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RESUMO

7

O Complexo Coronator é constituido de cinco espécies: Culex coronator Dyar e
Knab, 1906; Culex ousqua Dyar, 1918; Culex usquatus Dyar, 1918; Culex
usquatissimus Dyar, 1922 e Culex camposi Dyar, 1925. Estas espécies constituem
um Complexo devido a semelhanca morfoldgica existente na larva e nas fémeas
destas espécies, sendo a genitdlia masculina fundamental para distingui-las. O
Complexo € amplamente distribuido pela regido Neotropical, mas apenas Culex
coronator e Culex usquatus ocorrem no Brasil. A fim de encontrar caracteres
morfolégicos e moleculares para separar as duas espécies foram observadas as
variagdes morfoldgicas, que ocorrem nos exemplares do Complexo Coronator,
principalmente na genitalia dos machos, e analisadas as evidencias moleculares de
populacdes oriundas dos Estados do Parana e Sao Paulo. Observou-se a morfologia
de 35 espécimes fémeas e 26 espécimes machos com exulvias da larva e da pupa e
genitalias dos machos associadas, montadas em lamina e obtiveram-se 8
seqiéncias de DNA do gene mitocondrial citocromo oxidase | (COIl). Nao foram
encontradas caracteristicas morfolégicas relevantes para a distincdo das espécies
nas fémeas e nos imaturos analisados. No entanto, foram encontradas variagcoes na
ornamentagao de cerdas do gonocoxito da genitalia dos machos de Cx. usquatus de
Sao José dos Pinhais (PR) e Pariquera-Acu (SP). Esta é a principal caracteristica
utilizada para a separacéo das espécies que constituem o Complexo Coronator, fato
que sugere a existéncia de uma espécie nova no Parana. Porém para afirmarmos
estes dados sdo necessarios estudos mais aprofundados. A anélise das sequéncias
do gene COI sugerem a existéncia de 2 clados distintos. O primeiro com espécimes
de Porto Rico, Sao José dos Pinhais (PR) e Campos do Jordao (SP), cujas relacdes
internas nao foram resolvidas, possivelmente pelo nimero reduzido de exemplares
analisados. O segundo grupo é formado pelos exemplares de Lucélia (SP). Ambos
os clados sao monofiléticos com suporte de bootstrap acima de 50%. Tanto os
dados morfolégicos quanto os moleculares sugerem a necessidade de estudos mais
aprofundados bem como esforgcos amostrais do grupo Coronator no Brasil, visto que
ainda existem muitas interrogacées a serem solucionadas.

Palavras - Chave: Complexo Coronator, COIl, morfologia, mtDNA.



SUMMARY

The Coronator Complex cumprises five species: Culex coronator Dyar and Knab,
1906; Culex ousqua Dyar, 1918; Culex usquatus Dyar, 1918; Culex usquatissimus
Dyar, 1922 and Culex camposi Dyar, 1925. These species constitute a complex due
the existing morphologic similarity in the larva and the females of these species,
being the basic male genitalia for distinguish them. The Complex widely is distributed
by the Neotropical region, but only Culex coronator and Culex usquatus occur in
Brazil. In order to find morphologic and molecular characters to separate the two
species had been observed the morphologic variations that occur in the units of the
Coronator Complex, mainly in the males genitalia, and analyzed molecular evidence
of populations of States of the Parand and Sao Paulo. It was observed morphology of
35 female specimens and 26 male specimens with exuviae of the larva and pupa and
males genitalias associates, mounted in blade and had gotten 8 sequences of DNA
of the mitochondrial gene cytochrome oxidase subunit | (COIl). They had not been
found prominent morphologic characteristic for the distinction of the species in the
analyzed females and the immature ones. However, variations in the bristles of apex
gonocoxite of the male genitalia of Cx usquatus of Sao José dos Pinhais (PR) and
Pariquera-Acu (SP) had been found. This is the main characteristic used for the
separation of the species that cumprise the Coronator Complex, fact that suggests
the existence of a new species in the Parana. However to affirm these data are
necessary deepened studies more. The analysis of the sequences of gene COlI
suggests the existence of 2 groups distinct. The first one with specimens of Porto
Rico, Sao José dos Pinhais (PR) and Campos do Jorddo (SP), whose internal
relations had not been decided, possibly for the reduced number of analyzed units.
As the group is formed by the units of Lucélia (SP). Both the clusters ones are
monophyletic group and supported by bootstrap above of 50%. As much the
morphologic data how much the molecular ones suggest the necessity of deepened
studies more as well as efforts you show of the Coronator group in Brazil, since still
many interrogations exist to be solved.

Key - Words: Coronator complex, COIl, morphology, mtDNA.
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1. INTRODUGAO

A familia Culicidae Meigen, 1818 tem em torno de 3500 espécies descritas.
As espécies estdo distribuidas por todo o mundo, em regibes temperadas e
tropicais, sendo que algumas espécies podem atingir o Circulo Polar Artico. E
constituida de duas subfamilias, Anophelinae e Culicinae. Esta, mais diversa, com
43 géneros agrupados em 11 tribos. No Brasil sdo registrados os géneros:
Aedeomyia, Aedes, Anopheles, Chagasia, Coquillettidia, Culex, Deinocerites,
Haemagogus, Isostomyia, Johnbelkinia, Limatus, Lutzia, Mansonia, Onirion,
Orthopodomyia, Psorophora, Runchomyia, Sabethes, Shannoniana, Toxorhynchites,
Trichoprosopon, Uranotaenia, Wyeomyia. O monofiletismo de Culicidae foi
comprovado pelos estudos de Harbach & Kiching (1998), mas existem problemas
nas relacdes evolutivas internas do grupo.

O género Culex Linnaeus, 1758 constitui um dos maiores grupos dentro da
Familia Culicidae com quase 800 espécies descritas, distribuidas em 27
subgéneros, dos quais oito ocorrem no Brasil: Culex, Aedinus, Melanoconion,
Phenacomyia, Microculex, Carrollia, Anoedioporpa, Tinolestes (WRBU 2008). As
espécies do grupo se caracterizam principalmente pela presenca de pulvilo e
auséncia de cerdas pré e pds-espiraculares.

Apesar da representatividade do género quanto ao numero de espécies
descritas, verifica-se um numero reduzido de fémeas com caracteristicas marcantes
e pouco variaveis. Desta forma, a identificacao de fémeas coletadas na fase adulta,
com base na morfologia externa é dispendiosa e dificil para pessoas pouco
familiarizadas com o grupo. Um problema que dificulta um conhecimento maior do
género é que as chaves dicotbmicas existentes, para as fémeas, ndo sao
suficientemente seguras. Além destas dificuldades, muitos adultos quando
capturados, perdem algumas caracteristicas que sdo de extrema importancia para
sua identificagdo, como cerdas e escamas. As genitalias masculinas dos
representantes do género Culex apresentam caracteristicas que permitem a
identificacdo correta das espécies. Desta maneira as estruturas da genitalia
masculina representam meétodo mais adequado para a identificacdo especifica
(Consoli & Lourengo-de-Oliveira 1994).



1.1 O COMPLEXO CORONATOR

O Complexo Coronator compreende cinco espécies validas: Culex coronator
Dyar e Knab, 1906; Culex ousqua Dyar, 1918; Culex usquatus Dyar, 1918; Culex
usquatissimus Dyar, 1922 e Culex camposi Dyar, 1925. As espécies do Complexo
Coronator sao distinguiveis pelo aspecto do apice do gonocoxito e da ornamentacao
cerdosa do lobo subapical da genitdlia masculina, no entanto os caracteres
morfolégicos das fémeas adultas e a quetotaxia das larvas ndo sao utilizaveis para
esta separacdo (Bram 1967; Forattini 2002). Desta forma, grande parte dos
trabalhos de levantamento de fauna de mosquitos, realizados no Brasil, traz na lista
de espécies apenas um reconhecimento ao Grupo Coronator, referindo-se a Culex
coronator + Culex usquatus. Os trabalhos de Gomes & Forattini (1990); Urbinatti et
al. (2001); Taipe-Lagos & Natal (2003); Cardoso et al. (2005) sao alguns exemplos.

Culex coronator foi descrito por Dyar & Knab, 1906 a partir do estagio larval,
tendo como base caracteres da capsula cefalica e do sifao respiratorio. A localidade
tipo € Saint Joseph, Trinidad. Culex ousqua e Culex usquatus foram descritos por
Dyar (1918) e Dyar (1918) respectivamente. Dyar (1918) destaca aspectos
morfolégicos do macho, da fémea e do estagio larval de Culex usquatus e Culex
ousqua e assinala a semelhanca entre as duas espécies e delas com Culex
coronator e Culex (Culex) surinamensis Dyar (1918). Dyar 1922 descreve 0 macho
de Culex usquatissimus. A descricdo de Culex usquatus, Culex ousqua e Culex
usquatissimus foi baseada em material coletado no Panama e todas as trés
espécies foram consideradas pelo autor como variagcbes morfoldégicas de Culex
coronator. Dyar (1925) observou que alguns mosquitos que ocorriam no Equador
apresentavam variagdes em relacao a Culex coronator, nomeando estes como uma
nova “raga” de Culex coronator denominada Culex camposi.

Bonne & Bonne-Wepster (1925) fizeram a redescricdo da fémea, do macho
e da larva de Culex coronator utilizando amostras do Suriname. Considerando as
observacdes feitas por Dyar em anos anteriores os autores citaram Culex usquatus,
Culex ousqua e Culex usquatissimus e apontaram possiveis variagcdes nas cerdas
do lobo apical e do apice da peca basal (gonocoxito) destas espécies em relagéo a
Culex coronator.

Root (1927) realizou coletas de mosquitos do género Culex, no Brasil, nos
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Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais e destacou a presenca de duas formas de
Culex coronator no pais, sendo que os adultos seriam muito semelhantes quanto a
coloragao e caracteristicas do mesosoma (falossoma). No entanto, as duas formas
diferiam na estrutura do lobo apical e da peca basal (gonocoxito).

Dyar (1928) redescreveu a fémea, o macho e a larva de Culex coronator,
baseado utilizando espécimes coletados na América do Norte, Central e do Sul
(Maracay, Aragua, Panama, Venezuela, Argentina, Suriname e Brasil).

Anduze (1943) descreveu Culex albertoi e considerou que a nova espécie
equivaleria a descricao de Root (1927) sobre a forma atipica de Culex coronator.
Lane (1951) examinando tipos de Culicidae Neotropical nas colecbes do National
History Museum de Londres e do National Museum of Natural History de
Washington, D. C. colocou Culex albertoi na sinonimia de Culex coronator. Lane
(1953) redescreveu a fémea, o macho e a larva de Culex coronator e descreveu pela
primeira vez a pupa da espécie.

Vargas & Martinez-Palacios (1954) descreveram Culex mooseri como
subespécie de Culex coronator. Stone et al. (1959), em seu catalogo de mosquitos
do Mundo, consideraram Culex coronator como espécie valida, Culex ousqua, Culex
usquatus, Culex usquatissimus e Culex albertoi como suas sinonimias e Culex
camposi e Culex mooseri como subespécies de Culex coronator. Belkin et al. (1965)
adotaram a classificacao de Stone et al. (1959).

Forattini (1965) que se baseou na tese de Bram, 1964 (dados néo
publicados) foi o primeiro autor a citar o Complexo Coronator, que seria composto
por Culex coronator, Culex ousqua, Culex usquatus, Culex usquatissimus, Culex
camposi e Culex covagarciai. Estas espécies constituem um complexo pela
semelhanca morfolégica apresentada pelas fémeas e imaturos destas espécies.
Todas as seis espécies sdo consideradas validas devido as evidéncias morfolégicas
da genitélia masculina e registros de distribuigdo geografica.

Bram (1967) analisou a genitdlia de 227 espécimes pertencentes ao
Complexo Coronator, e considerando as diferencas morfoldgicas e a distribuicao
deste taxa, considerou como espécies validas Culex coronator, Culex usquatus,
Culex ousqua, Culex usquatissimus e Culex camposi. Culex albertoi é considerada
sinbnimo de Culex ousqua e Culex mooseri sinbnimo de Culex coronator. Stone
(1967) no suplemento Il do Catalogo de Mosquitos do Mundo e Forattini (2002)
adotaram a classificacdo de Bram (1967). Forattini (2002) ndo considera Culex

3



covagarciai como pertencente ao Complexo Coronator. Os espinhos presentes no
sifdo respiratorio desta espécie ndo sdo evidentes e fortes como nas demais
espécies do Complexo Coronator, além disto, a genitdlia de Culex covagarcia é

bastante caracteristica.

1.2 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

De acordo com Bram (1967) e Forattini (2002), o Complexo Coronator
encontra-se amplamente distribuido na regido Neotropical. Porém cada uma das
espécies apresenta distribuicao particular. A distribuicdo geografica de cada espécie
do Complexo Coronator esta apresentada nas figuras 1, 2, 3, 4 e 5, de acordo com
WRBU (2008). Culex coronator é a espécie que apresenta a distribuicao mais ampla,
ocorrendo desde o sudeste dos Estados Unidos a Argentina. Os registros mais
recentes sdo de Louisiana (Debboun et al. 2005), Florida (Smith et al. 2006),
Mississipi (Goddard et al. 2006) e Alabama (McNelly et al. 2007). Almiron et al.
(1995) citam Bahia Blanca (Provincia de Buenos Aires), Argentina como o limite sul
da distribuicdo de Culex coronator. Culex ousqua, Culex usquatus, Culex
usquatissimus e Culex camposi ocorrem no México e nas Américas Central e do Sul.
No Brasil existem registros apenas para Culex coronator e Culex usquatus (WRBU
2008).



Figura 1: Distribuicdo geogréafica de Culex coronator Dyar & Knab, 1906 de acordo
com (WRBU 2008). Disponivel em:

http://www.mosquitocatalog.org/species/species_profile.asp?ID=3447

Figura 2: Distribuicao geografica de Culex usquatus Dyar, 1918 de acordo com
(WRBU 2008). Disponivel em:

http://www.mosquitocatalog.org/species/species_profile.asp?ID=3823



Figura 3: Distribuicdo geografica de Culex ousqua Dyar, 1918 de acordo com
(WRBU 2008). Disponivel em:
http://www.mosquitocatalog.org/species/species_profile.asp?ID=3610

Figura 4: Distribuicdo geogréfica de Culex camposi Dyar, 1925 de acordo com
(WRBU 2008). Disponivel em:
http://www.mosquitocatalog.org/species/species_profile.asp?1D=3430
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Figura 5: Distribuicdo geografica de Culex usquatissimus Dyar, 1922 de acordo com
(WRBU 2008). Disponivel em:
http://www.mosquitocatalog.org/species/species_profile.asp?ID=3822

1.3 ASPECTOS BIOECOLOGICOS

Os mosquitos do género Culex, subgénero Culex demonstram se beneficiar
das modificacbes ambientais de natureza antrépica, colonizando tanto ambientes
naturais quanto artificiais; isso se deve ao fato de os individuos deste grupo nao
serem muito exigentes quanto a &gua utilizada para oviposicdo. Os adultos
procuram abrigo préximo aos criadouros ou as fontes de alimentacdo (Gomes &
Forattini, 1990).

Os imaturos, das espécies do Complexo Coronator podem se desenvolver
nos mais diversos tipos de criadouros, sejam eles naturais ou artificiais (Bonne &
Bonne-Wepster 1925; Arnett 1948; Carpenter & LaCasse 1955; Consoli & Lourenco-
de-Oliveira 1994; Lopes & Lozovei,1995; Forattini 2002; Silva 2002).

Em geral os imaturos tém sido encontrados em pocgas semi-permanentes no



solo, ao longo de estradas pouco movimentadas e ferrovias, impressdes de pneus e
patas de animais que acumulam agua das chuvas e em valas de drenagem (Dyar &
Knab 1906; Dyar 1928; Antunes 1937; Almiron & Brewer 1996; Debboun et al. 2005).
Ocorrem também em terrenos alagados pelo extravasamento de riachos, areas de
pantano ou mangue. Dentre os criadouros artificiais, vale destacar o encontro de
imaturos em uma vasta variedade de recipientes dos quais se destacam os
bebedouros de animais e tanques domésticos. Komp (1936) observou que as larvas
encontradas em ocos de arvores apresentam o sifao profundamente escurecido.

A &gua dos criadouros pode ser limpida ou turva, com ou sem vegetacao,
sendo que as larvas podem viver em agua muito poluida. Pecor et al. (2002), em
Belize, encontraram imaturos de Culex coronator em plantacdo de arroz, com agua
parada de aspecto leitoso. Os criadouros podem ter o fundo recoberto por barro,
com matéria organica em decomposicdo ou rochas. As formas imaturas foram
encontradas, inclusive, em criadouros situados préximos ao mar. Em relacdo a
luminosidade, os habitats aquaticos podem ser representados por pocas
ensolaradas, parcial ou inteiramente sombreadas (Root 1927; Antunes & Lane 1933;
Arnett 1948; Arnett 1950; Pecor et al. 2002). Alfonzo et al. (2005) no oeste da
Venezuela associou os imaturos de Culex coronator, a locais parcialmente
sombreados e florestas.

Quanto aos adultos, as fémeas podem apresentar diferentes preferéncias
alimentares, ou seja, sdo tanto antropofilicas como zoofilicas, se alimentando do
sangue de mamiferos ou de aves (Lane, 1953). Forattini et al. (1995) dizem que em
geral as espécies do género Culex sao ornitofilicas. Dyar & Knab (1906), Bonne &
Bonne-Wepster (1925), Dyar (1928) e Komp (1936) consideravam que os adultos de
Culex coronator nao se alimentavam de sangue humano. Dyar (1918) relatou a
presenca de Culex usquatus proximo as habitagcdes humanas. Antunes & Lane
(1933) capturaram a espécie em locais utilizados para a criacdo de suinos e
bovinos, no Estado de Sao Paulo. Antunes (1937) encontrou focos das espécies
proximos de habitagdes humanas, na Colémbia, sendo que algumas fémeas foram
capturadas com isca humana. Arnett (1948) no Panama registrou Culex coronator,
em cavalos. Belkin & Heinemann (1976) relataram o encontro de Culex coronator em
aves. Almirén & Brewer (1995) coletaram Culex coronator em aves e coelhos.

Lopes et al. (1995) observaram tendéncia de aumento populacional de Culex

coronator na primavera. No entanto, Forattini et al. 1995 notaram que a distribuigao
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mensal do Grupo Coronator foi regular ndo sendo influenciada por fatores climéticos
ambientais ao longo do ano. A espécie apresentou comportamento silvestre.
Registros publicados na literatura por diversos pesquisadores falam da adaptagao
de espécies do Grupo Coronator ao ambiente antropico (Lopes & Lozovei 1995;
Silva 2002; Barbosa et al. 2003).

1.4 IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA

A capacidade vetora de Culex coronator precisa ser esclarecida, no entanto
existem evidencias que demonstram o potencial do inseto para transmitir agentes
infecciosos. Hammon & Reeves (1943) em estudo conduzido em laboratério
demonstraram a competéncia vetora da espécie para transmitir o Saint Louis
Encephalitis Virus (SLEV — Flavivirus da Familia Flaviviridae), na Califérnia (EUA).
Anderson et al. (1957) encontraram espécimes de Culex coronator naturalmente
infectadas por linhagens de SLEV em Trinidad. Scherer et al. (1971) isolaram o virus
da Encefalomielite Eqliina Venezuelana (VEE - Alphavirus da familia Togaviridae) de
Culex coronator no México. No entanto, Turell et al. (2000) observaram que
populacées de Culex coronator do Peru ndo sao susceptiveis ao VEE. Turell et al.
(2005) isolaram o Virus llhéus e o SLEV de amostras de Culex coronator
provenientes da Amazo6nia Peruana, nordeste do Peru préximo a Iquitos. A espécie
mostrou-se susceptivel ao SLEV em laboratério. Culex coronator esta entre as mais
de 60 espécies de mosquitos capturadas nos Estados Unidos e encontradas
naturalmente infectadas pelo West Nile Virus (WNV - Flavivirus da Familia
Flaviviridae) no periodo que compreende 1999 a 2006 (CDC, 2008).

No Brasil, Fernandez et al. (2000) tentaram isolar particulas do virus da
encefalomielite eqliina de amostras de Culex coronator provenientes do Estado do
Parana. Porém, os autores nao encontraram nenhum sorotipo do virus nas amostras
analisadas. Santos et al. (2006) relataram que Culex coronator esta infectado com
SLEV na Amazénia Brasileira.

Diante destas evidéncias, o esclarecimento taxonémico do Complexo

Coronator torna-se importante na prevencao de alguns arbovirus.



1.5 UTILIZACAO DE FERRAMENTAS DA BIOLOGIA MOLECULAR PARA
DIFERENCIACAO DE ESPECIES

A fim de elucidar o problema da identificacdo de espécies cripticas, varios
métodos tém sido empregados, dentre os quais, a analise do bandeamento de
cromossomos politénicos e tipagem de enzimas por meio de perfis de migracao
eletroforética. Porém estas sao técnicas que apresentam muitas limitagées (Walton
et al. 1999; Singh et al. 2004; Ruiz et al. 2005; Kumar et al. 2007). Desta forma,
métodos baseados na analise de DNA tém sido desenvolvidos nas ultimas décadas.
As regides do genoma que tém sido amplamente estudadas e utilizadas para a
distincdo de espécies cripticas e em analises filogenéticas sdo o rDNA e o mtDNA,
pois sao de facil amplificacdo e sequenciamento, tém iniciadores que podem ser
aplicados a varias espécies de insetos e grande numero de sequéncias estao
disponiveis em bancos de dados para comparacdes (Besansky & Fahey, 1997).

O esclarecimento taxondmico desses complexos pode ajudar na solugéao de
problemas epidemioldgicos relacionados a transmissdo de varios patdégenos e nas
medidas de controle, ja que diferentes espécies dentro de um complexo podem
exibir diferencas na ecologia, apresentar variacbes quanto a capacidade e
competéncia vetora, e na resposta a medidas de controle.

Regides nao codificantes, como a regido de controle do DNA mitocondrial,
introns de genes nucleares e espacadores transcritos internos do rDNA sofrem
pressdes muito pequenas de selecdo e tendem a evoluir muito rapidamente e sao
normalmente utilizadas para diferenciacdo intra-especifica ou de espécies muito
proximamente relacionadas. O espacador interno, ITS2 e o gene mitocondrial COI
promovem uma forte ferramenta para estudos de variacdo intra-especifica e
filogenias de espécies cripticas (Cruickshank, 2002).

O genoma mitocondrial é hapléide devido sua heranca ser estritamente
materna, por isso ndo estd submetido a processos de recombinacao (Moritz et al.
1987). Os genes mitocondriais estdo presentes em multiplas copias € sdo mais
facilmente amplificados do que os genes nucleares (Cook et al. 2005). O citocromo
oxidase | (COIl) é o gene mais conservado nas seqiéncias de aminoacidos sendo
entdo, vantajoso para estudos taxonémicos (Knowlton & Weigt 1998 apud Kumar et
al. 2007).
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1.6 JUSTIFICATIVA

O histoérico do Complexo Coronator indica que desde a descricdo de Culex
coronator e subsequentemente das demais espécies que compde o complexo, 0s
autores procuram por caracteres para diferenciar os taxa morfologicamente. No
entanto, caracteres dos ovos e da quetotaxia das pupas nunca foram estudados em
detalhes. Para a obtencdo de ovos ha a necessidade de coletar individuos em
campo e trazé-los para o laboratério. No entanto, para identificacdo correta de
espécies torna-se necessario obter adultos machos e fémeas, o que é bastante
desafiador. As estruturas da armadura do cibario de Culex coronator foram
estudadas de individuos provenientes de Santa Clara, San Carlos, Alajuela e La
Selva, Sarapiqui, Heredia, Costa Rica por Boza & Vargaz (2006), impossibilitando
comparacées interespecificas. Desde a década de 1960 n&o sao realizados estudos
sistematicos ou sobre a distribuicao das espécies do Complexo Coronator, sendo
esta a atual situacao do grupo. Os estudos detalhados sobre a quetotaxia das larvas
a das pupas, bem como o emprego de técnicas de biologia molecular representam
ferramentas importantes para auxiliar na identificacdo das espécies que constituem

o Complexo Coronator.

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo observar as variacbes morfologicas,
gue ocorrem nos exemplares do Complexo Coronator, principalmente na genitélia
dos machos assim como evidéncias moleculares de populagdes oriundas dos

Estados do Parana e Sao Paulo.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
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o Estudar sistematicamente as caracteristicas morfolégicas de adultos e
imaturos dos espécimes encontrados.

. Sequenciar parte do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade
| (COI) de exemplares do Complexo Coronator.

J Redescrever e/ou descrever os estagios de larva, pupa e adulto dos

espécimes encontrados.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. PROCEDENCIA DO MATERIAL

Para o desenvolvimento deste estudo, foram obtidos por empréstimo,
exemplares com procedéncia de instituicbes nacionais, listadas abaixo, com a
respectiva sigla e o nome do curador e/ou intermediario do empréstimo entre
parénteses.

DZUP - Colecao de Entomologia Padre Jesus Santiago Moure,
Departamento de Zoologia, Universidade Federal do Parana, Curitiba, Parana, Brasil
— (Mério Antonio Navarro da Silva).

FSP — Faculdade de Saude Publica, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo,
Brasil — (Maria Anice Mureb Sallum).

Para avaliar a variabilidade genética do grupo Coronator foram coletados
exemplares do Complexo Coronator nos Estados do Parana e Sao Paulo (Tabela I).

Tabela I. Amostras das populagées do Complexo Coronator utilizadas na andlise de seqiiéncias de
DNA do gene mitocondrial COI.

Localidade/ n° individuos Cadigos Latitude (N-S) Longitude (W-E)
S&o José dos Pinhais (PR)/ 1 SJP08 25°44' 16" 49° 16' 08"
Porto Rico 02 (PR)/ 1 PR02-02 22°47'16” 53°16'38”
Porto Rico 04 (PR)/ 2 PR04-12 22°47'16” 53°16'38”
PR04-01

Campos do Jordao (SP)/ 2 CJ01-39 22°45’50” 45°30°87”
CJ01-38

Lucélia (SP)/ 2 66 e 72 21°37°07,9” 50°56'24,0”
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3.2. PREPARACAO DOS ESPECIMES

Para o estudo morfolégico os exemplares adultos foram montados em
tridangulos brancos espetados em alfinetes entomoldgicos. Os adultos foram
observados com o auxilio de estéreo microscopio. As genitalias masculinas e
femininas foram montadas em laminas permanentes da seguinte forma: com o
auxilio de tesoura fina a genitalia foi cortada na altura do segmento abdominal VIl e
entdo colocada em banho de KOH 20% por 12 horas. Apés este periodo o KOH foi
removido e substituido por alcool acético 20%. A seguir trocou-se o alcool acético
por outro adicionando uma gota de fucsina &cida. Posteriormente faz-se a
desidratacdo da peca em série de alcoois de diferentes concentracoes, 80, 90, 95%
e absoluto cada um por 10 minutos. Depois se retirou 0 alcool absoluto e adicionou-
se Oleo de cravo (Eugenol). A peca fica mergulhada em Eugenol por duas horas. A
montagem foi feita com Balsamo do Canad4, entre lamina e laminula, procedendo
as devidas disseccoes, especificas para cada género. No género Culex as pecgas
que compde a genitdlia (gonocoxito, falossoma, proctiger, tergitos IX e X) foram
separadas com o auxilio de um micro estilete, para facilitar a visualizacdo e a
ilustracédo de todas as estruturas.

Para os imaturos também foram confeccionadas laminas permanentes. As
exuvias foram preservadas em alcool 80%. Do alcool 80%, passadas para o 90%,
95% e absoluto sucessivamente, cada um por 10 minutos. O alcool absoluto foi
substituido por 6leo de cravo (Eugenol) por 1 hora. As exuvias foram montadas em
Bélsamo do Canada entre lamina e laminula, seguindo as técnicas para montagem
de exuvias de larvas e pupas de Culicidae.

Foram realizados desenhos das seguintes estruturas: Larva - capsula cefélica
vista dorsal e ventral, antena, dorsomento, segmentos abdominais VIII-X e sifao
respiratério. Pupa - cefalotérax, segmentos abdominais I-VIll, paleta natatoria.
Genitdlia masculina - gonocoxito, gonostilo, edeago, paraproctos e cerca. O
reconhecimento das estruturas e as ilustragdes foram realizadas com auxilio de um
microscépio ZEISS, Standard 20 acoplado com camara-clara. Para a confecg¢do dos
desenhos foi estabelecido um padrdo de aumento para cada estrutura. A dimensao
dos desenhos foi registrada através da escala que acompanha o microscopio.

As fotos das espécies foram obtidas através da camera Leica DFC 500,
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acoplada a Lupa Leica MZ16. O alinhamento das imagens, realizado pelo Software
Auto-Montage Pro (Syncroscopy) do “Projeto Taxon line Rede Paranaense de
Colegdes Biologicas”, do Departamento de Zoologia. A arte final dos desenhos e
fotos foi realizada no programa ADOBE PHOTOSHOP CS versao 8.0.

Na lista de material examinado, foi citado o Pais, Estado, localidade, data de
coleta, coletor, sexo (representado pelos simbolos macho (J) e fémea (?)) e a sigla
da colecao a qual o exemplar pertence.

A terminologia utilizada € aquela proposta por Belkin et al. (1970),
modificada por Harbach & Knight (1980); Forattini (1996) e Forattini (2002).

Foram utilizadas duas letras para abreviar o nome dos géneros e trés para
0s subgéneros, conforme proposto por Reinert (2001). Reinert (1975) preconiza a
utilizacdo de abreviacdes genéricas e subgenéricas curtas e padronizadas, a fim de
facilitar o reconhecimento de cada tdxon e reduzir 0 espaco impresso em tabelas,
listas, descricdes, etiquetas de identificacdo, estudos computacionais, entre outras

vantagens.

3.3. ANALISE BASEADA EM CARACTERES MOLECULARES

3.3.1. Amostras e Método de Extracao de DNA.

Para as analises moleculares foram utilizadas amostras de acordo com a
Tabela I. Para evitar riscos de contaminagédo das amostras com DNA de parasitas ou
com sangue de hospedeiros, foram utilizados apenas individuos adultos machos
obtidos em laboratério e que nao receberam nenhum tipo de alimento. No momento
anterior a extracdo, a genitdlia masculina foi retirada e montada em lamina
permanente. Procedimento adotado para facilitar a busca por caracteres
morfolégicos.

A extracao de DNA foi realizada segundo protocolo de Cheung et al. (1993)
modificado por Carvalho & Vieira (2001) e por Franca (2005). - Exemplares adultos
foram macerados individualmente em tubo de microcentrifuga de 1.5ml, contendo
160 ul de tampao de extragao (Tris-HCI 200 mM, pH 8,0, NaCl 2M, EDTA 70 mM).
Em seguida adicionou-se 20 ul de SDS 10%. A solucéo entao foi homogeneizada e
incubada a 60°C por 1 hora, sendo entao resfriada a temperatura ambiente. Na
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sequéncia foi adicionado 50 pl de cloroférmio: alcool isoamilico na proporgao de 24:1
e a solucao centrifugada durante 15 min a 13000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo de 1,5ml, onde adicionou-se 80 pl de acetato de
amodnio 7,5M e 300 pl de etanol 96%. Esta solucao foi homogeneizada por inversao
e permaneceu por 2 horas no freezer para precipitacdo do DNA. Depois de retirada
do freezer a amostra passou por 15 min de centrifugacao a 13000 rpm e em seguida
0 sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol 70%. A amostra
entdo foi centrifugada por mais 5 min e seca em estufa a 37°C. Depois de seco o
DNA foi ressuspenso em 50 - 100 ul de TE (Tris e EDTA) estéril e armazenado a -
20°C.

3.3.2 Amplificagéo de parte do gene COI

As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em volume total de 25 pl,
contendo 1X tampéao, 1,5mM de MgCl,, 0,2ul (0,2 mM) de cada dNTP (BIOTOOLYS)
10pmol de cada iniciador, 0,5 - 1ul de DNA gendémico (20ng), 2,5U de Taq DNA
Polimerase (BIOTOOLS) e agua Milli-Q estéril para completar o volume final. Para
amplificar a por¢ao do gene COI foram utilizados os iniciadores (primers) de acordo
com Simon et al. (1994) C1-J-1718 (5° GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC 3’) e
C1-N-2191 (5° CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC 3’). A PCR foi realizada em
termociclador Eppendorf PTC- 100TM [MJ Research, Inc. Watertown, MA],
utilizando-se os seguintes ciclos de temperatura: desnaturagéo inicial a 94°C por trés
minutos, 40 ciclos de desnaturagdo a 94°C por quarenta segundos, anelamento a
48°C por quarenta segundos e extensdo a 72°C por quarenta segundos, e extensdo
final a 72°C por dez minutos.

3.3.3 Purificacao dos produtos de PCR e reacao de sequenciamento.

Os produtos de PCR foram purificados utilizando GFX ™ PCR DNA
Purification Kit. A quantidade de DNA presente nas amostras foi determinada
através de quantificacdo em gel de agarose 2% através de comparacdo com
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marcador Low Mass DNA Ladder (AMRESCO). Apés purificacao e quantificacao, as
amostras foram encaminhadas para a Genomic Engenharia Molecular Ltda, onde foi

realizado o sequenciamento.

3.3.4 Eletroforese

Apés a reacao de restricdo, os fragmentos obtidos foram fracionados em gel
de agarose 2%, corados com solugdo de brometo de etidio e fotografados sob luz
ultravioleta. Como marcadores de peso molecular foram utilizados: 1Kb DNA Ladder
(AMRESCO), 100pb DNA Ladder (AMRESCO).

3.3.5 Analise das sequéncias de DNA

As sequéncias de DNA foram alinhadas e editadas através dos programas
Segman e EditSeq (Lasergene - DNASTAR). Analises filogenéticas e moleculares
foram conduzidas utilizando o programa MEGA 4.1 “Molecular Evolotionary
Genetics” Kumar et al. (2008). As relacdes entre as espécies foram avaliadas pelo
método Neighbor Joining (NJ) e parcimbnia Saitou & Nei (1987) com distancia
utilizada a distancia Kimura 2-parametros (K2P) com o gamma (a=1). Na analise de
parcimoénia foi realizada uma busca heuristica para encontrar todas as arvores mais
parcimoniosas. O teste de Bootstrap com 1000 réplicas foi aplicado para estimar o

indice de consisténcia da arvore de NJ (Felsenstein, 1895).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MORFOLOGIA

Foram feitas as redescricoes da larva, pupa, adultos fémea e macho de
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Culex coronator, larva e macho de Culex usquatus e as descricoes da fémea e da
pupa da ultima espécie.

As informacoes, referentes aos estagios descritos, localidade tipo e Colecao
na qual o exemplar tipo de Culex coronator, Culex usquatus, Culex ousqua, Culex

usquatissimus e Culex camposi, esta depositado, estdo descritas na tabela |l.

Tabela Il. Estagios de desenvolvimento conhecidos até o presente momento para cada
uma das espécies do Complexo Coronator.

Estagios descritos Localidade Tipo Museu
Cx. coronator Larva, Pupa, 3 e @  St. Joseph - Trinidad USNM!?
Cx. usquatus 4 e Larva Panama USNM?
Cx. ousqua 4 e Larva Panama USNM!?
Cx. camposi ) Ecuador USNM!?
Cx. usquatissimus 39 Toro Point - Panama USNM!?

TUSNM - United States National Museum, Washington, D. C., USA.

Complexo Coronator

Forattini, 1965: 121-129 (livro); Bertram, 1971: 745 (arbovirus); Forattini et al. 1987:
190; Gomes & Forattini, 1990: 395, 396 (ecologia); Lopes & Lozovei, 1995: 184, 187,
189 (ecologia); Lopes et al. 1995: 239 (ecologia); Forattini et al. 1995: 272-276
(ecologia); Urbinatti et al. 2001: 463-465 (ecologia); Calado & Navarro-Silva, 2001:
53, 54, 56, 57, 58 (ecologia); Silva, 2002: 32-34 (ecologia); Taipe-Lagos & Natal,
2003: 277, 278 (ecologia); Barbosa et al. 2003: 60-62 (ecologia); Barghini et al.
2004: 616, 617 (ecologia); Cardoso et al. 2005: 279 (checklist); Marcondes et al.
2006: 3, 4 (ecologia); Smith et al. 2006: 330 (novo registro).

Culex coronator Dyar & Knab, 1906.
(Figs. 6,7 € 8)

Culex coronator Dyar & Knab, 1906: 215 localidade tipo: Sait Joseph, Trinidad e
Tobago.
Culex mooseri Vargas & Martinez Palacios, 1954: 33-37, localidade tipo: Campeche,
México.

Dyar 1918d: 121, 122 (descri¢cdes de novas espécies); Dyar, 1922b: 18 (notas
sobre genitalia masculina); Bonne & Bonne-Wepster, 1925: 226-230 (redescri¢do);
Dyar, 1925: 28 e 29 (mosquitos do Equador); Root, 1927: 576 e 577 (notas sobre
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morfologia e biologia); Dyar, 1928: 387 e 388 (redescricdo); Edwards, 1932a: 205
(catélogo); Antunes & Lane, 1933: 95 e 96 (distribuicdo geografica); Antunes, 1937:
78 (nota sobre criadouros); Anduze, 1941: 832 (lista de espécies); Anduze, 1941:15
(ecologia); Anduze, 1943: 193 e 195 (descricdo); Hammon & Reeves, 1943: 241,
245, 246, 252, 253 (transmissao viral); Arnett, 1948: 180 (notas sobre distribuicéo e
biologia); Arnett, 1950: 106 (notas sobre distribuicdo e biologia); Martinez Palacios,
1950: 183, 184, 186 e 189 (checklist); Lane, 1951: 334 (lista de sinonimias); Vargas,
1952: 173 (checklist); Lane, 1953: 316, 318, 319, 331-334 (revisdo); Vargas &
Martinez Palacios, 1954: 33-37 (descricdo); Carpenter & LaCasse, 1954: 277-279
(revisdo); Reyes, 1955: 57 (lista de espécies); Duret & Barreto, 1956: 84 (notas de
distribuicao); Stone et al. 1959: 245 (catalogo); Belkin et al. 1965: 21, 37, 51, 63, 69,
71e 74 (mosquitos da América Central); Forattni, 1965: 121,122, 123 e 126 (livro);
Bram, 1967: 45-53 (revisdo); Stone, 1967: 216 (catdlogo); Xavier & Mattos, 1970:
446 (notas de distribuicdo); Belkin & Heinemann, 1976: 276, 280, 281, 282, 283,
285, 286 (checklist); Forattini et al. 1987: 190 (ecologia); Forattini et al. 1988: 533
(catélogo); Lopes et al. 1993: 329-332 (ecologia); Teodoro et al. 1994: 109-112
(ecologia); Almiron & Brewer, 1995: 108 (ecologia); Forattini et al. 1995: 271 e 272
(ecologia); Ahid & Lourenco—de—Oliveira, 1999: 562(ecologia); Navarro & Liria, 2000:
76, 79, 80 (filogenia); Pecor et al. 2000: 212 (checklist); Pecor et al. 2002: 244, 257,
259, 261, 267, 270, 271(checklist); Lopes et al. 2002: 468 (ecologia); Rossi &
Martinez, 2003: 471(checklist); Vasconcelos et al. 2003: 61 (isolamento viral); Fé et
al. 2003: 345-347 (ecologia); Jones et al. 2004: 351 e 352 (ecologia); Calderén-
Arguedas et al. 2004: 133-135 (ecologia); Alfonzo et al. 2005: 280-282 (ecologia);
Turrel et al. 2005: 894 e 895 (isolamento viral); Debboun et al. 2005: 455-457 (novo
registro); Boza & Vargas, 2006: 815-820 (descricao do cibario); Santos et al. 2006:
62; Smith et al. 2006, 330-332 (novo registro); Reyes-Villanueva et al. 2006: 410-413
(ecologia); Goddard et al. 2006: 622-625 (novo registro); McNelly et al. 2007: 473-
475 (novo registro); Barata et al. 2007: 377-379 (ecologia); Mackay et al. 2008: 30,
32 e 34 (deteccéo viral).

Fémea: (Fig. 6) Mosquitos de pequeno a médio porte. Cabeca: Probdscide
predominantemente escura, apresentando mancha de escamas claras na face

ventral, um pouco além do meio. Palpos curtos de coloracdo predominantemente
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escura. Vértice e occipicio cobertos de escamas de tons dourados, estreitas e por
escamas eretas escuras e bifurcadas no 4pice; Margem do occipicio coberta por
escamas brancas. Torax: Escudo coberto de escamas marrom-bronzeadas com
duas pequenas manchas arredeondadas de escamas douradas situadas na regiao
média do mesonoto. Cerdas acrosticais, dorsocentrais, da fossa do escudo, pré—
escutelares e supra—alares finas e alongadas, de coloracdo marrom-escuro com
brilho dourado; Cerdas do lobo mediano do escutelo e dos laterais, fortes e longas.
Cerdas pré e pés espiraculares ausentes. Tegumento da pleura toracica variando de
marrom a marrom-claro. Escamas mesepimerais superiores (EMms), escamas pré-
alares inferiores (EPali), escamas mesocatepisternais inferiores (EMsi) e escamas
mesepimerais anteriores (EMma), presentes. Cerdas mesepimerais superiores
(SMms), cerdas pré-alares (SPal), mesocatepisternais inferiores de cor marrom,
finas e alongadas. Pernas: Predominantemente escuras. Fémur posterior com uma
ampla mancha ventral de escamas branco-prateadas. Articulagcbes tibio-tarsal com
marcacao clara. Articulacbes dos tarsémeros das pernas posteriores com anel de
escamas claras, formando um anel. Asas: Veias costa, subcosta e radial,
densamente cobertas de escamas escuras € mais alargadas do que nas demais.
Abdbémen: Tergos recobertos predominantemente por escamas escuras, com
discreto brilho metélico; tergos Il — V com uma faixa estreita basal de escamas
claras. Lateral dos tergos VI — VIl com uma pequena mancha de escamas claras na

porcao lateral.

Macho: Terco final da probdscide com anel de escamas claras; Vértice e
occipicio cobertos de escamas douradas, estreitas com escamas eretas, pretas,
bifurcadas no apice, escamas da margem ocular brancas. Torax: Escudo coberto de
escamas bronzeadas com brilho dourado apresentando duas areas glabras
estreitas, que se estendem do extremo anterior até a porcdo anterior da area pré-
escutelar; cerdas acrosticais, dorsocentrais, pré-escutelares e supra-alares
alongadas e finas, de coloragdo marrom-escuro com brilho dourado. Escutelo com
as cerdas dos lobos mediano e laterais alongadas, finas, com brilho dourado. Tergos
abdominais com uma faixa basal de escamas branco-prateadas. Fémures com a
face ventral coberta de escamas brancas formando uma ampla mancha ventral,
quase alcancando a porcao apical; Articulacdes tibio-tarsal e dos tarsébmeros das
pernas posteriores, com um anel de escamas brancas. Asas: Escamas da costa
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mais escuras que as demais, com uma faixa de escamas douradas um pouco antes
do apice da asa.

Genitalia: (Fig. 7) Gonocoxito conico, alongado e coberto de cerdas finas,
cujo tamanho é variavel, sendo a maioria longas. Apice do gonocoxito com uma
ornamentagdo de cerdas curtas que se diferem das demais. Lobo subapical do
gonocoxito proeminente, ndo dividido com uma fileira de 8 (8-9) cerdas fortes; ndo
possui cerda diferenciada em folha. Edeago fortemente esclerotinizado.

Pupa: (Fig. 8) Cefalotérax: de tonalidade marrom-bronzeado; cerda 1-CT
garalmente com trés ramos (2-5), 2-CT normalmente com trés ramos (2-5), 3-CT
com trés ramos (2-4), 4-CT geralmente com trés ramos (2-5), 5-CT normalmente
com quatro ramos (2-6), 6-CT usualmente com trés ramos (2-6), 7-CT com um ou
dois ramos; 8-CT frequentemente com quatro ou cinco ramos, raramente seis (3-6);
9-CT normalmente com dois ou trés ramos (1-4); 10-CT frequentemente com quatro
ramos (2-4); 11-CT com dois ramos; 12-CT geralmente com trés ramos (2-4).
Trompa respiratéria: Mais longa do que estreita, alongada distalmente. Area de
traquedides com esclerotinizacdo mais acentuada. Abdbémen: ligeiramente
bronzeado, margem anterior dos tergos escura, principalmente nos tergos I-IV.
Cerdas 1-1 - VII multipla (2-7); 2-1, VIII simples; 6 — I, Il simples; 6 [llI-VII geralmente
com trés ramos (2-6); 7, 8-1 - VIl frequentemente com trés ramos (1-5); 9-1 — VI
simples; 9-VII — VIl variando de 3 — 8 ramos; 10, 11-lll — VII normalmente simples
(1-2); 0, 14 1l — VIII simples, curtas e pouco evidentes. Lobo genital: levemente
bronzeado; No macho apresenta-se mais alongado e afilado do que na fémea, na
qual é arredondado. Paleta: Escora e nervura mediana mais escura que as margens;
Nervura mediana distinta até o apice; margens externa e interna sem espiculas.

Cerdas P-1, 2 simples.

Larva de quarto estadio: Capsula cefalica: forma arredondada, mais larga
do que longa. Dorsomento com 12 a 15 dentes, variando de 5-7 para cada lado do
dente médio. Cerda 1-C simples, alongada e espessa; 2-C ausente; 3, 4-C simples;
5, 6, 7-C franjadas, 5-C normalmente com quatro ramos (3-5), 6-C com trés (2-4) e
7-C com 5 (4-8); 8-C frequentemente com trés ramos (3-5); 9-C usualmente com
seis ramos (4-7); 10-C com um ou dois ramos, raramente com trés; 11-C com dois
ou trés ramos; 12-C normalmente com quatro ramos, raramente com seis (3-6); 13-C

habitualmente com trés ramos (3-5); 14-C normalmente simples, podendo ser dupla;
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15-C com trés ramos (3-6). Antena espiculosa. Segmento VIII: Pécten com trés a
quatro fileiras de escamas, cujo formato varia de triangular a quadrangular; Cerda 1-
VIII usualmente com seis ramos, cinco em menor freqiéncia; 2, 4-VIll geralmente
simples; 3-VIII normalmente com oito ramos (6-8); 5-VIIl com 2 ou 3 ramos. Sif4o:
Pécten sifonal normalmente com 14 espinhos (13-17); Porcéo pré-apical rodeada de
espinhos, fortes e proeminentes. Segmento X: Sela espiculosa, principalmente na
porcao distal. Cerda 1-X com dois ou trés ramos; 2-X dupla; 3-X simples; 4-X
composta de 12 grupos de cerdas, cada um composta de 8-10 cerdas, inseridas na
grade.

As variacOes observadas quanto ao numero de cerdas, da pupa e da larva

estao listadas nas tabelas Ill e IV, respectivamente.

Distribuicao geografica: América do Norte, Estados Unidos. América Central,
Belize Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama, Trinidad
e Tobago. América do Sul, Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Paraguai, Peru,

Suriname, Uruguai, Venezuela, Guiana Francesa.

Material tipo: Holdtipo larva. TRINIDAD AND TOBAGO, Saint Joseph, Demera, 1
fémea, XII/1915, Moore, H. W. B. col. (USMN).

Material examinado: BRASIL, Sao Paulo, Campos do Jordao, 29 espécimes ¢ e
16 espécimes & com exUvias da larva e da pupa e genitalias dos machos
associadas, montadas em lamina, 17/11/2006, Sallum et al. Col. (FSP — USP).
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Figura 6: Cx. (Cux.) coronator, Dyar & Knab, 1906. Campos do Jordao — SP. A: Vista
geral ¢; B: Probédscide; C: Vista dorsal do escudo; D: Vista lateral dos tergos
abdominais; E: Vista dorsal dos tergos abdominais.
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Figura 7: Cx. (Cux.) coronator, Campos do Jorddao — SP. Genitalia — A: vista lateral;
B: vista medial. Gc: gonocoxito; Gs: gonostilo; LSa: lobo subapical. Escala em

milimetros (mm).
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Figura 8: Cx. (Cux.) coronator, pupa. Campos do Jordao — SP. CT: cefalotérax; GL:
lobo genital; P: paleta; T: trompa; I-IX: segmentos abdominais. Escalas em

milimetros (mm).
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Tabela Ill: Numero de ramos de cerdas da pupa de Culex (Cux.) coronator’

Paleta

Segmentos abdominais
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a: baseado em contagens feitas em 7 a 27 cerdas; b: moda, quando distinto
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Tabela IV: Nimero de ramos de cerdas de larva de quarto instar de Culex (Cux.) coronator”

Segmentos abdominais

v

Térax

Cerda Cabeca

X
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NQ
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-6 (3) - - - - - -
a: baseado em contagens feitas em 5 a 27 cerdas; b: moda, quando distinto; n.c. ndo contadas.
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Culex usquatus Dyar, 1918
(Figs. 9,10 e 11)

Culex usquatus Dyar, 1918d: 122, localidade tipo Panama (descri¢ao).

Dyar, 1922: 19 (notas sobre a genitalia masculina); Bonne & Bonne-Wepster,
1925: 229 (redescricao); Dyar, 1928: 387 (redescricao); Edwards, 1932: 105 (catalogo);
Vargas, 1952: 173 (checklist); Carpenter & LaCasse, 1955: 277 (revisdo); Stone, 1959:
245 (catalogo); Belkin et al. 1965: 63 (checklist); Forattini, 1965: 121, 123 e 127 (livro);
Bram, 1967: 45-53 (revisdo); Stone et al. 1967: 216, 217 (catélogo); Forattini et al. 1987:
190 (ecologia); Forattini et al. 1995: 272 (ecologia); Smith et al. 2006: 330 (registro de

ocorréncia).

Fémea: (Fig. 9) Mosquitos de pequeno a médio porte. Cabec¢a — Probdscide
recoberta de escamas escuras, exceto pela presenca de uma mancha, na porcao
mediana ventral, formada por escamas de coloragéo clara, ocupando aproximadamente
um tergo da proboscide. Palpos maxilares predominantemente recobertos de escamas
escuras, salpicados de escamas douradas, principalmente no apice. Vértice e occipicio
recoberto por escamas douradas e finas, mescladas com escamas escuras de apice
forquilhado; Margem do occipicio coberta por escamas brancas. Tdrax: Tegumento
marrom-escuro; Escudo recoberto por escamas marrom-bronzeadas; Mesonoto com
duas pequenas manchas circulares de escamas douradas; Regido dorsocentral, entre
as cerdas acrosticais e dorso centrais, glabra; Escamas da margem anterior e da fossa
do escudo de coloracado dourado-claro; Cerdas acrosticais, dorso centrais, da fossa do
escudo, pré—escutelares e supra—alares finas e alongadas, de coloracdo marrom-
escuro; Cerdas escutelares centrais e laterais fortes e longas; Cerdas pré e poés
espiraculares ausentes. Tegumento da pleura marrom-claro; escamas mesepimerais
superiores (EMms), escamas pré-alares inferiores (EPali), escamas mesocatepisternais
inferiores (EMsi) e escamas mesepimerais anteriores (EMma) presentes; Cerdas
mesepimerais superiores (SMms), cerdas pré-alares (SPal), mesocatepisternais
inferiores marrons, finas e alongadas. Pernas: Predominantemente escuras. Fémur

posterior com uma ampla mancha ventral de escamas branco-prateadas. Marcagao
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clara, nas insercdes tibio-tarsal e dos tarsémeros, formando um anel. Asas: Costa,
subcosta e radial, densamente cobertas de escamas escuras e mais alargadas que as
demais. Abdémen: Tergos recobertos predominantemente por escamas escuras, com
discreto brilho metalico; Tergos Il — V com uma estreita faixa basal de escamas claras.

Lateral dos tergos VI — VIIIl com uma pequena mancha de escamas claras na lateral.

Macho: Genitalia - Gonocoxito (vista lateral — Fig.10A): Os individuos
provenientes de Pariquera-Agu (SP) possuem o apice do gonocoxito com um grupo de
cerdas longas, cujo comprimento alcanca a metade do gonostilo. Gonocoxito (vista
medial — Fig.10B): apresenta uma unica cerda, forte e longa no apice do gonocoxito.
Regiao entre o apice do gonocoxito e o lobo subapical nua, sem a presencga de cerdas.
Lobo subapical proeminente, ndo dividido. Nao possui cerda diferenciada em folha.

Os individuos de Piraquara e Sao José dos Pinhais (PR) diferem dos de
Pariquera-Acu (SP) por apresentarem um grupo de cerdas na regiao entre o apice do
gonocoxito e o lobo subapical (Fig. 10C) em vista medial.

Pupa: (Fig. 11) Cefalotérax: Marrom-bronzeado; Cerdas 1-CT frequentemente
com trés ramos, raramente quatro; 2-CT normalmente com trés ramos (2-4); 3-CT
normalmente com trés ramos (2-3); 4-CT com dois ou trés ramos; 5-CT geralmente com
trés ramos (2-4); 6-CT com trés ramos, raramente dois; 7-CT mais frequentemente com
dois ramos (1-2); 8-CT usualmente com dois ramos (2-5); 9-CT normalmente com dois
(1-4); 10-CT frequentemente com quatro ramos (2-4); 11-CT com dois ramos; 12-CT
habitualmente com trés ramos (2-4). Trompa respiratoria: Mais longa do que estreita,
alongada distalmente. Area traquedide mais fortemente bronzeada. Abdémen:
ligeiramente bronzeado, margem anterior dos tergos escura, principalmente nos tergos
I-IV. Cerdas 1-I multiplas; 6-1, Il simples, raramente dupla; 6- lll,VIl na maioria das vezes
com 3 ramos; 7- LIl frequentemente dupla (1-2); 9- IILVII simples; 10 e 11- llIVII
normalmente simples (1-2); Cerdas 0 e 14 sempre simples. Lobo genital: levemente
bronzeado; No macho apresenta-se mais alongado e afilado do que na fémea, na qual

€ arredondado. Paleta: Escora e nervura mediana mais escuras que as margens;
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Nervura mediana distinta até o apice; margens externa e interna sem espiculas.

Larva de quarto estadio: Capsula cefalica: forma arredondada, mais larga do
que longa. Dorsomento com 12 a 15 dentes, variando de 5-7 para cada lado do dente
médio. Cerda 1-C simples, alongada e espessa; 2-C ausente; 3, 4 -C simples; 5, 6, 7-C
franjadas, 5-C normalmente com quatro ramos (3-5), 6-C com trés (2-4) e 7-C com 5 (4-
8); 8-C frequentemente com trés ramos (3-5); 9-C usualmente com seis ramos (4-7); 10-
C com um ou dois ramos, raramente com trés; 11-C com dois ou trés ramos; 12-C
normalmente com quatro ramos, raramente com seis (3-6); 13-C habitualmente com
trés ramos (3-5); 14-C normalmente simples, podendo ser dupla; 15-C com trés ramos
(3-6). Antena espiculosa. Segmento VIII: Pécten com trés a quatro fileiras de escamas,
cujo formato varia de triangular a quadrangular; Cerda 1-VIIl com seis ramos, raramente
cinco; 2, 4-VIIl geralmente simples; 3-VIII normalmente com oito ramos (6-8); 5-VIII
geralmente com trés ramos, esporadicamente com dois. Sifdo: Pécten sifonal
normalmente com 14 espinhos (12-15); Porcao apical rodeada de espinhos, fortes e
proeminentes. Segmento X: Sela espiculosa, principalmente na porcao distal. Cerda 1-X
com dois ramos; 2-X dupla; 3-X simples ou dupla; 4-X composta de 12 grupos de
cerdas, cada um composta de 8-10 cerdas, inseridas na grade.

As variagcoes observadas quanto ao numero de cerdas, da pupa e da larva
estdo listadas nas tabelas V e VI, respectivamente.

Distribuicao geografica: América do Norte, México. América Central, Panama.
América do Sul, Argentina, Brasil, Paraguai.

Material tipo: Hol6tipo macho (ndo foram encontrados mais detalhes sobre o holétipo)

Material examinado: BRASIL, Parana, Sdo José dos Pinhais, 4 & com genitélia e
exuvias da larva e pupa associadas montadas em lamina, 29/VII/2006, Calado, D. C.
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col. (DZUP); Piraquara, 3 & com genitdlia associada montada em lamina, 25/11//2003,
Anjos, A. F. col. (DZUP); Doutor Camargo, 1 & com genitdlia e extvias da larva e pupa
associadas montadas em lamina, 03/VI1/2007, Santos, D. R. col. (DZUP); Sao Paulo,
Pariquera-Agl, 2 genitdlias de & montadas em lamina, 7/VII/1987, Laboratério de
Entomologia (FSP — USP).

Figura 9: Cx. (Cux.) usquatus Dyar, 1922. Sado José dos Pinhais — PR. A. Vista geral ¢;
B. Probédscide; C. Vista dorsal do escudo; D. Vista dorsal dos tergos abdominais; E.
Vista lateral dos tergos abdominais.
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Figura 10: Cx. (Cux.) usquatus, Genitalia — A: Pariquera-Acu, vista lateral. B: Pariquera-
Agu, vista medial. C: Piraquara, vista medial. D: Piraquara, vista lateral. Gc: gonocoxito;
Gs: gonostilo; LSa: lobo subapical.
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Figura 11: Cx. (Cux.) usquatus, pupa. Sao José dos Pinhais - PR. CT: cefalotérax;
GL: lobo genital; P: paleta; T: trompa; I-IX: segmentos abdominais. Escalas em

milimetros (mm).
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Tabela V: Nimero de ramos de cerdas da pupa de Culex (Cux.) usquatus®

Cerda Cefalotérax Segmentos abdominais Paleta
No. CT I Il 1l v Vv \ VI VIII IX P
0 - - 1 1 1 1 1 1 1 - -
11-17 4-7 5-7 1-6 3-4 2-4
1 3-43)” n.c. (11) (5) (6) (4) (3) (3) - 1 1
1-2
2 2-4@3) 1-3(1) 1 1 1 (1) 1 1 - - 1
1-2 1-5 1-4 1-2
3 2-3@3 1-3(1) 1-2(1) (2) (4) 2 (@) (2) - - -
2-4 1-3 2-6 2-3 1-2
4 2-3(2) 3-6(5 3-4(3 (©) (2) 3) (©) 2 (2) - -
3-4 1-2 1-2 1-2
5 2-43) 2-5(4) 3-5(3) (3) (2) (2) 2 (2) - - -
2-3 2-6 3-4 3-5
6 2-3(3) 1-2(1) 1 3 (3) (3) (3) (5) - - -
1-6 2-4 2-5
7 1-2(2) 2 1-2(2) (3) (3) (3) 1 1 - - -
2-4 2-4 2-3 3-4
8 2-5(3) - - (©) 3 3) ) 3) - - -
3-6 5-9

10 2-3(3) - - (1) 2) (1) (1) 1 - - ]

11 2 - - 1 1 1 (1) (1) - - -
12 1-3(3) - - - - - - - - - -
13 - - - - - - - - - - -
14 - - - 1 1 1 1 1 1 - -

a: baseado em contagens feitas em 7 a 27 cerdas; b: moda, quando distinto; n.c.: ndo contadas.

As caracteristicas morfoldgicas externas das fémeas de Cx. (Cux.) coronator
e Cx. (Cux.) usquatus mostram-se ineficazes na separacdo das duas espécies.
Observaram-se variagdes no padrdo de escamas nos tergos abdominais das fémeas
destas duas espécies. Estas evidéncias foram consideradas como variagdes
intraespecificas, ndo utilizadas para diferenciar as espécies.

Foi realizada a quetotaxia da pupa e de parte da larva de Cx. coronator e Cx.
usquatus (cabeca, segmentos abdominais VIII-X e sifdao). Nao foram encontradas
caracteristicas marcantes na quetotaxia da pupa e de parte da larva, o padrao de
variacdo das cerdas é muito semelhante, apesar de o numero amostral de Cx.
usquatus ter sido reduzido. Para termos certeza da impossibilidade de diferenciacao
das duas espécies através dos imaturos é necessario comparar a quetotaxia
completa da larva, o que sera feito na seqiiéncia deste trabalho.

As larvas de Cx. coronator e Cx. usquatus, assim com as demais espécies
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do Complexo Coronator, tém uma caracteristica bastante marcante, e que facilita
muito 0 reconhecimento destas espécies, que € a presenca de fortes espinhos na
porcao distal do sifao respiratério. De acordo com Lane (1953) exceto as espécies
do Complexo Coronator, as uUnicas que apresentam tal caracteristica sdo: Culex
brevispinosus Bonne-Wepster & Bonne, 1919, Culex maracayensis Evans, 1923,
Culex beauperthuyi Anduze, 1943 (atualmente sinonimia de Culex saltanensis Dyar,
1928) e Culex covargarciai Forattini, 1965. No entanto, nestas espécies os espinhos
sdo mais delicados e menores, diferente do que ocorre nas demais espécies que
constituem o Complexo Coronator.

Pelo fato da semelhanca morfolégica entre as fémeas do Complexo
Coronator, acredita-se que existam muitas imprecisdbes na identificacdo destas
espécies 0 que nos leva a crer que também existam problemas em relacao a
distribuicao correta destas espécies. Os trabalhos que se referem a ecologia das
espécies do Complexo Coronator trazem, em sua maioria, dados sobre os imaturos,
pela facilidade de reconhecimento das espécies através dos espinhos no sifao
respiratério. Porém somente aqueles que criam os imaturos até a fase adulta é que
chegam com precisdo a espécie. Arnett (1948) comenta que Cx. coronator seria a
espécie mais abundante no Panama (Localidade tipo de Cx. usquatus, Cx. ousqua e
Cx. usquatissimus). Entretanto, para o autor Cx. ousqua e Cx. usquatissimus sao
sinonimias de Cx. coronator. Root (1927) registra a ocorréncia de duas formas de
Cx. coronator no Brasil, uma “tipica” e outra “atipica”. Apesar de ndo nomear as
variagcdes que ocorrem na genitalia dos machos, possivelmente referem-se a Cx.
coronator e Cx. usquatus. Estas duvidas em relacdo ao posicionamento taxonémico
destas espécies perduraram durante décadas, como mostra o histérico do Complexo
Coronator.

Os trabalhos realizados antes da década de 1960 se referiam apenas a Cx.
coronator, pois nao havia exatidao em relacao ao status dos taxa Cx. ousqua, Cx.
usquatus, Cx. usquatissimus, Cx. camposi, Cx. mooseri e Cx. albertoi, se sinonimias
ou subespécies de Cx. coronator. Deste periodo em diante ocorreram as primeiras
especulacbes a respeito da existéncia de um complexo de espécies. Atualmente
sabe-se da existéncia deste complexo, denominado de Complexo Coronator, citado
na literatura pela primeira vez por Forattini (1965). Desde entédo, a identificagcdo na

maioria dos casos, € no nivel de grupo em conseqliéncia da dificuldade de se
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chegar a identificacédo precisa de espécie, sem a analise da genitalia de machos.

De acordo com Bram (1967) a genitalia dos machos € a Unica caracteristica
marcante e, portanto fundamental na distincdo de Cx. coronator e Cx. usquatus. De
acordo com Dyar (1918b), Dyar (1922), Dyar (1925), Bonne & Bonne-Wepster (1925)
e Lane (1953) isto também ocorre com as demais espécies do Complexo Coronator,
cuja distingcdo se da pela genitalia dos machos. Bram (1967) ja acreditava que as
evidéncias morfolégicas da genitalia dos machos e a distribuicao das espécies do
Complexo Coronator, seriam fortes indicios de que ocorreu especiacao. O presente
estudo mostrou que existem variagdes na ornamentacdo de cerdas da genitalia de
individuos de Cx. usquatus de diferentes localidades. Os individuos provenientes da
regiao de Piraquara e Sao José dos Pinhais, Parana, apresentam cerdas entre o
apice do gonocoxito e o lobo subapical (Fig. 10C), enquanto os individuos de
Pariquera-Acu (Sao Paulo) e Doutor Camargo (Parana) apresentam esta mesma
regiao completamente nua (Fig. 10B). Ja em vista lateral (Figs. 10A e D) ndo foram
encontradas variacoes. Através destas evidencias morfolégicas podemos supor que
se trata de espécies distintas. No entanto foram analisados poucos individuos e nao
obtivemos amostras de DNA da Regiao do Vale do Ribeira e/ou do Norte do Parana,
0 que ndo nos permite afirmar tal suposicdo. Desta forma este fato precisa de
estudos mais aprofundados.

4.2 ESTUDOS MOLECULARES

As 8 sequiéncias de DNA amplificadas utilizando os primers C1J-1718 e C1N-
2191 foram de ~500 de base (pb) do gene Citocromo Oxidase subunidade | (COl),
correspondente a regido 5 o gene (Kumar et al. 2007). Foram analisadas
sequéncias de Cx. coronator de Porto Rico — PR (3), Campos do Jorddo — SP (2) e
Lucélia — SP (2) e Cx. usquatus de Sao José dos Pinhais — PR (1). Dentre os 500pb
do COI alinhados 451 sitios (87,5%) foram conservados, apenas 52 sitios (10,0%)
foram variaveis e 20 sitios (3,88%) foram parcimoniosos informativos. A composicao
dos nucleotideos esta descrita na (tabela V).

Observou-se a sobreposicao de nucleotideos em 11 posicoes da seqiiéncia
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obtida do espécime CJ01-38. Nas posicdes 46, 166, 256, 316, 445 e 463
observaram-se picos sobrepostos de timina (T) e citosina (C) representados
posteriormente por Y(T ou C). Nas posicdes 133, 307 e 388 observaram-se picos
sobrepostos de adenina (A) e guanina (G) representados posteriormente por R (A ou
G). Ja nas posicoes 343 e 373 visualizaram-se sobreposicoes de picos de timina (T)
e adenina (A), que foi representado posteriormente pela letra W (T ou A). Nas

analises estas sobreposicdes foram analisadas com as letras R, W e Y.

Tabela VI: Composicao de nucleotideos de seqiiéncias do gene mitocondrial
citocromo oxidase subunidade | de espécies de Culex (Culex).

T(U) C A G Total
Cx tritaeniorhynchus 38,0 17,8 29,4 14,8 439,0
Cx quinquefasciatus 39,6 16,7 28,2 15,4 454,0
SJP08 38,8 17,1 29,3 14,9 451,0
CJ0138 39,0 17,1 28,9 15,0 4920
PR0202 38,8 17,3 28,8 15,1 503,0
PR0401 39,2 17,1 28,6 15,1 503,0
PR0412 39,2 17,1 28,7 14,9 502,0
CJ0139 38,7 17,4 28,8 15,0 413,0
66 39,4 16,9 29,2 14,5 503,0
72 39,2 17,4 28,8 14,6 500,0
Avg. 39,0 17,2 28,9 14,9 476,0

Porque as sequéncias foram relacionadas distantemente, usamos p-distance
para construir as arvores filogenéticas. Para um par de sequéncias, a p-distance é
simplesmente a proporgcao de locais diferentes entre as sequiéncias dadas. A arvore
baseada no modelo p-distance (Fig. 12) mostra proximidade entre os exemplares de
Campos do Jordao, Sao José dos Pinhais e um exemplar de Porto Rico agrupando-
0s em um cluster e entre os individuos de Lucélia agrupando-os em outro. Dois
exemplares de Porto Rico sdo colocados numa posicao intermediaria entre os dois
grupos. A topologia obtida através da andlise de NJ Kimura 2-parametros (Fig. 13)
que estima diferentes taxas de transi¢cdes e tranversdées sugere a presenca de dois
grupos geneticamente distintos, ambos monofiléticos. Espécimes oriundos de Porto
Rico, Sao José dos Pinhais e Campos do Jordao compde um clado com suporte de
bootstrap (65%), no entanto as relagdes internas entre as espécies ainda precisam
ser resolvidas, principalmente a relacdo de Cx. usquatus (SJP08) com as diferentes
populacées de Cx. coronator. Este problema ocorre, provavelmente, pelo reduzido
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nuamero de espécimes utilizados na analise. Assim como na analise p-distance o0s
exemplares de Cx. coronator provenientes de Lucélia constituem um clado
monofilético (64%) e distinto dos demais exemplares. Isto mostra que os individuos
de Lucélia sdo geneticamente semelhantes entre si e diferentes dos demais
espécimes.

O grupo de individuos do Complexo Coronator constitui um grupo
monofilético, cujo suporte de bootstrap apresenta confiabilidade de 99% (Fig. 13).
Isto é corroborado pela semelhanca morfolégica entre os exemplares, mesmo
quando se tratando de espécies diferentes.

As topologias obtidas podem sofrer muitas mudancas adicionando-se mais
individuos para a andlise, ja que observamos um numero reduzido de exemplares.
Isto aumentaria a confiabilidade dos dados e nos daria maiores possibilidades de
analises. Heath et al. (2008) demonstra que a estimativa exata das analises
filogenéticas depende de uma amostragem apropriada e extensiva do taxon

estudado.
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SIP08  Cx. usquatus

CJ0138  Cx. coronator

PRO412  Cx. coronator

Cl0139  Cx. coronator

PRO202  Cx. coronator

PR0401 Cx. coronator

;66 Cx. coronator

66

72 Cx. coronator

Cx. tritaeniorhynchus

Cx. quinguefasciatus

0,032 0,030 0,028 0,026 0,024 0022 0,020

0018 0,016 0,014 0,012 0,010 0,008 0,006 0,004 0,002 0,000

Figura 12: Topologia gerada na analise de distancia, utilizando valores ndo

corrigidos de P, com o algoritimo de Neigbor Joining.
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—PR0202  Cx. coronator

—prod01  Cx. coronator

—cJoise  Cx. coronator

—PRO412  Cx. coronator

—sJpos  Cx. usquatus
99

L caonss  Cx. coronator
66 Cx. coronator
64
72 Cx. coronator

Cx. tritaeniorhynchus

Cx. quinguefasciatus

0,0'30 0,025 0,0'20 0,015 0,610 0,005 oploo
Figura 13: Topologia gerada na analise de distancia empregando o modelo de
evolucao de nucleotideos Kimura 2-parametros, 1000 replicacdes no teste
“bootstrap’ (programa MEGA).

7. CONCLUSOES

Tendo como base as caracteristicas observadas, ndo foram encontradas
variagcdes relevantes na morfologia da larva, pupa ou fémea adulta capaz de
diferenciar Cx. coronator de Cx. usquatus.

As variagdes encontradas na morfologia da genitalia do macho de Cx.
usquatus, sugerem a possibilidade da existéncia de uma nova espécie do Complexo
Coronator, na regidao de Piraquara e Sao José dos Pinhais (Parana).

Os dados moleculares nao ofereceram informagdes suficientemente
confidveis na reconstrucao filogenética do grupo analisado devido ao nuamero

reduzido de exemplares utilizados para as analises.
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