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RESUMO 

 

Lorenz C. Caracterização molecular e morfológica de Anopheles cruzii e Anopheles 
homunculus (Diptera; Culicidae) da Mata Atlântica do estado de São Paulo. 
[dissertação (Mestrado em Biologia da Relação Patógeno-Hospedeiro)]. São Paulo: 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2012.  
 

Registros de casos autóctones de malária têm sido reportados na Mata Atlântica do 
sudeste brasileiro. Na região litorânea do Estado de São Paulo, Anopheles 
(Kerteszia) cruzii e Anopheles (Kerteszia) homunculus são, respectivamente, vetores 
principal e secundário de Plasmodium sp. Essas duas espécies de anofelinos são de 
difícil identificação taxonômica, sobretudo as fêmeas. Tal dificuldade tem 
possivelmente levado à subestimação da importância vetorial de An. homunculus. 
Ambas têm ciclos de vida associados a coleções hídricas de bromélias. Esses 
anofelinos, embora habitem um largo intervalo altitudinal (entre 5 e 263 metros), 
apresentam afinidades diferenciais aos microambientes da mata atlântica. Devido a 
esse contexto, o objetivo do trabalho foi obter diagnose alar para An. cruzii e An. 
homunculus além de caracterizar morfológica e geneticamente as populações em 
perspectiva sazonal, temporal e microambiental. Utilizando a morfometria geométrica 
foi possível distinguir as espécies An. cruzii e An. homunculus. Há também 
acentuado dimorfismo sexual de forma alar nas duas espécies. As populações de 
An. cruzii analisadas em perspectiva sazonal apresentaram diferenciação no formato 
alar. O gene CO-I mostrou-se altamente polimórfico com apenas dois 
compartilhamentos entre essas populações, porém com baixo nível de divergência 
genética (Fst=0,003, Фst=0,007). Populações de An. homunculus do inverno 
também apresentaram alta diferenciação no formato e tamanho alar em relação às 
do verão. Entretanto nesta espécie o gene CO-I parece estar mais conservado do 
que em An. cruzii. As populações de An. cruzii do morro e planície também 
apresentaram variação no formato alar. O tamanho do centróide nos indivíduos do 
morro foi ligeiramente maior em todas as comparações. Houve compartilhamento de 
apenas um haplótipo entre populações do morro e planície. Há evidência de alguma 
estruturação populacional (Fst= 0,125, Фst=0,121) e baixo número de migrantes 
(Nm= 1,67) entre os esses microambientes altitudinais em Julho/2012. As 
comparações temporais tanto em An. cruzii como em An. homunculus mostraram 
evidente diferenciação morfológica, ou seja, os caracteres das asas são acusativos 
de microevolução. Houve altos valores de diferenciação genética intrapopulacional 
em todos os grupos amostrados (79,6% a 99,3%) e a diversidade haplotípica foi 
acima de 0,97 em todas as populações de An. cruzii analisadas, com poucos 
haplótipos compartilhados entre as amostras sazonais e geográficas. Os 
marcadores morfológicos e moleculares utilizados neste estudo parecem evoluir em 
velocidades diferentes, pois os valores Qst são maiores que os Fst em todas as 
populações. Os resultados sugerem que existe regionalismo associado à paisagem 
nas populações de An. cruzii do morro e planície, embora sejam geograficamente 
próximas. Há substituição populacional em curto período de tempo, demonstrado 
pelo alto número de haplótipos diferentes e formato alar entre inverno e verão. 
 
Palavras-chave: Morfometria geométrica alar. Microevolução. Gene mitocondrial. 
Microambientes. Sazonalidade. Culicidae. 
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ABSTRACT 

 

Lorenz C. Morphological and molecular characterization of Anopheles cruzii and 
Anopheles homunculus (Diptera; Culicidae) in the Atlantic Forest of São Paulo state. 
[Masters thesis (Biology of Host-Pathogen Relationship)]. São Paulo: Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2012. 

 

Records of autochthonous malaria cases have been reported in the Atlantic Forest of 
Southeastern Brazil. In the coastal region of the state of São Paulo, Anopheles 
(Kerteszia) cruzii and Anopheles (Kerteszia) homunculus are, respectively, the 
primary and secondary vectors of Plasmodium sp. These two species are difficult of 
taxonomic identification, especially females. This difficulty has possibly led to 
underestimation of the importance of vector Anopheles homunculus. Both have life 
cycles associated with water collections of bromeliads. These anophelines, although 
inhabit a wide altitudinal range (from 5 to 263 meters), exhibit differential affinities to 
the microenvironments of the Atlantic Forest. Due to this context, the aim of this 
research was to obtain wing diagnosis for An. cruzii and An. homunculus, besides 
morphological and genetically characterize the populations in seasonal, temporal and 
microenvironmental perspectives. Using geometric morphometrics was possible to 
distinguish between species An. cruzii and An. homunculus. There is also 
pronounced sexual dimorphism of wing shape in both species. Populations of An. 
cruzii analyzed  presented differentiation in wing shape. The CO-I gene was highly 
polymorphic with only two shares between these populations, but with low level of 
genetic divergence (Fst = 0,003; Фst = 0,007). Populations of An. homunculus of 
winter also showed high differentiation alar in shape and size to those of the summer. 
However, in this species, CO-I gene appears to be more conserved than An. cruzii. 
Populations of An. cruzii of hill and plain also showed variation in wing shape. The 
centroid size among individuals of the hill was slightly higher in all comparisons. 
There was only one haplotype sharing between specimens of hill and plain. There is 
some evidence of population subdivision (Fst = 0,125; Фst = 0,121) and low number 
of migrants (Nm = 1,67) between the microenvironments analyzed in July 2012. The 
temporal comparisons in both An. cruzii and An. homunculus shown apparent 
morphological differentiation; the characters of the wings are accusatives of 
microevolution. There were high values of genetic differentiation within populations 
sampled in all groups (79,6% to 99,3%), and haplotype diversity was high in all An. 
cruzii populations analyzed with few shared haplotypes among seasonal and 
geographical samples. The morphological and molecular markers used in this study 
seem to evolve at different speeds, because the values of Qst are greater than Fst in 
all populations. The results suggest that regionalism is associated with the landscape 
in populations of An. cruzii of hill and plain, although they are geographically close. 
There is a significant population replacement in a short period of time, demonstrated 
by the high number of different haplotypes and wing shape between winter and 
summer. 
 

Keywords: Morphometric geometrics. Microevolution. Mitochondrial gene. 
Microenvironments. Seasonality. Culicidae. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A malária e seus vetores 

 

A malária é uma doença parasitária conhecida desde tempos remotos e vem 

atingindo a humanidade presumivelmente há milhares de anos. Tem maior 

ocorrência em áreas tropicais e subtropicais, entretanto causa mais prejuízos nos 

países em desenvolvimento. A doença é causada por protozoários do gênero 

Plasmodium e transmitida ao hospedeiro vertebrado pela picada da fêmea infectada 

do mosquito culicídeo do gênero Anopheles (Lima, 2010). A enfermidade 

caracteriza-se por acessos febris de 24, 48 ou 72 horas, causando problemas no 

fígado e um quadro de anemia nesse hospedeiro vertebrado (Service, 1996).  

Estima-se que mais de 40% da população mundial corre o risco de adquirir a 

malária (Figura 1). Em apenas um ano, há aproximadamente 300 milhões de novos 

casos e um milhão de mortes em todo o mundo (Brasil, 2010). No Brasil, o quadro 

epidemiológico dessa doença é preocupante, porque o número de casos foi superior 

a 300.000 no ano de 2009. Deste número, 99,9% ocorreram na região amazônica 

(Brasil, 2010).  

 

Figura 1 - Incidência de casos de malária a cada 1000 habitantes (2006) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

(Fonte: World Malaria Report, WHO, 2008) 
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Atualmente são conhecidas aproximadamente 500 espécies da subfamília 

Anophelinae, mas apenas 70 delas são vetoras do Plasmodium. Destas, somente 

cerca de 20 são envolvidas com malária humana (Service, 1996). Para que um 

mosquito seja considerado um vetor importante de malária humana, é preciso que 

ele se alimente preferencialmente de sangue humano (antropofilia) e que seu ciclo 

de vida seja cronologicamente compatível com a história natural do parasita 

(Marrelli, 2000). A densidade demográfica de uma população e a proporção de 

picadas infectantes sobre os humanos também são fatores considerados para 

determinar a capacidade vetorial de um mosquito numa determinada região (Dye, 

1986). As espécies do gênero Anopheles de uma forma geral apresentam ampla 

distribuição geográfica (Consoli, Lourenço-de-Oliveira, 1994). Com o aumento das 

populações humanas que vem ocorrendo nas áreas endêmicas aliado a fatores 

como desmatamento e exploração de minerais, essa distribuição pode ser afetada 

favorecendo o aumento dos índices de malária (Walsh et al., 1993). 

Há duas categorias para designar a eficiência de um vetor na transmissão de 

Plasmodium: vetor principal (ou primário), que são as espécies responsáveis pelas 

transmissões em zonas endêmicas, e vetores auxiliares (ou secundários), os quais 

apresentam a capacidade de transmissão do plasmódio apenas em determinadas 

circunstâncias, como o aumento significativo de sua população em uma respectiva 

área (Forattini, 2002). Consoli e Lourenço-de-Oliveira (1994) designam as 

características de vetores secundários: hábitos exofílicos e zoofílicos, mas que na 

ausência de hospedeiros preferenciais ou em épocas de elevada densidade podem 

se alimentar com sangue humano e, ocasionalmente, participam da transmissão da 

doença (Moutinho, 2010). Também é possível verificar se uma mesma espécie é 

vetorialmente designada primária e auxiliar, conforme a área de estudo analisada: o 

An. rangeli, por exemplo, que no Brasil é considerado um vetor auxiliar, tem no 

entanto um importante papel na transmissão da malária em outros países da 

América do Sul (Quinõnes et al., 2006). 

No Brasil, as principais espécies anofelinas envolvidas com a transmissão de 

malária pertencem à família Culicidae, divididas em dois subgêneros: 

Nyssorhynchus (Anopheles darlingi, An aquasalis, An. nuneztovari, An. oswaldoi, An. 

triannulatus e complexo An. albitarsis) (Marrelli et al., 1999; Tadei, Dutary-Tatcher, 

2000) e Kerteszia (An. cruzii e An. bellator) (Ramirez, Dessen, 1994), sendo que An. 
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cruzii e An. darlingi são considerados vetores primários da doença (Ferreira, Luz, 

2003). 

Estratégias para o controle dos vetores da malária e de outros culicídeos têm 

sido desenvolvidas há décadas, como os métodos químicos (inseticidas) e biológico 

como por exemplo a introdução de predadores ou mosquitos geneticamente 

modificados (Forattini, 2002). No entanto, a eficiência desses métodos depende, em 

parte, de um fator intrínseco, particular de cada espécie: sua microevolução. 

Entende-se por “microevolução” o conjunto de mudanças evolutivas ocorridas em 

níveis taxonômicos intraespecíficos, ou seja, envolvendo populações (Futuyma, 

1997; Ridley, 2003). Os processos microevolutivos ocorrem de forma dinâmica nas 

populações como resultado da combinação de fatores abióticos e bióticos. Os 

padrões genotípicos, fenotípicos e cariotípicos resultantes desses processos irão 

depender da atuação da seleção natural ou da deriva genética. Tudo isso é 

influenciado pelo fluxo gênico entre as populações e pode culminar numa 

diferenciação ou convergência de algum caráter nos indivíduos envolvidos 

(Futuyma, 1997; Ridley, 2003). Visto isso, pode-se compreender que a mobilidade 

geográfica das populações de anofelinos interfere em seu fluxo gênico e, 

consequentemente, é uma questão muito importante na sua evolução. 

Com a sucessão das várias gerações de mosquitos, pode ocorrer a fixação de 

caracteres, resultando em resistência a inseticidas, aumento da antropofilia, 

alterações da capacidade vetorial, tolerância a poluentes ou qualquer outra 

adaptação favorável ao aumento da população. Consequentemente, faz-se 

necessário estudar esses processos e padrões de microevolução em Culicidae para 

auxiliar os mecanismos de controle. 

 

1.2 O subgênero Kerteszia 

 

O gênero Anopheles, pertencente à família Culicidae, possui espécies que se 

encontram amplamente distribuídas por toda a região sul-americana, a leste dos 

Andes, na Colômbia, Venezuela, Bolívia, Peru, Paraguai, Argentina, Brasil e nas 

Guianas (Consoli, Lourenço-de-Oliveira, 1994). Sua distribuição ocorre em regiões 

de baixas altitudes, geralmente associada aos cursos d’água e florestas do interior, 

mas há também presença no litoral. A transmissão autóctone da malária que ocorre 
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fora da região amazônica se faz principalmente nas regiões de serra do mar, com 

mata atlântica. Essa situação acontece devido à forte presença de mosquitos do 

subgênero Kerteszia nessas áreas, grupo de anofelinos que obtêm seu 

desenvolvimento nas águas acumuladas em axilas de bromélias (com exceção de 

An. bambusicolus que se desenvolve nos internódios do bambu) (Sallum et al., 

2008). 

Os indivíduos agrupados no subgênero Kerteszia possuem algumas 

peculiaridades que os separam dos demais anofelinos, como seus hábitos 

“bromelícolos” (Figura 2). As condições atmosféricas são fundamentais para a 

constância da sua ocorrência, seus habitats são extremamente específicos e 

dependentes do biótopo. 

 

Figura 2 - Bromélias do gênero Vriesia (esquerda) e Nidularium (direita) utilizadas 
para oviposição de anofelinos do subgênero Kerteszia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Fonte: Karl Slatner, 2012) 
 
 

Os três habitats preferencialmente ocupados pelas três espécies principais 

desse subgênero (An. cruzii, An. homunculus e An. bellator) para oviposição são: 

bromeliáceas encontradas na mata estabelecida em planície quaternária, no qual se 

encontra An. cruzii; as grandes áreas montanhosas do maciço atlântico, 

principalmente nos biótopos das comunidades situadas nos vales, encontra-se a 

espécie An. homunculus; e nas bromeliáceas de restinga e rupestres predomina o 

An. bellator (Veloso et al., 1956).  

A transmissão autóctone de malária extra-amazônica ocorre em vários 

estados brasileiros, principalmente naqueles associados ao sistema de Serra do Mar 

e coincide com a distribuição geográfica de An. cruzii. Ele é o principal vetor de 
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malária no sudeste do país (Arruda et al., 1986) por isso faz-se necessário o estudo 

mais aprofundado dessa espécie. 

 

1.3  As espécies Anopheles cruzii e Anopheles homunculus 

 

1.3.1 Aspectos taxonômicos e variabilidade morfológica 

 

Indivíduos adultos, principalmente fêmeas, e pupas de An. cruzii e An. 

homunculus são muito parecidos morfologicamente, sendo difícil a identificação 

mediante características taxonômicas tradicionais (Calado, Navarro-Silva, 2005). 

Alguns autores ainda consideram a hipótese de ambas pertencerem a um grupo de 

espécies morfologicamente e filogeneticamente próximas (Rosa-Freitas et al., 1998). 

De acordo com estudos recentes desenvolvidos por Peixoto et al. (2009), utilizando 

análises genéticas, An. cruzii é na verdade um complexo de pelo menos duas 

espécies crípticas, onde uma ocorre na Bahia e outra na região sudeste do Brasil. 

Na literatura, alguns registros de ocorrência de An. cruzii são duvidosos e podem ter 

sido confundidos com outras espécies do subgênero Kerteszia, justamente por esse 

problema na identificação (Calado, Navarro-Silva, 2005). As duas espécies ocorrem 

em simpatria no estado de São Paulo, Paraná e Santa Catarina (Calado, Navarro-

Silva, 2005). 

De acordo com Wilkerson e Peyton (1991), as fêmeas dessas espécies podem 

ser diferenciadas morfologicamente através dos caracteres presentes nos palpos 

maxilares. Martins (1958) ainda aponta que as fêmeas de An. cruzii possuem 

tegumento abdominal com coloração vermelha uniforme ou vermelha com regiões 

mais claras; enquanto que An. homunculus apresenta esse tegumento com 

manchas escuras e claras, mas nunca avermelhadas. Para a diferenciação de 

larvas, Lima (1952) constata que em An. cruzii o segmento anal é pouco quitinizado 

e o tegumento possui cor amarelada ou avermelhada. Por outro lado, as larvas de 

An. homunculus apresentam segmento anal com alto grau de quitinização e 

coloração do tegumento escura (Figura 3) (Calado, Navarro-Silva, 2005). 
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Figura 3 - Vista dorsal de uma larva de Anopheles cruzii (esquerda) e An. 
homunculus (direita).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Entretanto, todas essas características morfológicas citadas são de difícil 

interpretação e muito subjetivas. A identificação externa é também muitas vezes 

prejudicada pelo alto grau de variabilidade observada nesses caracteres 

diagnósticos e pela perda ou danificação das partes do corpo do inseto na hora da 

captura (Calado, Navarro-Silva, 2005). Por isso é útil abordar simultaneamente 

vários parâmetros de identificação, não só os morfológicos, mas também os 

moleculares e genéticos. Dessa forma, a possibilidade de correlacionar os dados 

fenotípicos e genotípicos também estará aumentada. 

 

1.3.2 Ciclo de vida e tempo de sobrevivência 

 

As espécies do gênero Anopheles possuem ovos que medem cerca de 0.5 

mm de comprimento e são dotados de flutuadores laterais que permitem sua 

permanência na superfície da água (Calado, 2005). Em condições de laboratório 

uma fêmea de An. cruzii pode por, em média, 30 ovos em cada postura (Kakitani, 

1992). Em ambiente natural foi observado um pequeno número de larvas de uma 

mesma espécie por criadouro (Forattini et al., 1961), o que sugere que as fêmeas 

ovopositam em pequenas quantidades como possível estratégia para evitar a 

competição por recursos (Calado, 2005). 

As condições ambientais determinam o período de desenvolvimento dos 

mosquitos, podendo variar bastante dependendo da época do ano. Em laboratório 

foi observado que o tempo de duração do ovo ao adulto é de aproximadamente 35 
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dias para An. cruzii (Wilkerson, Peyton, 1991). Os fatores ambientais, como 

temperatura e umidade, também podem alterar a taxa de sobrevivência de várias 

espécies de anofelinos. No ambiente natural, foi observado que o período de 

sobrevivência das fêmeas de An. cruzii varia de 35 a 56 dias (Ferreira et al., 1969a).  

Do ponto de vista epidemiológico, o tempo de sobrevida dos mosquitos 

vetores e sua densidade populacional são fatores importantes a serem 

considerados, visto que estão intimamente relacionados com a transmissão de 

doenças (Bona, 2008). Devido as suas peculiaridades biológicas, os anofelinos 

Kerteszia têm sua densidade populacional aumentada no período de chuvas e 

temperaturas elevadas (Calado, 2005; Forattini et al., 1996; Forattini, 2002; 

Guimarães et al., 2000a) 

 

1.3.3 Aspectos bioecológicos 

 

As fêmeas de An. cruzii realizam a hematofagia preferencialmente durante os 

crepúsculos matutino e vespertino e nas primeiras horas da noite, mas também 

podem picar durante o dia (Coutinho et al., 1943). Essa espécie é exofílica, e possui 

maior frequência dentro da mata (Guimarães et al., 2000), no entanto podem invadir 

domicílios em algumas áreas. O repasto sanguíneo é realizado em ambiente 

antrópico, porém após efetuá-lo as fêmeas abandonam o ambiente à procura de 

abrigo no ambiente natural circundante (Calado, 2005; Consolim et al., 1979; 

Forattini et al., 2000). Em relação à escolha do hospedeiro An. cruzii apresenta 

bastante ecletismo, podendo alimentar-se do homem, outros mamíferos e aves 

(Deane, 1986). 

No município de Guaratuba (PR), estudos de Ferreira et al. (1969b) 

comprovaram a capacidade de dispersão de até 1000m em An. cruzii. Esse dado é 

muito importante do ponto de vista epidemiológico, já que o alcance de vôo dos 

mosquitos vetores está diretamente relacionado com seu potencial de dispersão, 

ampliando o território sujeito à ocorrência de doenças em humanos ou animais 

(Bona, 2008). 

An. cruzii possui um grande ecletismo vertical na mata, e movimenta-se do 

dossel para o solo e vice-versa com grande facilidade, porém apresenta diferentes 

graus de acrodendrofilia nas regiões do Brasil. Por exemplo, na Floresta da 
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Cantareira (SP) essa espécie apresenta comportamento tipicamente acrodendrófilo, 

enquanto em Joinville (SC) é eclética, obtendo alimento próximo ao solo e em 

diversos níveis da mata (Deane et al., 1984; Deane, 1992). Essas peculiaridades 

levantam suspeitas em relação ao status taxonômico dessas populações. 

As formas larvárias de An. cruzii são observadas em vários habitats 

diferentes, desde o nível do mar até 600m de altitude, e em bromélias com 

diferentes capacidades hídricas que variam desde 5ml até mais de 2 litros, 

presentes tanto no solo até o nível das mais altas árvores do dossel (Veloso  et al., 

1956). 

Ainda pouco se sabe sobre a ecologia de An. homunculus, já que a espécie 

possivelmente foi subestimada devido aos erros em sua identificação. No entanto, 

sabe-se que An. homunculus é comumente encontrado nas regiões mais úmidas e 

inferiores da mata, tendo sua condição ótima somente em biótopos situados abaixo 

de 5m de altura, e geralmente em bromélias com pequeno volume de água (Veloso 

et al., 1956). 

 

1.3.4 Distribuição geográfica 

 

A distribuição atual de An. cruzii limita-se ao sistema montanhoso que 

caracteriza a Mata Atlântica, desde o estado de Sergipe até a região sul do Brasil, 

incluindo parte da região argentina representada pelas províncias de Chaco e 

Missiones (Figura 4) (Forattini, 2002). 

O primeiro registro de An. homunculus foi em Santa Catarina em 1943 

(Forattini et al., 1970). Em 2008, Sallum et al. notificaram a presença desta espécie 

no estado do Espírito Santo. Seto (1992) também reportou a existência de An. 

homunculus em Peruíbe, mas a baixa frequência nas coletas indica que ela seja rara 

nessa região. A existência de poucos registros de An. homunculus no Brasil pode 

ser devido à sua difícil identificação (Sallum et al., 2008), já que as fêmeas adultas 

dessa espécie se confundem com as de An. cruzii. O diagnóstico diferencial entre 

essas duas espécies era realizado somente por caracteres da genitália externa do 

macho (Lima, 1952).  
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Figura 4 - Mapa reproduzido de Forattini (2002) mostrando a distribuição 
geográfica das principais espécies de Kerteszia encontradas no Brasil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.5 Importância epidemiológica 

 

An. cruzii é vetor primário de Plasmodium spp. nos litorais sul e sudeste do 

Brasil, principalmente nos estados do Paraná, Santa Catarina e São Paulo, sendo 

encontrado diversas vezes infectado por oocistos e esporozoítos (Amaral, 1942; 

Coutinho et al. 1943; Rachou, Ferreira, 1966b). Ele também está envolvido com a 

manutenção de malária assintomática em áreas de Mata Atlântica do estado de São 

Paulo e Rio de Janeiro (Branquinho et al., 1997; Carvalho et al., 1998). Nos estudos 

de Branquinho et al. (1997) foi verificado que as amostras de An. cruzii dos 

municípios de Juquitiba e São Vicente (SP) apresentavam infecção por Plasmodium 

vivax clássico (0.149%), Plasmodium vivax VK247 (0.086%) e por Plasmodium 

brasilianum-malariae. De acordo com esses autores, embora os índices de infecção 

encontrados tenham sido considerados baixos, a alta densidade de mosquitos e sua 
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voracidade podem compensar esse fato. Além da malária humana, An. cruzii é 

considerado vetor de Plasmodium simium e Plasmodium brasilianum, ambos 

agentes causadores de malária simiana (Calado, 2005; Deane, 1992). An. 

homunculus também é um importante transmissor de plasmódios humanos em áreas 

do sudeste brasileiro e em Trinidad (Forattini, 1962), sendo considerado vetor 

secundário da malária nessas regiões (Rezende et al., 2009). 

 

1.4 Problemas biológicos a serem abordados 

 

Como An. cruzii e An. homunculus são morfologicamente semelhantes é 

possível que os registros referidos à primeira espécie possam estar contemplando 

indivíduos da segunda espécie que foram identificados de forma equivocada. 

Obviamente, a identificação correta das espécies é fundamental tanto para o 

reconhecimento dos vetores envolvidos na transmissão de patógenos como para o 

desenvolvimento de estratégias eficientes de controle (Sallum et al., 2008). Faz-se 

necessário o desenvolvimento de métodos diagnósticos mais simples, rápidos e que 

estejam ao alcance do maior número de profissionais da saúde para diferenciar 

essas duas espécies anofelinas, visto que An. cruzii é um importante vetor de 

malária no sudeste.  

Além da questão da diagnose específica, outro problema biológico 

envolvendo essas espécies desperta atenção. Nas áreas de Mata Atlântica do sul e 

do sudeste brasileiro, Ramírez e Dessen (1994, 2000a, b) analisaram populações de 

seis localidades e as dividiram em An. cruzii A, B e C. Esta denominação baseou-se 

nos padrões diferentes de bandas do cromossomo politênico X. De acordo com as 

autoras, o padrão A foi o único encontrado em Aldeia dos Índios (Peruíbe, SP) e o B, 

em São Francisco do Sul (SC). Os padrões A e B ocorreram em simpatria nas 

regiões de Guaratuba (SP) e Cananéia (SP). Em Juquitiba (SP) e Boracéia (SP), 

foram registrados os padrões A e C. Adicionalmente, as autoras afirmam haver uma 

clara relação entre altitude e as diferentes formas cromossômicas. An. cruzii B foi 

predominante nas regiões planas de Mata Atlântica, próximas ao nível do mar, 

enquanto que a forma A, em região com elevação de 200 metros (Aldeia dos Índios). 

De acordo com o exposto, podemos levantar a hipótese de que as populações de 
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An. cruzii da planície e do morro, no município de Cananéia, possam também 

apresentar diferenças genéticas em sua composição. 

No município de Cananéia (Estado de São Paulo), onde An. cruzii e An. 

homunculus ocorrem em simpatria, estudos de Marques (2012) demonstram que 

elas possuem preferências diferenciais quanto à altitude de seu habitat na Mata 

Atlântica. Naqueles estudos, foram amostrados três microambientes do local 

definidos pela altitude (planície, encosta e morro) com acompanhamento mensal ao 

longo de um ano. Considerando-se que cada espécie tem preferência por uma faixa 

de altitude ao invés de outra, é possível que o fluxo gênico intrapopulacional de cada 

espécie não seja equitativamente distribuído ao longo desse transecto altitudinal. A 

elucidação desta questão poderia ser muito informativa para o entendimento da 

dinâmica de transmissão de Plasmodium sp. no local. É possível ainda que os 

padrões de fluxo gênico sejam diferenciais ao longo do ano ou que as populações 

sofram alterações ou substituições demográficas nesse ínterim. A estabilidade da 

variabilidade genética nas populações dessas espécies não é conhecida ainda, mas 

quando for, poderá auxiliar na compreensão epidemiológica da malária na região. 

 

1.5 Métodos para caracterização populacional em Culicidae 

 

1.5.1 Morfometria Geométrica alar 

 

Quando se trata de insetos, a caracterização morfológica de estruturas 

complexas e de variabilidade individual é difícil e sujeita à subjetividade. Nesses 

casos é útil ter-se um método que permita a percepção e a quantificação dessas 

variações entre indivíduos, como a morfometria. Trata-se de uma formalização 

matemática das diferenças entre as formas geométricas de objetos. 

A morfometria geométrica, em especial, permite um estudo estatístico 

multivariado das estruturas biológicas (Monteiro, Reis, 1999), ou seja, considera 

simultaneamente várias características de uma estrutura corporal complexa. Nos 

insetos, a principal estrutura-alvo dessa análise são as asas, pois possuem uma 

estrutura bidimensional e as nervuras alares se cruzam formando pontos, ideais 

para uma comparação morfométrica. Há estudos na literatura que indicam ser 

possível separar espécies dentro de complexos através da morfometria geométrica, 
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assim como também seria possível distinguir indivíduos da mesma espécie em 

diferentes populações (Dujardin 2008; Jirakanjanakit, Dujardin, 2005; Vidal et al., 

2011). Variações morfológicas clinais e geográficas podem também ser descritas 

quantitativamente a partir de dados morfométricos das asas, como recentemente 

efetuado no culicídeo Culex quinquefasciatus (Morais et al., 2010) 

Para a análise da forma alar, geralmente faz-se uma sobreposição de 

Procrustes e posterior estudo de componentes principais (“relative warps”), que 

excluem a variação do tamanho isométrico e definem a variação populacional dos 

formatos nas asas. Para a descrição de tamanho alar utiliza-se o vetor tamanho do 

centróide, que formalmente é a raiz quadrada da soma dos quadrados das 

distâncias de cada ponto anatômico do centróide na configuração total (Rohlf, 1993). 

É uma estratégia para sintetizar o tamanho da asa numa única variável (Dujardin, 

2008). 

Em Culicidae, futuramente os caracteres morfométricos alares poderão 

eventualmente auxiliar em estudos comportamentais, visto que as características 

das asas geralmente estão relacionadas a outras particularidades biológicas do 

mosquito, como eficiência no vôo, produção de sons alares de corte pré-cópula e até 

fecundidade (Brogdon, 1994). Além disso, a morfometria alar é um método rápido, 

barato e os dados provenientes de sua análise podem ser utilizados por outros 

profissionais da saúde em vigilância sanitária epidemiológica (Dujardin, 2008). 

 

1.5.2 Marcadores mitocondriais - citocromo oxidase subunidade I (COI) 

 

O DNA mitocondrial vem sendo cada vez mais utilizado como marcador em 

estudos de filogeografia e diagnose de espécies crípticas. Isso ocorre porque ele 

possui rápida taxa evolutiva, apresenta herança exclusivamente materna e 

raramente sofre recombinação (Matioli, 2001). O gene mitocondrial COI, que codifica 

a subunidade I da enzima citocromo oxidase, está presente em centenas de cópias 

por células e têm pouca variação intraespecífica (Cywiska et al., 2006), sendo um 

bom marcador para populações. Esse gene tem sido apontado também como 

indicador taxonômico, havendo autores que defendem seu emprego como fiel 

diagnóstico de espécies, a chamada iniciativa “barcodes” ou código de barras 

(Moritz, Cicero, 2004). 
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Alguns estudos como o de Lehr et al. (2005) revelam que a partir do gene 

mitocondrial COI foi possível distinguir espécies crípticas do complexo An. albitarsis, 

por exemplo. Já foram analisadas 32 espécies de Anophelinae neotropicais e a partir 

do gene COI pode-se distinguir indivíduos até o nível de espécie (Sallum et al., 

2002). Recentes estudos acusaram a existência de 21 haplótipos (Devicari, 2010) de 

COI com variabilidade intra e interpopulacional em Aedes scapularis. Aqueles 

resultados indicam que tal gene pode apresentar-se diverso em culicídeos e reforça 

a ideia de que este é um bom marcador genético populacional. 

Com isso, é muito provável que seja possível diferenciar genética e 

morfologicamente as populações aqui amostradas, já que os marcadores foram 

validados em vários outros estudos populacionais com Culicidae. 
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6 CONCLUSÕES 

 

- É possível diferenciar Anopheles cruzii de An. homunculus utilizando somente 

morfometria geométrica alar. 

 

- Há dimorfismo sexual de forma para todas as populações analisadas de An. cruzii 

e An. homunculus. 

 

- Populações de An. cruzii do inverno e do verão apresentaram diferenciação no 

formato alar. O gene CO-I mostrou-se altamente polimórfico com apenas dois 

compartilhamentos entre as populações, porém com baixo nível de divergência 

genética (Fst=0,003, Фst=0,007). 

 

- Houve altos valores de diferenciação genéticas intrapopulacional em todos os 

grupos amostrados (79,6% a 99,3%) 

 

- Populações de An. homunculus do inverno também apresentaram alta 

diferenciação no formato alar em relação às do verão. Nesta espécie o gene CO-I 

parece estar mais conservado do que em An. cruzii, pois há reduzido número de 

haplótipos e baixa diversidade nucleotídica (π= 0,005). 

 

- Populações de An. homunculus do inverno apresentam tamanho alar 

significativamente maior de que aquelas do verão. 

 

- As populações de An. cruzii do morro e planície também apresentaram variação no 

formato alar. O tamanho do centróide nos indivíduos do morro foi ligeiramente maior 

em todas as comparações.  

 

- Houve compartilhamento de apenas um haplótipo entre populações de An. cruzii 

do morro e planície. Há evidência de alguma estruturação populacional (Fst= 0,125; 

Фst=0,121) e baixo número de migrantes (Nm= 1,67) entre os microambientes 

analisados em Julho/2012. 
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- As informações derivadas da morfologia e genética foram concordantes para morro 

e planície, o que atesta que a geometria alar pode ser empregada como indicador de 

microevolução também nessas espécies. 

 

 - As comparações temporais tanto em An. cruzii como em An. homunculus 

mostraram evidente diferenciação morfológica, ou seja, os caracteres das asas são 

acusativos de microevolução.  

 

- A diversidade haplotípica foi alta em todas as populações de An. cruzii analisadas, 

com poucos haplótipos compartilhados entre as amostras temporais e geográficas. 

 

- Os marcadores morfológicos e moleculares utilizados neste estudo parecem evoluir 

em velocidades diferentes, pois os valores Qst são maiores que os Fst em todas as 

populações. Podem estar ocorrendo diferentes pressões seletivas na asa e no gene 

CO-I. 
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