de reclassificacdo referentes as figuras 25 e 26 estdo na tabela 6. As comparagdes de

forma foram subdividas em intrapopulacionais e interpopulacionais.

4.1.2.1 Comparacdes Intrapopulacionais de Forma

As comparagdes intrapopulacionais encontram-se representadas nos graficos das
figuras 8-19. Analises de assimetria bilateral e dimorfismo sexual revelaram algumas
dissimilaridades descritas a seguir.

A andlise da assimetria bilateral de forma alar revelou baixa assimetria para machos e
fémeas em todas as populagdes analisadas: PINO4, PINO7 ¢ PARI (histogramas das figuras 8-
13). As dissimilaridades de forma entre asas esquerdas e direitas para cada populacdo estdao
representadas nos diagramas de grades associados aos respectivos histogramas.

O alto dimorfismo sexual encontrado nas trés populagdes esta representado nos
histogramas e nos diagramas de grades das figuras 14-19. Nao houve sobreposi¢cao amostral
de histogramas de machos e fémeas. Através da andlise de regressdo foram detectadas
dissimilaridades inconfundiveis entre as asas de machos e fémeas nas trés populagdes. Nos
diagramas de grades, observamos nas trés populagdes que a distancia entre os pontos 16-17 ¢
menor nas fémeas que nos machos, tanto em asas direitas (Fig. 14, 16 ¢ 18), como em asas

esquerdas (Fig. 15, 17 e 19).

48



4.1.2.2 Comparag0es Interpopulacionais de Forma

As comparagdes interpopulacionais estdo demonstradas nas figuras 20-27. As analises
revelaram significantes diferencas populacionais.

A comparagdo de forma alar entre PIN04 x PINO7, amostras coletadas no mesmo local
com diferenga de trés anos, revelou alta dissimilaridade. Essa diferenca populacional ¢ mais
acentuada nas fémeas que nos machos. O histograma multiplo de comparacdo entre os
machos revela algum grau de sobreposicao entre PINO4 e PINO7 enquanto que nas fémeas
nao ha sobreposi¢do. O diagrama de grades revela as principais diferencas na forma alar,
sendo as asas de Pinheiros 2007 mais longilineas que as de Pinheiros 2004 tanto para fémeas
como para os machos (Fig. 20 e 21). Na tabela 7 estdo apresentados os “relative warps”
(Rohlf, 2003a), que sdo dados intermedidrios na andlise de forma, criados a partir da
comparagdo entre PINO4-FD e PINO7-FD e que foram utilizados para gerar a varidvel
candnica que discrimina essas duas populagdes.

A analise da variavel candnica extraida da comparacao entre PINO7 e PARI revela alta
dissimilaridade entre essas formas alares. Nao ha sobreposi¢ao no histograma comparativo de
fémeas (Fig. 22) e ha pequena sobreposi¢do no histograma de machos (Fig. 23). A principal
diferenca populacional observada nos diagramas de grades ¢ o formato mais alongado das
asas de PINO7 tanto de fémeas como de machos (Fig. 22 e 23).

A comparacdo das trés amostras revelada em grafico bidimensional de dispersao, e
realizada separadamente para machos e fémeas, mostra presenga de dissimilaridades. Embora
haja grande area de sobreposicao € possivel visualizar a tendéncia de deformacao alar nos
diagramas de deformacdo nos diagramas de grades (Fig. 25 e 26). A asa da amostra
populacional PINO7, nas duas comparagdes (entre machos e entre fémeas), possui formato
mais alongado que as asas das outras duas amostras. Testes de reclassificagdo resultaram em
no minimo 80% de certeza nesta comparacao (Tab. 6).

O grau de proximidade entre uma populacdo e outra se da diferentemente quando sdo
considerados machos ou fémeas (Fig. 27). A populagdo PINO7 ¢ mais proxima de PINO4
somente para as fémeas. J& os machos de PINO7 situam-se mais proximos dos machos de
PARI. A figura 27 mostra que o dimorfismo sexual ¢ tdo alto comparado com as diferengas
populacionais que a distdncia de Mahalanobis foi maior entre machos e fémeas da mesma
populacao do que entre cada amostra populacional. Nessa analise nota-se também assimetria

bilateral mais pronunciada em amostras provenientes do Rio Pinheiros (PIN04 ¢ PINO7).
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4.1.2.2.1 Teste de diferenca temporal — geogréafica

A figura 24 mostra os histogramas resultantes dos testes comparativos entre Pinheiros
e Pariquera e as Distancias de Mahalanobis para cada comparagdo. Tanto a comparagdo
A23T2 x A40T3 como a A23T2+A45T1 x A40T3 resultaram em distribui¢des amostrais sem
nenhuma sobreposi¢do entre as curvas dos histogramas multiplos, indicando total separacao
entre o conjunto amostral de Pinheiros e de Pariquera, sendo as distancias de Mahalanobis
igual a 33,04 e 30,98, respectivamente. Ja na comparagdo A23T2 x A40T3+A45T1, na qual
inserimos amostras provenientes de Pinheiros no conjunto amostral de Pariquera, as curvas
dos dois histogramas de distribuicdo ficam ligeiramente sobrepostas, indicando maior
proximidade entre esses dois conjuntos amostrais, o que pode ser confirmado pelo valor da
Distancia de Mahalanobis (16,74 nesta ultima comparagao), conforme visto na figura 24. Esse
resultado indica a maior importancia da variacdo geografica sobre a variagdo temporal das

amostras populacionais de Cx. quinquefasciatus.

4.1.3 Repetibilidade das medidas utilizadas na coleta de dados para analise

morfométrica

Acrescentamos aqui uma analise de repetibilidade das medidas da coleta de dados para
analise morfométrica alar. Foram realizadas seis repeticdes de marcagdo de pontos
anatomicos, a unica parte dessa analise que envolve interferéncia manual.

Para isso, uma unica asa foi escolhida e foram marcados dois pontos anatdmicos em
cada repeti¢do. Os pontos escolhidos foram o0 2 e o 5 (ver Fig. 5), sendo o primeiro de mais
dificuldade de marcacdo correta devido as volumosas cerdas ao redor dele. A analise de

repetibilidade foi feita no programa Statistica 7.0.

Resultado do teste de repetibilidade:

A andlise de repetibilidade resultou em mais de 90% de confianca nas medidas
realizadas, que de acordo com ASQC/AIAG (1991) p. 127, indica que o desempenho do

sistema de medidas aqui utilizado ¢é aceitavel.
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Figura 8 - Anélise de assimetria bilateral alar nas fémeas da populacdo de Pinheiros 2004: comparacéo
entre asas esquerdas e direitas. Acima, histograma multiplo apresenta sobreposicdo entre o0s
dois conjuntos amostrais evidenciando pequena assimetria bilateral. A distribuicdo amostral
corresponde a esperada curva normal. Eixo X: varidvel candnica extraida da comparacdo entre
as multiplas variaveis de cada conjunto amostral. Eixo Y: A direita, nimero de amostras e &
esquerda, seu respectivo percentual. Abaixo, diagramas de grades obtidos a partir da regressdo
dos componentes de forma sobre os “scores” candnicos. Conformacdes alares representando as
variagBes maximas associadas aos extremos negativo e positivo da variavel candnica (eixo X).
1X = variagdo observada, 3X = variacdo aumentada em 3 vezes para melhor distin¢do visual.
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Figura 9 - Andlise de assimetria bilateral alar nos machos da populacdo de Pinheiros 2004. Acima,
histograma multiplo apresenta sobreposicdo e evidencia pequena assimetria. Eixo X =
varidvel candnica. Eixo Y = nimero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de
grades com as conformacdes alares que representam as variagdes maximas associadas aos
extremos negativo e positivo da variavel canbnica. 1X = varia¢do observada, 3X = variacao
aumentada em 3 vezes.
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Figura 10 - Andlise de assimetria bilateral alar nas fémeas da populag¢do de Pinheiros 2007. Acima,
histograma multiplo evidencia pequena assimetria bilateral. Eixo X: varidvel candnica.
Eixo Y: nimero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de grades com as
conformagdes alares que representam as variagbes maximas associadas aos extremos
negativo e positivo da varidvel canénica. 1X = variagdo observada, 3X = variagdo
aumentada em 3 vezes.
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Figura 11 - Andlise de assimetria bilateral alar nos machos da populacdo de Pinheiros 2007. Acima,
histograma mdltiplo evidencia pequena assimetria bilateral. Eixo X: variavel canonica.
Eixo Y: nimero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de grades com as
conformagBes alares que representam as variagdes maximas associadas aos extremos
negativo e positivo da variavel canfnica. 1X = variagdo observada, 3X = variagéo
aumentada em 3 vezes.
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Figura 12 - Andlise de assimetria bilateral alar nas fémeas da populacdo de Pariquera-A¢l. Acima,

histograma mdltiplo evidencia pequena assimetria bilateral. Eixo X: variavel candnica.
Eixo Y: nimero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de grades com as
conformagBes alares que representam as variagbes maximas associadas aos extremos
negativo e positivo da varidvel canbnica. 1X = variagdo observada, 3X = variacao
aumentada em 3 vezes.
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Anélise de assimetria bilateral alar nos machos da populagdo de Pariquera-Acu. Acima,
histograma multiplo apresenta pequena assimetria bilateral. Eixo X: variavel candnica.
Eixo Y: nimero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de grades com as
conformacdes alares que representam as variagdes maximas associadas aos extremos
negativo e positivo da varidvel canbnica. 1X = variagdo observada, 3X = variacdo
aumentada em 3 vezes.

56



PINO4 FD-MD

40% 16
35% | _ 114
30% - 112
25% f 1 ’} 110
20% 18
15% | - 16
10% t | 14
5% | 12
0% BINIBINIE I - ------\o

8-76-54-32-1012 345678

Figura 14 - Anélise de dimorfismo sexual alar na populagéo de Pinheiros 2004: comparagao entre machos e
fémeas. Somente asas direitas. Acima, histograma mdltiplo ndo apresenta sobreposicao
demonstrando alto dimorfismo sexual. Eixo X: varidvel canénica. Eixo Y: nimero de amostras e
seu percentual. Abaixo, diagramas de grades com as conformacfes alares que representam as
variagbes maximas associadas aos extremos negativo e positivo da variavel candnica. 1X =

variagao observada, 3X = variacdo aumentada em 3 vezes.
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Figura 15 - Analise de dimorfismo sexual alar na populagdo de Pinheiros 2004. Somente asas
esquerdas. Acima, histograma multiplo mostra alto dimorfismo. Eixo X: variavel
candnica. Eixo Y: nimero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de grades
com as conformacg0es alares que representam as variagdes maximas associadas aos
extremos negativo e positivo da variavel candnica. 1X = variagdo observada, 3X =
variacdo aumentada em 3 vezes.
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Figura 16 - Analise de dimorfismo sexual alar na populacdo de Pinheiros 2007. Somente asas direitas.
Acima, histograma mdltiplo demonstrando a existéncia de alto dimorfismo sexual. Eixo X:
variavel candnica. Y: nimero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de grades com
as conformacoes alares representando as variagdes maximas associadas aos extremos negativo e
positivo da variavel candnica. 1X = variagdo observada, 3X = variacdo aumentada em 3 vezes.
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Andlise de dimorfismo sexual alar na populagdo de Pinheiros 2007. Somente asas esquerdas.
Acima, histograma multiplo demonstra alto dimorfismo sexual. Eixo X: varidvel candnica. Eixo
Y: nimero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de grades com as conformaces
alares que representam as variagbes maximas associadas aos extremos negativo e positivo da
variavel candnica.1X = variagdo observada, 3X = variagcdo aumentada em 3 vezes.
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Figura 18 - Analise de dimorfismo sexual alar na populagdo de Pariquera-Acl. Somente asas direitas.
Acima, histograma maltiplo demonstra alto dimorfismo. Eixo X: variavel candnica. Eixo Y:
ndmero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de grades com as conformacdes alares
representando as variagdes maximas associadas aos extremos negativo e positivo da variavel
canbnica.1X = variagdo observada, 3X = variagdo aumentada em 3 vezes.
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Andlise de dimorfismo sexual alar na populacdo de Pariquera-Ag¢l. Somente asas esquerdas.
Acima, histograma multiplo demonstrando alto dimorfismo. Eixo X: variavel candnica. Eixo Y:
numero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de grades com as conformacdes alares
representando as variagdes maximas associadas aos extremos negativo e positivo da variavel
candnica. 1X = variacdo observada, 3X = variagcdo aumentada em 3 vezes.
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Figura 20 - Comparacao interpopulacional — temporal nesse caso especifico — entre fémeas das populagées

de Pinheiros 2004 e Pinheiros 2007. Somente asas direitas. Acima, histograma multiplo acusa
alta diferenciacdo temporal. Eixo X: varidvel candnica. Eixo Y: nimero de amostras e seu
percentual. Abaixo, diagramas de grades com as conformacgdes alares representando as
variagdes maximas associadas aos extremos negativo e positivo da varidvel can6nica. 1X =
variacdo observada, 3X = variagdo aumentada em 3 vezes. Testes de reclassificacdo com 100%
de acerto.
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Figura 21 - Comparagdo interpopulacional — temporal nesse caso especifico — entre machos das

populac6es de Pinheiros 2004 e Pinheiros 2007. Somente asas direitas. Acima, histograma
maltiplo com pequena sobreposigao entre as curvas acusa diferenciacdo temporal. Eixo X:
variavel canénica. Eixo Y: nimero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de
grades com as conformacdes alares representando as variagbes maximas associadas aos
extremos negativo e positivo da varidvel candnica. 1X = variacdo observada, 3X =
variacdo aumentada em 3 vezes.
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Figura 22 - Comparacdo interpopulacional entre fémeas das populacdes de Pinheiros 2007 e Pariquera-Agu.
Somente asas direitas. Acima, histograma multiplo acusa alta diferenciacdo interpopulacional.
Eixo X: varidvel canbnica. Eixo Y:nimero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de
grades com as conformacdes alares representando as variagdes maximas associadas aos extremos
negativo e positivo da variavel candnica. 1X = varia¢do observada, 3X = variacdo aumentada em
3 vezes.
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Figura 23 - Comparacdo interpopulacional entre machos das populagfes de Pinheiros 2007 e
Pariquera-Acu. Somente asas direitas. Acima, histograma multiplo com pequena
sobreposi¢do acusa diferenciacéo interpopulacional. Eixo X: varidvel candnica. Eixo Y:
nimero de amostras e seu percentual. Abaixo, diagramas de grades com as conformacdes
alares que representam as variagdes maximas associadas aos extremos negativo e
positivo da variavel candnica. 1X = variacao observada, 3X = varia¢do aumentada em 3
vezes.
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Figura 24 - Teste de diferenca temporal-geografica entre Pinheiros e Pariquera-Acu de diferentes épocas

de coleta. Ao lado, as Distancias de Mahalanaobis para cada comparacéo.
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Comparacéo Interpopulacional - Fémeas

Varidwvel Candnica 1 vs. Variavel Canénica 2
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Figura 25 - Dispersdo dos individuos fémeas amostrados em grafico bidimensional formado pelas

variaveis candnicas obtidas na comparacdo das 3 amostras populacionais de Cx.
quinquefasciatus indicadas na legenda. As elipses indicam intervalo de 95% de confianca.
Eixo X = variavel canbnica 1 (principal). Eixo Y = varidvel canbnica 2. Abaixo,

diagramas de grades de deformacdo alar

representando a variagdo maxima sobre cada

eixo, aumentada em trés vezes. FD = Fémea asa direita; VC= Variavel Canodnica.
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Comparacéo Interpopulacional - Machos

Variavel canbnica 1 vs. Variawel candnica 2
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Figura 26 - Dispersdo dos individuos machos amostrados em grafico bidimensional formado pelas
variaveis canbnicas obtidas na comparagdo das 3 amostras populacionais de Cx.
quinquefasciatus indicadas na legenda. As elipses indicam intervalo de 95% de confianca.
Eixo X = varidvel canénica 1 (principal). Eixo Y = varidvel candnica 2. Abaixo, diagramas
de grades de deformagdo alar representando a variagdo méxima sobre cada eixo,
aumentada em trés vezes. MD = Macho asa direita; VC= Variavel Canénica.
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Dendrograma de distancia
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Figura 27 - Dendrograma feito a partir de matriz de dissimilaridades com valores de distancia de
Mahalanobis entre as populac¢Bes. S&o consideradas asas direitas e esquerdas.
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Tabela 6 - Reclassificagdo das comparacGes interpopulacionais das trés populagBes simultaneamente.
Machos e fémeas separadamente (Figuras 25 e 26).

Matriz de classificacdo para as fémeas: classificacBes preditas na reclassificagdo

NUmero de individuos classificados

Porcentagem
correta PINO4 FD PINO7 FD PARI FD
PINO4 FD 80,00 32 3 5
PINO7 FD 88,46 3 23 0
PARI FD 92,10 1 2 35
Total 86,53 36 28 40

Matriz de classificacdo para os machos: classificacdes preditas na reclassificacdo

NUmero de individuos classificados

Porcentagem
correta PINO4 MD PINO7 MD PARI MD
PINO4 MD 86,11 31 4 1
PINO7 MD 89,47 4 34 0
PARI MD 85,29 2 3 29
Total 87,03 37 41 30




Tabela 7 - “Relative warps” gerados no programa TpsRelw e utilizados para a analise can6nica feita no
Statistica. Comparacéo interpopulacional entre PINO4-FD e PINO7-FD.

Varl Var2 Var3 Var4 Varb Var6 Var7 Var8 Var27 | Var28 | Var29 | Vvar30 | Vvar31l | Va32 | Var33
PINO4-FD | -1E-02 | 1E-02 | -2E-03 | -5E-03 | -9E-03 | -1E-03 | -7E-04 1E-03 | -7E-05 | -5E-04 | -2E-04 | 5E-05 | -3E-04 | -2E-05
PINO4-FD | 2E-02 | 2E-02 | -5E-03 | -9E-03 | -2E-03 | -1E-02 | -7E-03 2E-03 | 1E-03 | 6E-05 | 3E-04 | -3E-04 | -2E-04 | 2E-04
PINO4-FD | 2E-02 | -3E-03 | -1E-02 | 4E-03 | -6E-03 | -5E-03 | 6E-04 -6E-04 | -5E-04 | -3E-04 | 1E-03 | 3E-05 | -6E-04 ] -5E-04
PINO4-FD | 1E-02 | -1E-03 | 1E-03 | -2E-02 | -1E-02 | -5E-03 ] -9E-03 8E-04 | 8E-04 | 6E-04 | -5E-04 | 8E-04 | -6E-04 | -3E-04
PINO4-FD | 5E-03 | 3E-02 | -2E-02 | 1E-02 | 4E-04 | -1E-03 | 2E-03 -3E-04 | -6E-04 | 4E-04 | -4E-04 | -7E-04 | -1E-04 ] -6E-04
PINO4-FD | -1E-02 | -2E-02 | 1E-02 | -4E-03 ] -5E-03 | 6E-03 | 1E-03 -1E-03 | -8E-04 | -9E-04 | 3E-04 | -9E-04 | 5E-04 | -6E-04
PINO4-FD | -2E-02 | 1E-02 | -8E-03 | 6E-03 | -6E-03 | -3E-04 | -2E-03 -1E-03 | 6E-04 | 3E-06 | -6E-06 | 4E-04 | 3E-05 ] -1E-03
PINO4-FD | 2E-04 | -2E-03 | 6E-03 | -1E-02 | -5E-03 | -1E-03 ] -2E-03 4E-04 | -1E-04 | 1E-04 | 9E-04 | -8E-04 | 1E-04 | 1E-03
PINO4-FD | 2E-02 | 5E-03 | -2E-03 | -6E-03 | 1E-03 | 9E-03 ] -2E-03 -1E-03 | 4E-04 | -1E-03 | 9E-04 | 6E-04 | -2E-04 | 4E-04
PINO4-FD | -1E-02 | 6E-03 | -7E-03 | 1E-02 | -3E-04 | 2E-04 | -2E-02 -6E-04 | -5E-04 | -6E-04 | 7E-04 | 5E-04 | -1E-04 | 5E-04
PINO4-FD | -5E-04 | -1E-02 | -3E-03 | -7E-03 | -2E-03 | -5E-03 | 1E-03 1E-03 | 7E-04 | -1E-03 | -9E-04 | 9E-04 | -8E-05 | 8E-05
PINO4-FD | -7E-03 | -4E-03 | 2E-02 | 2E-02 | -8E-03 | -1E-02 ] -1E-03 -1E-03 | 1E-03 | -9E-04 | -1E-04 | -7E-04 | -6E-04 ] -8E-04
PINO4-FD | -2E-02 | 1E-02 | -6E-03 | -1E-03 ] -1E-03 | -4E-03 ] -6E-03 2E-04 | -5E-04 | -4E-04 | -7E-04 | 5E-04 | 6E-04 | -1E-04
PINO4-FD | -4E-03 | -1E-02 | 1E-02 | 7E-03 | -4E-03 | 4E-03 ] -4E-03 9E-04 | -3E-04 | -4E-07 | -8E-05 | -2E-03 | 4E-04 | -2E-04
PINO4-FD | 1E-02 | -2E-02 | -2E-02 | 7E-04 | -5E-03 | -8E-03 | -1E-03 3E-04 | -1E-03 | 5E-04 | 9E-04 | 6E-04 | -3E-04 | 2E-04
PINO4-FD | 1E-02 | 3E-03 | -1E-02 | 4E-03 | 4E-03 | -5E-03 ] -9E-03 6E-04 | 1E-03 | -3E-04 | 9E-04 | -3E-04 | 4E-04 | 8E-05
PINO4-FD | 7E-03 | 2E-02 | -5E-03 | 9E-03 | -8E-03 | 3E-03 ] -6E-04 -3E-04 | -2E-03 | -7E-04 | 4E-04 | -7E-04 | 9E-05 | 6E-04
PINO4-FD | 3E-02 | -2E-02 | 8E-03 | 8E-04 | -3E-03 | 3E-03 | 4E-03 -4E-04 | 2E-03 | -3E-04 | -8E-04 | -5E-04 | 1E-03 ]| 3E-05
PINO4-FD | 4E-02 | -9E-04 | -9E-03 | 2E-03 | -8E-03 | -8E-04 | 1E-02 -2E-03 | 7E-04 | -9E-05 | 5E-04 | 1E-04 | 3E-04 | 8E-04
PINO4-FD | 1E-02 | 6E-03 | 3E-02 | -1E-02 | -8E-04 | -2E-03 | -8E-03 -1E-03 | -9E-04 | -2E-04 | 6E-04 | -5E-04 | -1E-04 | -9E-04
PINO4-FD | 1E-02 | 2E-02 | 2E-02 | -1E-02 | 3E-03 | -6E-03 | 5E-03 6E-04 | -2E-03 | 1E-03 | -2E-03 | -5E-04 | -1E-03 | 7E-05
PINO4-FD | 8E-03 | -1E-02 | 2E-02 | -1E-03 | 7E-04 | -4E-03 | 1E-02 1E-04 | 6E-04 | 3E-04 | -3E-04 | -7E-04 | -1E-03 | 4E-04
PINO4-FD | 1E-02 | 2E-02 | 1E-02 | 2E-03 | 1E-02 | -1E-04 ] -2E-03 -7E-05 | 1E-03 | -4E-04 | -1E-03 | -7E-04 | -1E-04 | 1E-03
PINO4-FD | -2E-02 | -4E-03 | 8E-03 | 3E-03 | -6E-03 | -7E-04 | -6E-03 -3E-04 | 3E-04 | 7E-04 | 5E-04 | -2E-03 | 9E-04 | 3E-04
PINO4-FD | 3E-02 | 2E-03 | -2E-02 | -2E-02 | 7E-03 | 4E-03 | 2E-03 -2E-04 | 6E-04 | -6E-04 | -3E-04 | 3E-04 | -5E-04 | 5E-04
PINO4-FD | -1E-02 | 3E-02 | -5E-03 ] -3E-03 | 4E-04 | -2E-03 | 2E-02 2E-03 | 1E-03 | -8E-05 ] 2E-03 | 9E-05 | 6E-05 | -2E-04
PINO4-FD | 1E-02 | 1E-02 | -4E-03 | 7E-03 | -1E-02 | 1E-02 ] -6E-03 1E-03 | 9E-04 | 1E-03 | 3E-04 | 2E-04 | -1E-04 ]| 3E-04
PINO4-FD | 2E-02 | 2E-02 | 3E-02 | 2E-02 | 3E-03 | 1E-03 | 1E-03 -4E-05 | -2E-03 | -2E-04 | 3E-04 | 2E-03 | 4E-04 | 2E-04
PINO4-FD | -3E-02 | 2E-02 | 3E-02 | -2E-02 | -9E-03 | 1E-02 | 2E-03 -8E-04 | 1E-03 | 1E-03 | 1E-03 | 6E-04 | -4E-04 ] -2E-04
PINO4-FD | 4E-02 | 2E-02 | 3E-03 | 6E-03 | 8E-03 | -2E-03 ] -3E-03 -5E-05 | -2E-04 | -5E-04 | -3E-04 | -2E-04 | 6E-04 ] -9E-04
PINO7-FD | -5E-03 | -2E-02 | -2E-02 | -3E-03 | -8E-03 | 2E-03 ] -1E-03 -1E-03 | -2E-03 | -1E-03 | -4E-04 | 2E-04 | -6E-04 | -2E-04
PINO7-FD | -2E-03 | -2E-02 | 1E-02 | 8E-03 | 1E-02 | 4E-04 | -4E-03 3E-04 | -1E-04 | 7E-04 | 7E-04 | 5E-04 | 2E-04 | 8E-04
PINQ7-FD | -1E-02 | 2E-02 | -3E-03 | -2E-02 | 4E-03 | -2E-03 | -7E-03 8E-05 | -7E-05 | -5E-04 | -1E-03 | 8E-04 | 7E-04 | 3E-04
PINO7-FD | -2E-02 | 4E-04 | -8E-03 ] -6E-03 | 6E-03 | -1E-02 | 6E-03 -1E-03 | -1E-03 | 3E-04 | 1E-03 | 6E-05 | 1E-03 | 9E-04
PINO7-FD | -9E-03 | -OE-03 | -2E-03 | 7E-03 | 1E-03 | 1E-02 ] -3E-03 2E-04 | -1E-03 | -3E-04 | -5E-04 | -3E-04 | -4E-04 | 8E-04
PINO7-FD | 2E-02 | 4E-03 | -7E-03 | 6E-03 | -6E-03 | 3E-03 | 3E-03 -3E-04 | 5E-04 | 1E-03 | -1E-03 | 2E-04 | 8E-04 | -5E-04
PINQ7-FD | -2E-02 | -2E-02 | -2E-02 | -2E-02 | 6E-04 | 2E-03 | 4E-03 1E-03 | -1E-04 | -3E-04 | -5E-04 | -2E-04 | 1E-03 | -1E-04
PINO7-FD | -1E-02 | -1E-03 | 4E-03 | -1E-02 | 1E-02 | 3E-03 ]| 2E-03 4E-04 | -2E-03 | 3E-05 | -1E-04 | -5E-04 | -7E-04 | -4E-04
PINO7-FD | -9E-03 | -1E-02 | -8E-03 | 1E-02 | -1E-02 | 2E-03 ] -3E-03 7E-04 | 1E-04 | 1E-03 | -3E-04 | 2E-07 | -6E-04 | 1E-03
PINO7-FD | 5E-05 | -3E-02 | -1E-02 | 2E-04 | -2E-04 | 2E-03 | 2E-03 8E-04 | 6E-04 | -1E-03 | -2E-04 | 5E-04 | -5E-04 | 1E-05
PINQ7-FD | -2E-02 | 2E-02 | 2E-03 | 5E-03 | -2E-03 | 2E-02 | 5E-03 2E-04 | 2E-04 | 1E-04 ] -1E-03 | 8E-04 | 6E-04 | -3E-04
PINO7-FD | 6E-03 | -3E-02 | 1E-02 | 1E-02 | 3E-03 | -2E-03 | 4E-03 2E-03 | -7E-04 | 3E-03 | 3E-04 | 4E-04 | 2E-04 | -5E-04
PINO7-FD | 5E-03 | 1E-02 | -2E-02 ] -1E-02 | -2E-03 | 5E-03 ]| 5E-03 1E-03 | -9E-04 | 1E-04 | -4E-04 | -8E-04 | 2E-04 | -5E-04
PINO7-FD | -1E-02 | 3E-03 | 6E-03 | 1E-02 | 2E-03 | -1E-02 ] -4E-03 1E-03 | -3E-04 | -3E-04 | -9E-04 | 8E-04 | 1E-03 ]| 3E-04
PINO7-FD | -2E-02 | 1E-03 | 9E-03 | -1E-03 ] -9E-04 | -7E-03 | 3E-03 -1E-03 | -3E-05 | -4E-04 | -5E-04 | -2E-04 | -4E-04 | 6E-04
PINO7-FD | 5E-03 | -2E-02 | 1E-02 | -1E-02 | 7E-03 | -6E-03 | -6E-04 -1E-03 | 2E-04 | 8E-04 | -1E-04 | 4E-04 | 5E-04 | -2E-04
PINO7-FD | -1E-02 | -2E-02 | -4E-03 | -1E-02 ] -3E-05 | -1E-03 ] -6E-04 -3E-04 | 3E-04 | 6E-04 ]| -8E-04 | -1E-04 | 3E-04 | -2E-04
PINO7-FD | -8E-03 | -4E-03 | 7E-03 | -1E-03 | 5E-03 | 2E-03 ]| 8E-03 -3E-04 | 5E-04 | 3E-04 | 5E-04 | 6E-05 | 3E-04 | 4E-04
PINO7-FD | 6E-03 | -1E-02 | -1E-02 | -5E-03 | 7E-03 | 6E-03 ] -3E-03 -2E-04 | -1E-03 | 9E-04 | 1E-03 | 1E-03 | -4E-04 | -6E-04
PINO7-FD | -2E-02 | 4E-03 | -1E-02 | 6E-04 | 1E-02 | -1E-02 | -2E-03 -2E-03 | 2E-03 | 1E-03 | -1E-05 | 2E-04 | -9E-04 | -4E-04
PINO7-FD | 6E-03 | -2E-02 | 2E-02 | 2E-03 | 9E-04 | 1E-02 ] -3E-03 -4E-04 | 7E-04 | -5E-04 | -6E-04 | 9E-04 | -2E-04 ] -2E-04
PINO7-FD | -1E-02 | -1E-02 | 2E-03 | 2E-02 | -1E-03 | -8E-03 | 1E-02 5E-04 | 5E-04 | -6E-04 | -3E-04 | 2E-04 | -7E-05 | -6E-04
PINO7-FD | 8E-03 | 7E-03 | -2E-02 | 2E-03 | 1E-02 | 7E-03 ] -7E-03 -9E-04 | 5E-04 | 1E-03 | 1E-04 | -1E-03 | 6E-04 | -6E-04
PINQ7-FD | -4E-03 | -4E-03 | 1E-02 | 4E-03 | 8E-03 | 3E-03 | 1E-03 3E-03 | 5E-04 | -2E-03 ] 2E-03 | -2E-04 | -1E-04 | -6E-04
PINO7-FD | -2E-02 | -5E-04 | -1E-02 | 1E-02 | 1E-02 | 8E-03 ] -9E-04 1E-04 | 1E-03 | 8E-05 | -2E-04 | -5E-04 | -2E-03 | 3E-04
PINO7-FD | -2E-03 | 1E-02 | -9E-03 | 6E-03 | 2E-04 | 9E-04 | 1E-02 -OE-04 | -4E-04 | -3E-04 | -8E-04 | 4E-04 | -6E-06 | 4E-05




4.2 Cromossomos Politénicos

As 77 preparagdes cromossomicas de larvas e pupas de CX. quinquefasciatus,
resultaram em poucas ladminas com cromossomos polit€nicos visiveis e distinguiveis. A
eficiéncia nessa obtencdo foi de 2%. Boas preparagdes de cromossomos politénicos das
amostras de Cx. quinquefasciatus sdo realmente de dificil obtengao, conforme reportado pela
literatura e previsto desde o inicio do projeto. Uma das preparagdes obtidas de larva de 4°
instar conservada durante duas semanas em Carnoy mostrou cromossomos razoavelmente
integros (Figura 28). A Figura 28 mostra todos os cromossomos politénicos encontrados em
um nucleo de célula de PINO8 e uma parte de um dos trés cromossomos. Nao foi possivel
identifica-lo devido a grande dissimilaridade em relagdo aos mapas politénicos disponiveis e

pouca nitidez das bandas e dos mapas.
4.3 DNA ribossomico

Os experimentos de Southern Blot para analise do DNA ribossémico foram realizados
com éxito. O produto da extracdo de DNA de cada individuo resultou em uma banda de
aproximadamente 30 Kb de DNA, o qual foi submetido a clivagem. As digestdes com as
endonucleases ECORI, Rsal, Alul, HindIII e Dral foram adequadamente obtidas e o método de
hibridacao e deteccao funcionaram conforme esperado.

Os experimentos de Southern Blot geraram melhor sinal de hibridacdo com as
amostras de Cx. quinquefasciatus quando a lavagem poés-hibridagdo foi feita com alta
estringéncia (SSC 0,1X/ SDS 0,1% a 65 °C por 20 minutos). Com todas as enzimas testadas
(EcoRI, Dral, HindIII, Rsal e Alul) o padrido de restrigdo aparentou ser semelhante nas duas
populagdes e nao evidenciou presenca de dimorfismo sexual. Com a enzima ECORI,
apareceram bandas de aproximadamente 11.500 pb, 9.000 pb e 6.200 pb e uma ténue banda
de aproximadamente 1.500 pb no DNA das amostras PINO7, PINO8 e PARI (Fig. 29- 32). Nas
figuras 29 e 32, bandas maiores sdo aparentemente resultado de digestdo incompleta.

Para as outras enzimas testadas, tanto o “pool” de DNA realizado com machos e
fémeas da mesma populagdo, como as amostras individuais ndo geraram padroes
polimérficos. As enzimas Rsal e Alul ndo produziram nenhum sinal de hibridagdo. Ja as
enzimas Dral e HindIll geraram cada uma somente uma banda ndo demonstrando

polimorfismos entre populacdes ou entre os sexos (Fig. 33 e 34).
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Figura 28 - Cromossomos politénicos de PINOS. Acima: Visualizagdo de conjunto cromossémico.
Abaixo: Cromossomo politénico ndo determinado.
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Figura 29 - Southern blot mostrando sinais de hibridagdo da sonda Dm238 com DNA de Cx.
quinquefasciatus clivado com EcoRI. Raias 1 e 2: larvas do Rio Pinheiros. Raias 3
a 10 adultos de Pariquera-Act. Ha trés sinais de tamanhos aproximados de 11500
pb, 9000 pb e 6200 pb e 1500 pb aproximadamente. Raia A = marcador de peso
molecular AHindIII biotinilado, cujos tamanhos em pb estdo indicados ao lado
direito. Na raia 3, possivelmente ocorreu digestdo parcial do DNA.
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Figura 30 - Southern blot mostrando sinais de hibridagdo da sonda Dm238 com DNA clivado com
EcoRI de individuos de Pariquera-Ac¢ti. Ha trés sinais de tamanhos aproximados de
11500 pb, 9000 pb e 6200 pb, ¢ um ténue sinal de tamanho 1500 pb aproximadamente.

Raia A = marcador de peso molecular AHindIII biotinilado, cujos tamanhos em pb estido
indicados ao lado direito.
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Figura 31 - Southern blot mostrando fragmentos de DNA de Cx. quinquefasciatus clivado com
EcoRI e hibridados com sonda Dm238. Raial: larva com sexo ndo identificado do Rio
Pinheiros. Raia 2: Adulto fémea de Pariquera-Ac¢u.Raia A: marcador de peso molecular
AHIndIII, raia A,: marcador de peso molecular AHindIII biotinilado, com os tamanhos
indicados em pb ao lado direito. Os individuos exibiram padrdes de restri¢do
semelhantes, aparecendo sinais de hibridacdo de tamanhos aproximadamente iguais a
11500 pb, 9000 pb e 6200 pb ¢ 1500pb, indicados ao lado esquerdo.
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Figura 32 - Southern blot com ECORI. Amostras individuais do Rio Pinheiros. Raia A = marcador de
peso molecular A Hindlll biotinilado, cujos tamanhos das bandas em pb estdo indicados ao
lado da figura. A esquerda, raias 1 a 6: fémeas, e raias 7 a 13: machos. A direita, raias 1 a
4, fémeas e raias 5 e 6, machos. Todos os individuos exibiram padrdes de restricdo
semelhantes, aparecendo sinais de hibridagdo de tamanhos aproximadamente iguais a
11500 pb, 9000 pb e 6200 pb e 1500pb. Bandas maiores em algumas raias aparentemente
sdo resultado de digestdo incompleta.
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Figura 33 - Acima, gel de agarose 1,5% com amostras individuais e pools de DNA clivados com Rsal
e Dral. Abaixo, o respectivo Southern blot. A clivagem com Rsal ndo mostrou sinais de
hibridagdo. A clivagem com Dral resultou em padrdes de restricdo semelhantes, com o
aparecimento de uma banda de aproximadamente 9.500 pb. Raias P = pool de DNA com
fémeas e machos juntos, sendo P de PINO8 com 9 individuos e P de PARI com 12
individuos. Raia G e raia A = marcadores de peso molecular Gene Ruler 1kb (Fermentas)
e A Hindlll biotinilado, repectivamente. Tamanhos das bandas indicados.
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Figura 34 - Acima, gel de agarose 1,5% com amostras individuais ¢ pools de DNA clivados com Alul e
HindIIl. Abaixo, o respectivo Southern blot. A clivagem com Alul ndo mostrou sinais de
hibridagdo. Para a clivagem com HindIIl, todos os individuos exibiram somente uma banda
de aproximadamente 24.000 pb.Raias P = pool de DNA com fémeas e machos juntos, sendo
P de PINO8 com 9 individuos e P de PARI com 12 individuos. Raia G e raia A = marcadores
de peso molecular Gene Ruler 1kb (Fermentas) e A Hindlll biotinilado, repectivamente.

Tamanhos das bandas indicados.
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5 DISCUSSAO

Um dos objetivos no inicio do projeto foi obter boas preparacdes de cromossomos
politénicos a partir de amostras de Cx. quinquefasciatus conservadas em liquido Carnoy. Mas,
a eficiéncia foi baixa apesar do grande nimero de individuos testados. A maioria dos
espécimes testados estava conservada em Carnoy ha mais de seis meses. E possivel que o
tempo de preservacdo em Carnoy seja crucial para a obtengdo de boas preparacdes além da
dificuldade ja intrinseca ao método, uma vez que uma das Unicas preparagdes obtidas com
cromossomos politénicos razoavelmente integros foi de uma amostra preservada por apenas
duas semanas em Carnoy (Fig. 28).

Campos, et al. (2003a, 2003b) ¢ Zambetaki, et al. (1998) ja haviam reportado a baixa
eficiéncia de obtencao de cromossomos politénicos ¢ a dificuldade em reconhecer homologia
de fragmentos sinténicos em Culex quinquefasciatus. Nesses trabalhos manteve-se uma
colonia de individuos em cativeiro onde, além da possibilidade de se dispor de grande numero
de espécimes, se controlava as condigdes de crescimento (velocidade, quantidade, sincronia)
para a melhoria visual dos politénicos, tornando tal andlise viavel. No presente trabalho, a
necessidade de se utilizar individuos recém-coletados para verificagdo da variabilidade
genética natural, somada a dificuldade intrinseca da andlise de politénicos inviabilizou a
reprodutibilidade dos dados.

Os resultados obtidos com os experimentos de Southern blot do DNA ribossomico
demonstram alta similaridade entre as amostras analisadas (Fig. 29-34). O padrdo de bandas
obtido ndo exibiu polimorfismos fixos nas populacdes. A hipdtese levantada anteriormente,
de que os polimorfismos do DNAr ndo estavam sendo evidenciados por ndo abranger os sitios
de restricdo reconhecidos pela enzima ECORI, foi eliminada quando os testes feitos com as
novas enzimas também ndo demonstraram polimorfismos.

Uma hipétese pode ser levantada para explicar porque ndo houve aparecimento de
bandas com as enzimas Rsal e Alul (Fig. 33 e 34). Realizando uma busca no GenBank por
seqiiéncias de DNA ribossémico de Culex spp. identificamos varios sitios para Rsal. Portanto,
Rsal muito provavelmente fragmentou excessivamente o DNAr pulverizando-o. Ja a busca
por sitios de Alul no DNA ribossdmico de Culex spp. encontrou somente uma ou duas
correspondéncias dentro da seqiiéncia. Porém, as seqiiéncias de DNA ribossdmico disponiveis

no GenBank sdo parciais, geralmente sem conter o NTS. Provavelmente no NTS existem
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mais sitios para Alul e a explicag@o para o resultado aqui apresentado com essa enzima possa
ser a mesma ja dada para Rsal.

A partir dos dados de DNAr obtidos no presente estudo ndo ¢ possivel afirmar a
presenga nem auséncia de fluxo génico. Talvez a andlise do DNAr pela metodologia aqui
utilizada nao seja a mais apropriada para acusar diferengas populacionais nessa espécie.

Caso algum polimorfismo venha a ser algum dia detectado em Cx. quinquefasciatus,
podera ser muito Util, a exemplo do que tem ocorrido em estudos filogenéticos (Miller, 1996;
Severini, 1996; Navarro, 2004) e taxonomicos de culicideos (Debrunner-Vossbrinck, et al.,
1996, Crabtree, et al., 1995).

As analises morfométricas realizadas revelaram polimorfismos intrapopulacionais e
interpopulacionais. Dentro das comparagdes intrapopulacionais, a assimetria bilateral, embora
ténue, existe em todas as populagdes aqui estudadas e ¢ maior nas populagdes do Rio
Pinheiros, como observamos pelo estudo das distincias de Mahalanobis. Esse resultado
concorda com as observacdes de muitos autores de que condigdes de stress ambiental estdo
associadas com o aumento da assimetria bilateral em vdrias espécies de insetos como ja foi
observado em Culex quinquefasciatus (Mpho, et al., 2001), Culex pipiens (Mpho, et al.,
2002), Drosophila melanogaster (Woods, et al., 1999) e no complexo Anastrepha fraterculus
(Souza, et al., 2007).

Interessante notar que os niveis de assimetria bilateral diferem quanto ao sexo. Esse
fato evidencia que padrdes corporais estdo associados ao desempenho das funcdes
diferenciadas de cada sexo (Wekesa, et al., 1998; Forattini, 2002). Ainda quanto a assimetria
alar, Mpho, et al. (2001) observaram que fémeas ¢ machos respondem de forma diferenciada
ao stress ambiental, sendo fémeas mais responsivas ao aumento da temperatura e machos
mais influenciados pela presenga de organofosforados.

O dimorfismo sexual alar conspicuo detectado na andalise de forma e de tamanho esta
de acordo com a suspeita levantada em estudos taxondOmicos tradicionais realizados em
culicideos (Lien, 1968) e com outras observagdes de diversos autores sobre as fungdes
distintas que as asas podem assumir para ambos os sexos. Os machos podem usé-las na
produgdo de sons de corte sexual e as fémeas para voos precisos durante busca de alimento,
dispersdo apetente e oviposi¢do (Wekesa, et al., 1998; Forattini, 2002).

As comparacgdes interpopulacionais e a comparagdo temporal revelaram divergéncias

na forma e no tamanho alar. Consideramos previamente nesse estudo que a populagdo do Rio
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Pinheiros coletada em 2007 consiste em uma populacao diferente da coletada no mesmo
ponto geografico, mas trés anos antes, em 2004. E a comparacgdo entre elas confirmou que
realmente se trata de duas populagdes diferentes. Tanto os machos, como as fémeas
diferenciaram-se nesse periodo distinguindo-se quanto a forma e quanto ao tamanho alar.

Nas populagdes de Pinheiros observamos que ocorreu um aumento do tamanho alar
em trés anos, similarmente ao observado por Jirakanjanakit, et al. (2008), que detectaram uma
tendéncia de aumento da asas em 15 geragdes de Ae. aegypti em cativeiro. Portanto, supomos
que ciclos de aumento/diminuicdo de tamanho possam durar alguns anos. Variacdo de
tamanho alar também esta relacionada com perturbagdo de ambiente como observado por
Mpho, et al. (2001). Varia¢do temporal de caracteres alares ¢ um fato e deve ser levado em
consideracdo quando asas sdo usadas em taxonomia. Diagnoses de espécies baseadas em
caracteres alares como usualmente feito para o complexo Culex pipiens (Linam e Nielsen,
1962), devem ser cuidadosamente reconsideradas.

Na comparacao geografica nota-se que PARI e PINO7 sdao duas populagdes distintas
quanto a forma a quanto ao tamanho, comportando-se como se nao fosse um mesmo grupo
panmitico. Na comparagdo entre as trés populagdes, observa-se nas Fig. 25 e 26, que mesmo
com a sobreposi¢do parcial das elipses, existe uma divergéncia populacional. O resultado
encontrado pelo céalculo das Distancias de Mahalanobis reforga a idéia sugerida na analise do
dimorfismo sexual de assimetria alar, de que a microevolugdo afeta diferencialmente machos
e fémeas. Nas fémeas, a maior distancia da populacdo de Pariquera em relagdo as outras duas
de Pinheiros ¢ coerente com a hipdtese de que ocorre diferenciacdo populacional entre locais
sujeitos a muita polui¢ao/inseticidas e locais menos submetidos a esses fatores. Porém, o
mesmo ndo ocorre para os machos de Pariquera, os quais se situam mais proximos a
populagao PINO7 do que esta a PIN04 (Fig. 27).

Como amostras populacionais coletadas em diferentes épocas e mesma localizacao
foram unidas em um unico conjunto amostral para a realizagdo de comparagdes geograficas,
foi realizado um teste temporal-geografico com as amostras A23T2, A45T1 e A40T3. Esse
teste serviu para dar mais consisténcia a discussdo realizada aqui, uma vez que, pelo resultado
obtido pudemos considerar que a variagdo geografica ¢ mais importante que a temporal para
diferenciar popula¢des de Culex quinguefasciatus.

Com base nessas observagdes, imagina-se que nao ha fluxo génico entre as populagdes

de Pariquera e Pinheiros. Nao sabemos ao certo quais sdo as bases genéticas determinantes
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desses caracteres alares e essas comparagdes ndo sao estimativa precisa de fluxo génico, mas
ainda assim ¢ um indicativo valido de que existe alguma diferenciagdo. Também ndo se pode
descartar totalmente a hipdtese de que as diferenciagdes populacionais possam ser resultado
de plasticidade de caracteres morfométricos ou ainda outros fatores desconhecidos.

Em suma, os resultados de morfometria alar podem significar diferenciacdo genética
populacional ou uma plasticidade relacionada ao tipo de ambiente, ja que as populagdes
estudadas vivem sob diferentes condi¢des ambientais. Porém, como observado em outros
trabalhos ja publicados sobre Culicidae, a variagdo de forma alar estd mais correlacionada a
fatores genéticos do que ambientais. (Jirakanjanakit, et al., 2008; Dujardin, 2008).

Em uma tentativa de estimar o fluxo génico interpopulacional a partir dos presentes
resultados de DNAr e de morfometria geométrica alar, duas hipoteses sdo levantadas. Em uma
delas, ¢ possivel que essas populagdes estejam em processo incipiente de diferenciagdo
genética. Neste caso, a diferenciagdo embora ndo acusada por DNAr, estaria pronunciando-se
através dos caracteres alares. Noutra hipotese, essas populagdes teriam anteriormente um
reduzido fluxo génico, o qual atualmente foi restabelecido devido a um novo contato entre
elas. Isso explicaria porque os caracteres alares sdo tipicos de uma ou outra populagdo,
enquanto o DNAr mostrou-se homogéneo.

A presenca de fluxo génico entre essas populagdes tao distantes geograficamente, pode
significar que ha ampla dispersdo desses mosquitos no Estado de Sdo Paulo. Esse fato teria
implicagdes diretas na transmissao de eventuais doencas veiculadas por esses insetos, 0s quais
sdo importantes vetores de filarioses e arboviroses.

Este trabalho teve natureza exploratdria, de forma que a possibilidade de aplicacao
pratica das informag¢des aqui geradas ainda ¢ incerta. Entretanto, esses resultados indicaram

novos caminhos para investigagdes aprofundadas acerca dos culicideos-vetores.
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6 CONCLUSOES

A espécie Cx. quinquefasciatus é polimoérfica quanto a caracteres alares.
O polimorfismo ¢ geografico, sendo especifico para cada regido.

Existe diferenciacdo populacional de forma e tamanho alar.

v bbb =

Nao ha evidéncia de fluxo génico interrompido, apesar da existéncia de polimorfismos

geograficos.

5. Possivelmente a velocidade de evolugdo dos caracteres alares e das por¢des varidveis do
DNAr sdo diferentes.

6. Ha acentuado dimorfismo sexual alar.

7.  Fémeas sofreram alteragdes alares ao longo do tempo de forma mais pronunciada que os
machos.

8.  Assimetria bilateral foi mais acentuada no local em que o ambiente ¢ mais hostil.

9.  Morfometria geométrica alar podera ser empregada no estudo de microevoluciao de

Culicidae.
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