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RESUMO

Petersen V. Caracterizacdo de trés populacdes de Ochlerotatus scapularis (Rondani,
1848) do eixo Rio de Janeiro-Sdo Paulo, utilizando marcadores genéticos e
morfolégicos. [dissertacdo (Mestrado em Biologia da Relagdo Patégeno-
Hospedeiro)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séao
Paulo; 2012.

Amostras populacionais de Oc. scapularis foram coletadas nos municipios de
Tremembé-SP (TRE), Sdo Paulo-SP (SPA) e Itaborai-RJ (ITA). Foram empregados
como marcadores biol6gicos: o gene mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade-1
(COIl), geometria alar e analise da genitalia masculina. Tais marcadores sao
tradicionalmente reconhecidos pelo poder discriminante em estudos desta natureza.
As populacbes ITA, TRE e SPA mostraram-se distintas quanto a forma alar,
sugerindo baixo fluxo génico entre elas. Foi verificado dimorfismo sexual em relacao
ao tamanho isométrico, a forma alar e ao grau de diferenciacdo populacional. A
populacdo de ITA apresentou menor tamanho dos centrdides que as demais
populacdes estudadas. Foi verificado amplo polimorfismo genético, tendo sido
detectados 51 haplétipos de COI e apenas 11 compartilhados entre as populacdes
ITA, TRE e SPA. Quando comparados com as populacdes de estudo anteriormente
realizado por Devicari, 2010 encontramos um padrdo parecido. Analisando
conjuntamente os presentes dados com aqueles obtidos por Devicari, 2010,
computamos 52 haplétipos sendo apenas alguns compartilhados. Os valores do
indice de diferenciacdo genética ®s observados foram moderados somente entre
SPA e ITA, nas demais populacbes estudas a diferenciacdo foi baixa, a
diferenciacdo genética observada foi compativel com a hipotese de distanciamento
geografico das populacdes coletadas. Analisando cada marcador bioldgico,
concluimos que as populacdes estudadas ndo se tratam de complexo de espécies.
Ainda ndo descartamos a existéncia de complexo dentro de Oc. scapularis, porém,
para definitiva resposta a essa questao serdo necessarios mais estudos envolvendo
populacdes de outras regides.

Palavras chave: Ochlerotatus scapularis. Morfometria geométrica alar. Citocromo
Oxidase Subunidade I.



ABSTRACT

Petersen V. Characterization of three populations of Ochlerotatus scapularis
(Rondani, 1848) of the Rio de Janeiro-Sao Paulo, using morphological and genetic
markers. [Masters thesis [dissertation (Biology of Host-Pathogen Relationship)]. Sédo
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2012.

Samples of Oc. scapularis were collected in the municipalities of Tremembeé-SP
(TRE), Sdo Paulo-SP (SPA) and Itaborai-RJ (ITA). We used the following biological
markers: mitochondrial cytochrome oxidase subunit-1 gene (COIl), wing geometry
and shape of male genitalia. These markers are traditionally known by its
discriminating power in studies of this nature. ITA, SPA TRE populations, showed
distinct wing shape, suggesting low gene flow. We observed sexual dimorphism
concerning the isometric size, wing shape and the degree of populational
differentiation. ITA sample exhibited the lowest centroid sizes. We found high genetic
polymorphism in all populational samples, being 51 COIl haplotypes. Out of them,
only 11 haplotypes were noted to be shared between at least two or three
populations. When comparing our results with those of a previous survey conducted
by Devicari (2010), we found a quite similar pattern of hign polymorfism. In total, both
studies comprised 52 haplotypes. The ®g index of genetic differentiation values were
considered “moderate” between ITA and SPA and “low” in the other comparisons.
Present results are consistent with the hypothesis that populations are subjected to
isolation by geographical distance. Analyzing together each biologcal marker, we
conclude that populations studied do not consist a species complex. We do not rule
out the possible occurence of a complex in Oc. scapularis, however, a definitive
answer to this question will require further studies and sampling of populations from
elsewhere.

Keywords: Ochlerotatus scapularis, Wing geometric morphometrics, Cytochrome
Oxidase Subunidade I.
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1 INTRODUCAO

1.10chlerotatus scapularis (Rondani, 1848)

O mosquito Ochlerotatus scapularis pertence a familia Culicidae, formada por
insetos holometabdlicos da ordem Diptera, subordem Nematocera. Esta espécie &
neotropical, estando distribuida amplamente pelo continente americano, apresentando
maior frequéncia na porcdo sul-americana. O Oc. scapularis (Figura 1) desenvolve
maior atividade hematofaga em periodo vespertino, sendo mais frequentes nas
épocas de seca ha regido do sudeste brasileiro (Forattini et al., 1981).

As larvas se desenvolvem em colecdes hidricas de carater provisério ou
permanente (Forattini et al., 1994) e j& foram encontradas em recipientes artificiais
(Forattini et al., 1997). Contudo isso mostra um inicio de adaptacdo as regides
urbanas e certa tendéncia a endofilia, principalmente préximo as moradias em
ambiente rural e semi-rural (Forattini et al., 1995; Taipe—Lagos, Natal, 2003;) fazendo
dessa espécie um potencial risco a saude publica, j& que esta é incriminada como
vetora de diversos agente etiolégicos de arboviroses (Forattini, 2002) e filarioses
(Labarthe et al.,1998). Este mosquito tem competéncia vetora para virus do Melao,
Ilhéus e Encefalite Equina Venezuelana, além do virus do Rocio (Arnell, 1976; Spence
et al., 1962;) e suspeita-se que este veicule também a Wuchereria bancrofti (Forattini,
2002).

Acredita-se que este mosquito seja o provavel responsavel na veiculagdo das
encefalites no vale do Ribeira do Iguape-SP, ja que estudos comportamentais dessa
espécie no local mostraram sua tendéncia a antropofilia (Forattini et al., 1995). Além
disso, como se comprovou experimentalmente a sua competéncia a infeccéo do virus
Rocio, o seu habito de circular entre areas urbanas e silvestres, o faz de grande
importancia epidemioldgica (Mitchell et al., 1986). Devido a estudos abrangentes de
epidemiologia do virus realizados por Iversson, 1977, acredita-se que nesta regiao ja
havia a presenca do virus em reservatorios animais (aves ou pequenos mamiferos) e
gue este teve o contato com o homem através de mosquitos, quando o homem
invadiu 0 seu ambiente.

A partir de 1975, observou-se um aumento de casos dessa moléstia que atingiu
13 municipios do Vale do Ribeira. Esta condicdo teve continuidade nos anos

seguintes, principalmente nos meses de alta pluviosidade, atingindo a condicdo
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endémica somente no ano de 1978 (lversson, 1977, 1980). No ano 2000, Romano-
Lieber & Iversson constataram ainda a presenca do arbovirus na populacéo de alguns
bairros do vale do Ribeira em inquérito soroldgico realizado no local.

O mosquito Oc. scapularis apresenta também a capacidade vetorial para o
verme Dirofilaria immitis, parasita este que infecta cdes em quase mundo todo
(Guerrero et al., 1992a). Este mosquito ja foi encontrado albergando larvas da filaria
D. immitis nos seus tubos digestivos, indicando sua possivel acdo vetora na baixada
litoranea do Rio de Janeiro (Lourenco-de-Oliveira, Deane 1995). Acredita-se que este
mosquito esteja envolvido na transmissdo de D. immitis no estado do Rio Grande do
Norte, no municipio de Mossoré, apds levantamento faunistico de culicideos (Lima,
Ahid, 2004).

Pode-se dizer que o estudo de populacdo de culicideos em ambiente urbano, é
um passo inicial importante a vigilancia desta mesma populagéo (Taipe-Lagos, Natal,
2003). O estudo populacional de vetores garante subsidios ao conhecimento das
possiveis implicacbes epidemiologicas na interacdo mosquito/virus/homem. Apesar
de sua importancia em saude publica, esta espécie é pouco estudada quanto a sua

estruturacdo populacional e ainda suspeita-se de constituir um complexo de espécies.
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Figura 1- Fémea de Oc. scapularis. A mancha prateada escutelar é uma
caracteristica bastante evidente neste mosquito, sendo comumente utilizada para

diagndstico da espécie.

Foto: Morais (2008) *

1.2 Variabilidade e estruturagcéo populacional em Ochlerotatus scapularis

Acredita-se que este mosquito faca parte de um complexo de espécies, pois ja
foram observadas modificagbes na morfologia das areas cobertas do escudo, no
filamento apical do claspete da genitdlia masculina, entre outras observacdes
(Forattini, 2002). Arnell, 1976 também ja havia detectado ampla variacdo morfolégica
entre individuos desta espécie, o que reforca a hipétese de um possivel inicio de
formacdo de um complexo de espécies. Complexo de espécies sdo de dificil
diagndstico sob o ponto de vista da taxonomia classica, mas possuem diferencas

! Morais, S.A. Faculdade de Satde Publica, Universidade de S&o Paulo, 2008.
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significativas para que sejam consideradas pertencentes a entidades bioldgicas
(reprodutivas) distintas (Futuyma, 1997).

Recentemente, um trabalho de mestrado de nosso grupo (Devicari, 2010),
utilizou-se de trés populacbes, onde duas delas estdo localizadas na area
metropolitana de S&o Paulo distantes cerca de 20 km uma da outra e a terceira
localizada a 200 km destas. Por meio da geometria alar e de um marcador genético
(COI) foi possivel verificar diferencas populacionais das trés localidades. O marcador
COl inclusive demonstrou variagdo intrapopulacional, isso evidencia que estes
marcadores sdo sensiveis, mesmo em pequenas distancias geograficas ja é possivel
detectar variacGes nessa espécie.

Complexo de espécies sdo uma problematica a saude publica, uma vez que
capacidade vetora esta relacionada a algumas espécies que podem ser semelhantes
morfologicamente a outras que nao transmitem agentes etiolégicos de doencas.
Entdo dai a importancia na diferenciacdo correta das espécies, para a realizacdo
eficaz de campanhas de controle ao mosquito vetor (Garros et al.,2006). Um exemplo
estd nos mosquitos agrupados no complexo Cx. coronator, os adultos desse
complexo sdo indistinguiveis pela morfologia externa, sendo somente diferenciados
pelo apice do gonocoxito e pela ornamentacdo cerdosa do lobo subapical do
gonocoxito da genitalia dos mosquitos adultos (Forattini, 2002). Além disso,
comprovou-se em laboratério a capacidade vetora de individuos desse complexo para
encefalite de Saint Louis, da Amazbnia peruana e ja se encontrou individuos
naturalmente infectados com este virus (Hammon, Reeves, 1943; Spence et al.,
1957). Outro exemplo é do complexo Anopheles gambie, algumas espécies deste séo
incriminadas como vetoras de plasmodios na Africa. Outro exemplo seria ainda o do
complexo Culex pipiens, espécies essas presentes nas zonas temperadas do
hemisfério norte, e regido neotropical (Forattini, 2002).

Ainda pode-se citar espécies do complexo: Anopheles albitarsis, An. oswaldoi
e An. triannulatus (Revisdo de Rosa-Freitas et al., 1998). Complexo de espécies
frequentemente sado decorrentes de processos de especiagao recentes, ou entédo, de
eventos de especiacdo em que a diferenciagdo biolégica ndo se pronunciou nos
aspectos morfolégicos do taxon. Para o entendimento desses processos €
fundamental a condugdo de estudos de caracterizacdo populacional que
correlacionem a variabilidade dos caracteres biolégicos com informacdes

biogeogréaficas.



19

Os padrdes de diversos caracteres biologicos, quando analisados em conjunto
permitem estimar o grau de similaridade entre populacfes, o grau de fluxo génico
entre elas e também concluir se ha evidéncia de complexo de espécies. No contexto
da entomologia médica, investigacbes sobre a estruturacdo populacional séo
primordiais para a elaboragdo ou aprimoramento das estratégias de controle vetorial.

1.3 Métodos para estudo populacional

Para o0s estudos investigativos de estruturagdo populacional, diversos
marcadores biolégicos tém sido empregados em entomologia médica. A combinacdo
de dois ou mais marcadores biolégicos nas investigacdes de estrutura populacional
enriquecem as analises, permitem refletir sobre a histdria evolutiva dos organismos,
além disso, ddo mais verossimilhanca as conclusdes. Com destaque, pode-se citar
marcadores como 0 gene mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade | (COI) e a

geometria da forma alar e estudo morfoldgico de genitalia como comentado a seguir.

1.3.1 Marcadores mitocondriais citocromo oxidade subunidade | (COI)

O DNA mitocondrial se apresenta em uma organizacao estrutural bastante
simples em animais, contendo 37 genes e uma regido ndo- codificadora que controla
a replicacdo e transcricdo do material genético da mitocéndria (Clary, Wolstnholme,
1985). O DNA mitocondrial raramente sofre recombinacdo e apresenta rapida taxa
evolutiva (Matioli, 2000). Muitos estudos demonstraram que o DNA mitocondrial € (util
em pesquisas de diversidade genética de varias espécies, inclusive mosquitos, assim
como em estudos de filogenia e de fluxo genético (Avise, 1994; Kabhampati et al.,
1991; Wilkerson et al., 2005). O gene mitocondrial COIl estd em centenas de coOpias
por células e tém baixa variacdo intra-especifica (Cywiska et al., 2006), sendo um
marcador especifico em nivel populacional (Lunt et al., 1996).

Os estudos envolvendo o marcador COl vém sendo cada vez mais utilizados
em culicideos. Em estudo realizado por Cywinska, 2006 na identificacdo de espécies
de mosquito da familia Culicidae no Canada, o marcador COIl mostrou todas as
caracteristicas para um marcador eficaz: E compartilhado por todas as espécies, é de
facil andlise e é capaz de identificar os individuos em espécie. Em trabalho realizado

com o género Culex, a analise do gene mitocondrial COIl, juntamente com estudos
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morfoldgicos revelou que podem existir complexos dentro das espécies Cx. mollis, Cx.
dolosus, Cx. imitator (Demari, 2009). Lehr et al., 2005 em pesquisa realizada com
espécies do complexo Anopheles albitarsis, discriminou pelo menos cinco espécies
dentro desse complexo.

Estudos envolvendo o marcador COl vém sendo cada vez mais empregados
em pesquisas envolvendo filogenia e diagnostico de espécies, principalmente para
complexo de espécies. Em estudo recentemente realizado com trés populacfes de
Oc. scapularis foi possivel diferencia-las intra e interpopulacional por meio do
marcador COI (Devicari, 2010).

1.3.2 Morfometria alar

Algumas espécies de insetos ndo séo facilmente identificadas utilizando-se da
taxonomia classica, muitas destas sdo apenas identificadas por meio das formas
imaturas e para algumas espécies as chaves sdo melhores descritas para um dos
géneros. Assim se faz necessario a busca de métodos alternativos que proporcionem
a percepcdo destas variagbes como as técnicas de morfometria. Em particular, a
morfometria geométrica permite um estudo estatistico multivariado das estruturas
biologicas (Monteiro, 1999; Rohlf, 1993). A morfometria alar trata- se do estudo de um
caracter com multiplos estados.

Este método foi proposto por Bookstein na década de 1990, esta cada vez
mais aplicado em estudos populacionais de insetos, principalmente culicideos. Os
dados para os estudos morfométricos séo extraidos a partir da distancia de pontos de
referéncia, formados pela justaposicédo de tecidos ou pontos extremos do corpo 0s
chamados marcos anatdomicos (Dujardin et al., 2008). Sdo tomadas as coordenadas
posicionais de cada marco anatdmico em um plano cartesiano imaginario que
abrange a asa do individuo estudado. Sobre as coordenadas posicionais destes
marcos, € possivel aplicar testes de estatistica multivariada para verificagcdo da
variacao da forma e do tamanho isométrico das asas.

Para a descricdo da forma alar, em geral utiliza-se a sobreposicdo de
Procrustes seguida de analise de componentes principais, na morfometria geométrica,
descritores que definem a variagdo populacional de formatos desconsiderando-se o
tamanho isométrico. Ja para a descricdo de tamanho alar, € muito Gtil o descritor de

tamanho isométrico chamado “tamanho do centréide”, definido pela raiz quadrada da
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soma dos quadrados das distancias de cada marco anatdmico ao centroide da
configuracao total (Reis, 1999; Rohlf et al., 2009).

Alguns estudos revelaram que pela morfologia alar € possivel a distincdo de
espécies dentro de complexos, assim como € possivel observar diferencas de
individuos entre as diferentes populagdes da mesma espécie (Jirakanjanaki, Dujardin,
2005). Pela morfometria alar foi possivel a distincdo de cinco espécies de Anopheles
do subgénero Nyssorrhynchus, considerados os principais vetores de plasmodios nos
tropicos, em que as fémeas adultas sdo morfologicamente indistinguiveis pela
taxonomia classica, onde a sua identificagéo é feita somente pela genitalia do macho
adulto e pela quetotaxia de larvas de quarto instar (Calle et al., 2002).

O estudo morfométrico se ocupa em verificar as variacdes morfométricas entre
individuos, populacbes e espécies (Bookstein, 1997), sendo de grande importancia
aos estudos epidemiolégicos de espécies de importancia a saude publica.

1.3.3 Estudo morfolégico da genitalia masculina

Este € um método classico utilizado para a descricdo morfolégica da maioria
das espécies de culicideos. Esta estrutura ainda é muito usada para identificacdo de
espécies através de chaves taxonémicas. Algumas espécies de culicideos que fazem
parte de complexo podem ser identificadas através da estrutura da genitalia. Como
exemplo disso, o An. homunculus e o An. cruzii sdo espécies morfologicamente muito
parecidas na forma adulta, podendo somente ser identificados pela genitalia do
macho (Calado & Navarro-Silva, 2005).

O Culex mollis e o Cx. bidens podem ser separadas pela genitalia masculina
adulta, ja por caracteristicas externas no adulto existe a dificuldade na separacgao
dessas espécies (Demari et al., 2011). Arnell (1976) estudou a morfologia das
genitalias de Oc. scapularis e verificou a existéncia de diferengas entre individuos de
diferentes populacbes desta espécie em relacdo ao processo retrodirigido do
filamento do claspete do gonocoxito (Figura 2). Isto como jA mencionado sugere a
existéncia de um possivel complexo de espécies, dentro da espécie Oc. scapularis.

O estudo morfolégico de estruturas da genitdlia de culicideos é util para a
identificacdo de diversos taxons, sendo importante na separacdo de complexo de

espécies.
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Figura 2 — A) Presenca do processo retrodirigido do filamento do claspete da genitalia

masculina (Reproduzido de Forattini, 2002) de
Auséncia do processo retrodirigido.

Oc. scapularis. B)
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6 Conclusodes

Com os resultados gerados neste trabalho somados aos obtidos nos estudos
realizados por Devicari, 2010 ampliamos o conhecimento sobre a estrutura
populacional e morfolégica do mosquito Oc. scapularis. Como ja mencionado este
mosquito apresenta poucos estudos principalmente no que se refere a estruturacao
populacional, apesar de apresentar competéncia vetora a uma série de agentes

etioldgicos ja citados neste estudo. Nossas principais conclusées foram:

e as populacdes de TRE, SPA e ITA podem ser separadas através da morfometria

geomeétrica, pois ocorreu pouca sobreposi¢ao entre 0s grupos;

e existe correlacdo entre as distancias alares e as geograficas nos machos do

mosquito Oc. scapularis;

e as trés populacdes apresentaram riqueza haplotipica e baixo fluxo génico entre

elas;

e 0s valores de @ foram de baixos a moderados. Estes valores ndo sugerem um

complexo de espécies em Oc. scapularis;

e 0 filamento apical do processo retrodirigido do gonocoxito ndo é um caracter
indicativo de complexo de espécie em Oc. scapularis como Arnell, 1975 havia

proposto;

e 0s resultados obtidos neste trabalho na morfometria geométrica, estudo da
genitalia e gene Citocromo Oxidase Subunidade |, permite-nos concluir que as
populacdes da espécie Oc. scapularis estudadas neste projeto ndo se tratam de
complexo de espécie. Para uma melhor conclusdo a respeito da existéncia de
complexo na espécie Oc. scapularis € necessario a ampliacdo das areas de

estudos deste mosquito.
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