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Brasil. As populacbes da Unidade de Conservacdo Ambiental
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Mata Atlantica na regido metropolitana de Floriandpolis, Santa
Catarina, Brasil. LP: Parque Lagoa do Peri, ML: Morro da Lagoa da
Conceigdo, PA: Bairro Pantanal, UC: Unidade de Conservagéo
Ambiental Desterro, e SA: Santo Amaro da Imperatriz. Valores

marcados com (*) apresentam significancia (p<0,05)............ceeeeeennnn.
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RESUMO

Os Culicidae do bioma Mata Atlantica tém grande relevancia epidemioldgica, e
o estudo de fatores ambientais e climaticos que influénciam sua abundancia e
diversidade sdo importantes. Os objetivos deste estudo foram relacionar
parametros de abundancia e diversidade da fauna de Culicidae com fatores
temporais, espaciais e de atratividade no bioma Mata Atlantica; analisar o perfil
genético, baseado em fragmento da subunidade | do gene mitocondrial
citocromo c oxidase, de populagdes de Sabethes aurescens de areas de mata
da regido metropolitana de Florianopolis-SC; e identificar fatores que
influenciam na oviposi¢cao desta espécie nos internddios de bambus. Foram
registradas 27 espécies de Culicidae na Unidade de Conservagcdo Ambiental
Desterro (bioma Mata Atlantica), sendo que os Sabethini foram predominantes.
A primavera foi o periodo em que foram registradas maior abundancia, riqueza,
e diversidade de mosquitos. Nesta estacdo, Anopheles cruzii, Sa. purpureus,
Runchomyia humboldti e Wyeomyia pilicauda apresentaram os seus picos de
atividade. No periodo diurno estudado, os Culicidae apresentaram atividade
constante. Ruchomyia humboldti foi mais ativa no inicio do periodo matutino e
Ru. reversa no final do periodo matutino. Os culicideos tiveram maior atividade
no sub-bosque da floresta. Anopheles cruzii, Ru. humboldti, e Ru. reversa
também demonstraram esse padrdao de estratificacdo vertical de atividade
(preferéncia pelo sub-bosque da mata). Sabethes purpureus foi mais atraido
por armadilhas com aves e Ru. reversa com mamiferos roedores. Para Sa.

aurescens, foram observados 16 haplétipos nas populacdes estudadas. Areas

XX



de mata legalmente protegidas e, consequentemente, mais preservadas, como
o Parque Municipal da Lagoa do Peri (LP) e a Unidade de Conservagéo
Ambiental Desterro (UC), apresentaram popula¢cdes de Sa. aurescens com
maiores diversidades genéticas. Estas populagdes ndo se encontram em
expanséo, e o fluxo génico entre elas n&o esta correlacionado com a distancia
geografica. As fémeas de Sa. aurescens preferem ovipositar em internédios de
bambus que apresentem baixas densidades de larvas coespecificas, e evitam
ovipositar em locais que apresentem larvas predadoras de Toxorhynchites spp.
Para esta espécie, o composto quimico dissulfeto de dimetila ((metil dissulfanil)
metano) apresentou potencial como atrativo, e o 1,3,6-octatrieno ((3-E,6-E)-

1,3,6-octatrieno) como repelente para as oviposi¢des.

Palavras-chave: DNA mitocondrial, fitotelmata, Sabethini, Sabethes

aurescens, oviposicao.
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ABSTRACT

The Culicidae of the Atlantic Forest biome have great epidemiological
relevance, and the study of environmental and climatic factors that influence
their abundance and diversity are important. The objectives of this study were to
relate parameters of abundance and diversity of the fauna of Culicidae to
temporal, spatial, and attractiveness factors in the Atlantic Forest; analyze the
genetic profile, based on fragment of subunit | of the mitochondrial gene
cythocrome c oxidase of Sabethes aurescens populations of forest fragments in
the metropolitan region of Florianopolis-SC; and to identify factors that influence
the oviposition of this species in bamboo internodes. Twenty-seven species of
Culicidae were recorded in the Unidade de Conservacdo Ambiental Desterro
(Atlantic forest biome), and Sabethini were predominant. Spring was the period
in which abundance, richness, and diversity of mosquitoes were higher.
Anopheles cruzii, Sa. purpureus, Runchomyia humboldti, and Wyeomyia
pilicauda had their peak of activity in this season. In the studied diurnal period,
Culicidae as a group showed a non-significantly differentiated activity.
Runchomyia humboldti proved to be more active in early mornings and Ru.
reversa showed greater activity at the end of the morning. Culicidae was more
active in the understory of the forest. Anopheles cruzii, Ru. humboldti, and Ru.
reversa also showed this pattern of vertical stratification of activity (preferably
the understory of the forest). Sabethes purpureus was more attracted to traps
with bird, and Ru. reversa was more attracted to rodent-baited traps. Sixteen

haplotypes were observed in the studied populations of Sa. aurescens. Legally
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protected and, consequently, more preserved forest areas, like the Parque
Municipal da Lagoa do Peri (LP) and Unidade de Conservagdo Ambiental
Desterro (UC) had Sa. aurescens populations with higher genetic diversity.
These populations are not expanding, and the gene flow between them is not
correlated with geographic distance. Sabethes aurescens females prefer to lay
eggs in bamboo internodes with low density of conspecific larvae, and avoid
laying in places that have predatory larvae of Toxorhynchites spp. For this
species, the dimethyl disulfide ((dissulfanil methyl) methane) showed a potential
activity as an attractive, and 1,3,6-octatrine ((3-E, 6-E)- 1,3,6- octatriene) as a

repellent for oviposition.

Key words: Mitochondrial DNA, phytotelma, Sabethini, Sabethes aurescens,

oviposition.
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INTRODUGAO GERAL

Os Culicidae estdo divididos em duas subfamilias, Anophelinae e
Culicinae. Esta apresenta 11 tribos, Aedeomyiini, Aedini, Culicini, Culisetini,
Ficalbiini, Hodgesiini, Mansoniini, Orthopodomyiini, Sabethini, Uranotaeniini, e
Toxorhynchitini. Os culicideos estdo divididos em 95 géneros que reunem
aproximadamente 3.550 espécies, sendo que, aproximadamente, mil delas
ocorrem na regidao Neotropical (Forattini, 2002; Harbach, 2009).

Os Sabethini se dividem em 14 géneros e incluem, aproximadamente,
420 espécies. Nove géneros estdo exclusivamente distribuidos na regido
Neotropical, sendo eles: Isostomyia, Johnbelkinia, Limatus, Onirion, Sabethes,
Shannoniana, Runchomyia, Trichoprosopon, e Wyeomyia. Entre esses
géneros, Wyeomyia se destaca por apresentar o maior numero de espécies
descritas (Harbach, 2009).

Os sabetineos sao monofiléticos (Judd, 1996), caracterizados por
apresentar os seguintes caracteres externos: adultos com clipeo pouco
desenvolvido, palpos curtos nas fémeas e em grande parte dos machos, e
antenas, nas fémeas, mais curtas que a probdscida com cerdosidade normal.
Nos machos, as antenas sio variaveis, podendo ser semelhante as das
fémeas ou tdo longos quanto a proboscide e com cerdosidade densa. No térax,
apresentam lobos antepronotais grandes, com exceg¢ao dos Trichoprosopon.
Nas pleuras, € observado o meron pequeno e com a margem superior sempre
em linha com a base da coxa posterior. As cerdas pré-espiraculares estao
presentes, com excecdo dos Limatus, e as cerdas pos-espiraculares sao

sempre ausentes. As cerdas mesepimerais superiores estdo sempre presentes
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e as inferiores sempre ausentes. Nas pernas € observado que o primeiro
tarsémero posterior € sempre mais longo que a tibia correspondente, e que o
quarto tarsbmero de todos os tarsos é sempre mais longo do que o quinto. As
asas possuem nervuras com escamas estreitas. O abdome das fémeas possui
a extremidade distal com aspecto truncado (Forattini, 1965).

As formas imaturas desse grupo utilizam, na maioria das espécies,
apenas criadouros formados a partir do acumulo de agua em partes de plantas
vivas ou mortas. Estes criadouros s&do denominados de fitotelmata (Varga,
1928) e podem ser classificados em cinco tipos: (1) cascas de frutas e partes
caidas de plantas (e.g., bracteas de palmeiras); (2) axilas foliares (e.g.,
bromélias), (3) flores (e.g., flores ou inflorescéncias de Heliconiaceae), (4)
folnas modificadas (e.g., plantas carnivoras), e (5) ocos de arvores e/ou
internodios de bambus (Greeney, 2001). Além desses criadouros, algumas
espécies, como Limatus durhamii Theobald, 1901, podem se desenvolver
também em criadouros artificiais, como aqueles formados pelo lixo doméstico,
com potencial de acumular agua, se abandonado, principalmente, em areas
proximas ao ambiente silvestre (Lopes, 1997).

Varias espécies de Sabethini apresentam, na forma larvaria, mandibulas
e maxilas modificadas para a predacéo, sendo que em alguns casos, algumas
especies predam larvas coespecificas de tamanho corpéreo menor,
especialmente em criadouros com altas densidades de larvas (Harbach, 1991;
Mogi, 2007). Além disso, larvas de algumas espécies desse grupo podem
apresentar um comportamento unico, que é de deitar sobre o lado dorsal do

corpo no fundo dos criadouros (e.g. Sabethes) (Forattini, 1965; 2002).
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Os adultos desse grupo de mosquitos tém habito silvestre, ou seja,
habitam areas de florestas que podem ser bem preservadas ou nao (Dorville,
1996). As fémeas se alimentam de sangue de uma grande variedade de
animais, por exemplo, espécies como Sa. albiprivus (Theobald, 1903) podem
utilizar hospedeiros humanos e/ou macacos (Marassa et al., 2009), e Wy.
mitchellii (Theobald, 1905) pode se alimentar a partir de pequenos mamiferos
como coelhos (Edman & Haeger, 1977). Entre os Sabethini, um grande numero
de espécies apresenta atividade hematofagica predominantemente diurna (e.g.
Wy. davisi Lane & Cerqueira, 1942), sendo que ao voar, € possivel observar
nesses mosquitos as pernas posteriores encurvadas sobre o seu dorso
(Lourengo-De-Oliveira & Silva, 1985; Harbach, 2009).

Os Sabethini desempenham importante papel no ciclo de transmissao de
diversos agentes infecciosos (Yuill, 1986). Espécies de Limatus foram
encontradas infectadas com o virus Wyeomyia e com o virus da Encefalite
Equina Venezuelana, espécies de Trichoprosopon tiveram exemplares
registrados portando o virus Pixuna e o virus llhéus. Também, espécies de
Wyeomyia foram encontradas infectadas com o virus Tr 9223 e o virus
Wyeomyia, e a partir de exemplares de Sabethes foi isolado o virus da febre
amarela (Galindo & Trapido, 1955; Forattini, 1965; Hoch et al., 1981; Zavortink
et al., 1983; Turell et al., 2005).

A Mata Atlantica é considerada a segunda maior floresta pluvial tropical
do continente americano, sendo que sua cobertura territorial original estendia-
se por toda a costa brasileira chegando até o nordeste da Argentina e leste do

Paraguai. Esse bioma ¢é considerado um dos 25 hotspots mundiais de
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biodiversidade, abrigando mais de oito mil espécies endémicas de plantas e
animais (Myers et al., 2000).

Esse bioma apresenta diferentes formacdes florestais, como a restinga,
0 manguezal, a floresta ombrdéfila mista, e a floresta ombréfila densa.
Atualmente restam apenas 7% da area original da Mata Atlantica concentrados
em arquipélagos de fragmentos florestais bastante separados entre si, sendo
que este bioma, provavelmente, € uma das areas sul-americanas com o0 maior
numero de reservas de protegdo integral (estagbes ecologicas, parques, e
reservas) (Tabarelli et al., 2005).

Dessa forma, as florestas remanescentes desse bioma podem ser
consideradas um importante ou unico habitat para diversas espécies de
Culicidae, especialmente para os Sabethini, devido a sua multiplicidade de
criadouros do tipo fitotelmata e pela disponibilidade de uma rica fauna de
hospedeiros vertebrados (Guimaraes et al., 2000; Paterno & Marcondes, 2004).
Laporta & Sallum (2011) capturaram 33 espécies de culicideos adultos na Mata
Atlantica, sendo 19 pertencentes aos Sabethini. Alencar et al. (2011), também
nesse bioma, coletaram 61 espécies de mosquitos adultos, sendo que 35 delas
foram classificadas como sabetineos. Alencar et al. (2010) em um
levantamento de imaturos de Culicidae em diferentes tipos de criadouros em
area de Mata Atléantica, também observaram uma predominéncia dos Sabethini.

Algumas espécies desse grupo, por apresentarem uma baixa valéncia
ecologica, ou seja, por serem pouco resistentes as variagdes ambientais,
podem ser utilizadas como bioindicadoras da qualidade ambiental na Mata

Atlantica (Dorvillé, 1996). Marchi et al. (2010), por exemplo, observaram que
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Ru. reversa (Lane & Cerqueira 1942) esteve presente apenas em coletas
realizadas em areas silvestres mais preservadas no litoral de Santa Catarina.
Assim, neste estudo pretende-se contribuir para o conhecimento sobre a
diversidade, ecologia, e comportamento de espécies de Sabethini que habitam
o bioma Mata Atlantica da regido sul do Brasil. Ele esta dividido em dois
capitulos. O primeiro trata de aspectos relacionados a influéncia de fatores
temporais, espaciais e de atratividade sobre algumas espécies de Sabethini. Ja
0 segundo capitulo aborda aspectos associados as relagdes genéticas e ao
comportamento de oviposicdo de uma espécie de Sabethini, Sabethes

aurescens Lutz, 1905.
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CAPITULO |

Relagao entre fatores temporais, espaciais e de atratividade e a fauna de

Culicidae (Diptera) do bioma Mata Atlantica
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RESUMO

Conhecer como as populagcdes de Culicidae do bioma Mata Atlantica séo
influenciadas pelas variagdes temporais, espaciais e de disponibilidade de
hospedeiros mostra-se importante para a melhor compreensado da atividade
hematofagica deste grupo. A influéncia de fatores temporais, espaciais, e de
atratividade sobre a fauna de Culicidae em area de Mata Atlantica na regido
Sul do Brasil foi estudada. As coletas foram mensais e ocorreram entre margo
de 2009 e fevereiro de 2010 com o auxilio de armadilhas do tipo CDC iscadas
com aves e mamiferos roedores. Foram capturados exemplares de 27
especies de Culicidae, e os Sabethini foram predominantes. As cinco espécies
mais abundantes foram: Sabethes purpureus, Anopheles cruzii, Ruchomyia
humboldti, Ru. reversa, e Wyeomyia pilicauda. A primavera foi o periodo em
que foram registradas a maior abundancia, riqueza, e diversidade de
mosquitos. Nesta estagdo, Anopheles cruzii, Sa. purpureus, Runchomyia
humboldti, e Wyeomyia pilicauda apresentaram os seus picos de atividade. No
periodo diurno estudado, os Culicidae apresentaram atividade constante.
Ruchomyia humboldti foi mais ativa no inicio do periodo matutino e Ru. reversa
maior atividade no final do periodo matutino. Os culicideos tiveram maior
atividade no sub-bosque da floresta. Anopheles cruzii, Ru. humboldti, e Ru.
reversa também demonstraram esse padrdo de estratificagcdo vertical de
atividade (preferéncia pelo sub-bosque da mata). Sabethes purpureus foi mais

atraido por armadilhas com aves e Ru. reversa com mamiferos roedores.
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ABSTRACT

Knowing how the populations of Culicidae Atlantic forest are influenced by
changes in time, space, and availability of hosts appears to be important for
better understanding of the biting activity of this group. The influence of
temporal, spatial, and attractiveness on the fauna of Culicidae in the Atlantic
Forest in southern Brazil was studied. Samples were collected monthly and
occurred between March 2009 and February 2010 with the use of CDC traps
baited with birds and mammals rodents. Twenty-seven species of Culicidae
were obtained, and Sabethini were predominant. The five most abundant
species were: Sabethes purpureus, Anopheles cruzii, Ruchomyia humboldti,
Ru. reversa, and Wyeomyia pilicauda. Spring was the period in which they were
recorded at higher abundance, richness, and diversity of mosquitoes.
Anopheles cruzii, Sa. purpureus, Runchomyia humboldti, and Wyeomyia
pilicauda were more active in this season. In the daytime period studied, the
Culicidae showed a constant activity. Runchomyia humboldti showed to be
more active in early mornings and Ru. reversa at the end of the morning. The
Culicidae had greater activity in the understory of the forest. Anopheles cruzii,
Ru. humboldti, and Ru. reversa also showed this pattern of vertical stratification
of activity (preferably the understory of the forest). Sabethes purpureus was
more attracted to bird-baited traps, while Ru. reversa was more attracted to

rodent-baited traps with .

Key words: Anopheles, Atlantic forest, Runchomyia, Sabethes, Wyeomyia.
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INTRODUGAO

Os Culicidae, como insetos holometabolos, apresentam quatro estagios
bioldgicos de desenvolvimento: ovo, larva (com quatro instares), pupa e adulto.
Os trés primeiros ocorrem no ambiente aquatico e o ultimo no ambiente
terrestre. Assim, do ponto de vista ecoldgico, por ocuparem ecoétopos
diferentes, cada espécie desse grupo pode ser caracterizada por apresentar
duas populagdes distintas, a de imaturos e a de adultos (Forattini, 2002).

A fase imatura € marcada pelo crescimento corpoéreo, enquanto que,
durante a fase adulta, esses insetos se dispersam pelo ambiente em busca de
parceiros para a reproducdo, de recursos alimentares, e de locais para
oviposicdo. Para que consigam desempenhar essas atividades de forma
adequada durante a fase adulta, os culicideos necessitam estar em um
ambiente favoravel para que, assim, consigam detectar sinais olfatérios, visuais
e de temperatura provenientes dos possiveis hospedeiros ou dos sitios
adequados para depositarem seus ovos (Forattini, 1965).

As atividades de copula, hematofagia e oviposi¢cao sdo desempenhadas,
geralmente, durante o mesmo periodo ao longo do dia. Assim, de acordo com o
horario do dia que tais atividades sido exercidas, os culicideos podem ser
classificados como: diurnos, crepusculares ou noturnos (SantAna & Lozovei,
2001; Gomes et al., 2007; Bona & Navarro-Silva, 2008). Essa preferéncia por
determinados periodos para sua atividade esta associada a dois fatores, um de
ordem enddgena, como, por exemplo, o estagio de desenvolvimento do ciclo
gonotrofico das fémeas, e outro de ordem exogena, como fatores ligados ao

ambiente (e.g. temperatura) (Anderson et al., 2007). Espécies como Culex
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declarator Dyar & Knab, 1906, apresentam atividade exclusivamente noturna,
espécies como Psorophora champerico (Dyar & Knab, 1906) tém atividade
crepuscular, e espécies como Sabethes chloropterus (Humbodt, 1819)
apresentam atividade diurna (Lourengo-de-Oliveira & Silva, 1985; Chadee,
1990; Muller et al., no prelo).

Espécies de culicideos de atividade noturna e crepuscular, de modo
geral, apresentam coloragdo corpdrea opaca, variando entre marrom claro e
preto. Estas espécies se utilizam, principalmente, de sinais olfativos captados
por sensilas dispostas nas antenas para localizar os seus hospedeiros
(Forattini, 1965; Stav et al., 1999). Ja espécies diurnas sdo, em sua maioria,
coloridas e, em alguns casos, apresentam escamas que recobrem seu corpo
com tonalidades metalizadas. Essas espécies, além de sinais olfatérios, se
utilizam de sinais visuais como fator para a deteccdo de hospedeiros ou sitios
de oviposigao (Collins & Blackwell, 2000; Zsemlye et al., 2005).

Nas espécies de Culicidae classificadas como diurnas, as variagdes da
intensidade luminosa representam o principal fator influenciador da atividade
biolégica. A Iluminosidade pode se correlacionar diretamente com a
temperatura e a umidade relativa do ar, sendo que associadas, essas variaveis
ambientais exogenas influenciam o ritmo de ac&o dos culicideos adultos
(Jordan & Hubbard, 1991; Forattini, 2002). Variagbes climaticas, mesmo que
em pequena escala de intensidade e de tempo, podem ser captadas pelos
mosquitos, que modificam, assim, imediatamente o seu comportamento (Lopes
et al., 1995).

Fémeas de Aedes aegypti(Linnaeus, 1762), por exemplo, tém sua

atividade hematofagica quadriplicada no intervalo do dia entre as 15:00 e 16:00
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horas (Nelson et al., 1978). Ja Sa. identicus Dyar & Knab, 1907, espécie de
habito silvestre, se mostra mais ativa entre as 8:00 e 10:00 horas, inicio do
periodo matutino (Alencar et al., 2011). Além disso, determinados agentes
infecciosos, como a Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877), quando presentes
no mosquito hospedeiro, sincronizam sua atividade com a atividade do inseto,
0 que aumenta suas chances de transmissao para o hospedeiro vertebrado no
momento da hematofagia. Isso foi observado por Shriram et al. (2005) em
exemplares de Ae. niveus Ludlow, 1952, que apresentam picos de atividade
entre as 4:00 e 6:00 horas e entre as 17:00 e 18:00 horas. Dessa forma,
determinar os intervalos horarios em que os culicideos apresentam uma maior
atividade mostra-se importante, do ponto de vista epidemioloégico, pois é
possivel orientar a populagdo humana entre em contato com esses insetos nos
horarios considerados criticos para o exercicio de sua hematofagia.

Além da variagdo climatica diaria que influencia na atividade dos
Culicidae, existe a variagao climatica em uma escala temporal mais ampla,
como aquela relacionada a sazonalidade (Serpa et al., 2006). Fatores
climaticos associados a sazonalidade, especialmente nas regides Sul e
Sudeste do Brasil onde € possivel registrar quatro estacbées bem distintas,
exercem forte influéncia sobre as populagdes de Culicidae. Periodos mais
quentes, como aqueles registrados no verédo e na primavera, possibilitam uma
elevada proliferagdo da maioria das espécies desses insetos, ja em periodos
com temperaturas mais baixas, como 0s que ocorrem no inverno e outono, as
populagdes dos mosquitos, especialmente em suas formas adultas, tém suas
abundancias reduzidas a niveis muito baixos (Guimaraes et al., 2000a; Santos-

Neto & Lozovei, 2008; Gomes et al., 2010). Forattini et al. (1996), em area de
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Mata Atlantica localizada na regido sudeste do Brasil, observaram que as
populagbes de mosquitos Anopheles (Kerteszia) foram diretamente
influenciadas pela sazonalidade, sendo que durante o inverno as quantidades
de exemplares desse grupo foram nove vezes menores do que aquelas
registradas durante o verao.

Fatores sazonais também podem influenciar a taxa de transmissao de
arboviroses a humanos. No Estado de Goias, o aumento das chuvas nos
meses de janeiro, fevereiro e margo possibilitou um incremento no numero de
criadouros para o Ae. aegypti, dessa forma, foi registrado um aumento
populacional desta espécie seguido de um aumento do numero de casos de
dengue nesta regiao (Souza et al., 2010). Além disso, a elevagao do tamanho
populacional dos Culicidae associada as mudangas sazonais pode prejudicar a
qualidade de vida das populagdes humanas e de outros animais devido ao
elevado numero de picadas ou ainda, trazer danos econdmicos para a
producao de leite e de carne nas areas rurais (Alkan & Aldemir, 2010).

Durante a atividade hematofagica, as fémeas dos culicideos podem ser
classificadas, quanto ao tipo de comportamento em relagdo a aproximagao do
hospedeiro, como timidas ou agressivas. No primeiro caso, incluem-se
mosquitos que abordam os hospedeiros em situagdo pouco ativa, como
algumas espécies de Haemagogus, que, durante as horas mais quentes do dia,
se alimentam de sangue de macacos quando estes estdo dormitando na copa
das arvores (Downs, 1985; Pinto et al., 2009). J4& aquelas espécies
consideradas agressivas, se alimentam de hospedeiros em estado de vigilia e,

portanto, apresentam comportamento adequado para ultrapassar as defesas
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destes. Um exemplo deste ultimo caso sdo espécies do género Psorophora
(Gahan et al., 1969; Walker & Edman, 1985).

Para localizar um possivel hospedeiro para a realizacdo do repasto
sanguineo, as fémeas de Culicidae comegam a perceber diversos estimulos
atrativos a medida que se aproximam da fonte alimentar. Inicialmente, a mais
de 20m de um possivel hospedeiro, as fémeas voam de forma aleatoria no
ambiente e, ao detectar o primeiro estimulo, como a preseng¢a do acido latico
emitido pela fonte alimentar, iniciam um véo direcionado. Em distancias entre
20 e 2m da fonte alimentar, uma pluma de diéxido de carbono passa também a
ser detectada. Em distancias menores que 2m, além dos estimulos
anteriormente citados, os mosquitos conseguem captar o calor e a umidade
emitidos pelo corpo do hospedeiro (Knols & Meijerink, 1997).

Para detectar os sinais quimicos emitidos pelos hospedeiros, os
Culicidae apresentam sensilas recobrindo 6érgdos como antenas, olhos, pernas,
e pecgas bucais. As sensilas sdo 6rgéos sensoriais que possuem a capacidade
de receber energia a partir de um estimulo e transforma-la em uma informagéo
por meio de um impulso nervoso. Algumas sao especializadas em detectar
estimulos mecanicos, quimicos, e térmicos, bem como mudangcas na
luminosidade e na umidade relativa do ar (Zwiebel & Takken, 2004).

Em relagao a preferéncia por hospedeiros, os culicideos demonstram ser
um grupo oportunista, alimentando-se de vertebrados disponiveis em seu
habitat. Algumas espécies, como Ae. serratus Theobald, 1901 e An. cruzii Dyar
& Knab, 1908, sdo consideradas generalistas, pois se alimentam de aves e
diversos grupos de mamiferos, inclusive em humanos (Forattini et al., 1987;

Gomes et al., 1987). Outras espécies, como Mansonia titillans (Walker, 1848),
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apresentam carater essencialmente ornitéfilo (Alencar et al., 2005). Em estudos
realizados sob condi¢des controladas de laboratério, An. gambiae Giles, 1926
mostrou ser mais atraida por odores de origem humana que por aqueles de
origem bovina (Pates et al., 2001).

Espécies de culicideos generalistas, do ponto de vista epidemioldgico,
sao importantes, pois podem desempenhar um relevante papel na transmissao
de agentes patogénicos entre diferentes tipos de hospedeiros. Algumas
espécies do género Culex, que apresentam um comportamento alimentar
eclético, sdo vetoras do virus da Encefalite do Oeste do Nilo e, dessa forma,
desempenham importante papel no ciclo de transmissdo do mesmo em aves
no ambiente silvestre e em mamiferos como cavalos € humanos no meio
urbano (Vitec et al., 2008; Pfeffer & Dobler, 2010).

Para a identificagdo dos habitos alimentares dos culicideos, em relagao
a sua preferéncia por determinados hospedeiros, usualmente, sado utilizadas
quatro métodos distintos. O primeiro consiste na utilizacdo da técnica de
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) através da utilizacdo de marcadores
moleculares especificos para a identificacdo da espécie do hospedeiro a partir
do sangue presente no abdémen do mosquito alimentado (Molaei et al., 2007).
O segundo método consiste na utilizagdo da técnica com precipitina para a
detecgdo do tipo de hospedeiro, também a partir do sangue obtido no conteudo
estomacal do inseto alimentado (Alencar et al., 2005). O terceiro método, esta
baseado na técnica imunoenzimatica de ELISA onde, também a partir do
conteudo estomacal do culicideos, € possivel identificar com muita seguranca o
hospedeiro vertebrado (Marassa et al., 2009). E o quarto método utilizado para

a deteccao da preferéncia dos mosquitos por hospedeiros é fundamentado na
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obtencao desses insetos a partir de armadilhas (e.g. armadilha CDC) contendo
diferentes tipos de iscas animais, que capturam o culicideo quando da
aproximacao para a realizagao do repasto sanguineo (Jansen et al., 2009).

Em florestas tropicais, como a Mata Atlantica, & possivel observar uma
distinta distribuicdo de organismos ao longo do plano vertical da mata,
conhecida como estratificagdo vertical. Nessas regides, estima-se que a fauna
de artropodes no dossel das arvores seja duas vezes mais diversa do que a
encontrada na regido do solo (Erwin, 1982).

A estratificacdo vertical de organismos ocorre devido aos diferentes
fatores fisicos e ambientais encontrados na interface entre o dossel e sub-
bosque da floresta. No dossel é possivel observar maior disponibilidade de luz,
elevada variacdo da umidade relativa do ar e da temperatura, e maior
incidéncia de ventos (Martins & Souza, 2005). Essa diferengca nas condigdes
microclimaticas dos diferentes estratos da floresta permite que sejam
encontradas distintas comunidades de animais, inclusive de Culicidae
(Lourengo-de-Oliveira & Luz, 1996; Martins & Souza, 2005).

Entre os culicideos, espécies como An. cruzii (Ueno et al., 2007), Hg.
capricornii Lutz, 1904 (Guimaraes et al., 1985) e Hg. janthinomys Dyar, 1921
(Ramirez et al., 2007) apresentam atividade acrodendrdfila, ja espécies como
Ae. fluviatilis (Lutz, 1904) (Guimaraes et al., 1985) e Hg. leucocelaenus (Pinto
et al., 2009) apresentam maior atividade na faixa préxima ao solo. Galindo &
Trapido (1955) observaram que algumas espécies de Haemagogus que, na
floresta preservada, habitavam o dossel, apds a ocorréncia de desmatamentos

passaram a habitar estratos proximos ao solo. Essa mudanca de
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comportamento das espécies provocou o aumento do registro de casos de
febre amarela silvestre em humanos que viviam préximo aquela area.

Assim, conhecer como as populacdes de Culicidae do bioma Mata
Atlantica sao influenciadas pelas variacbes temporais e espaciais, bem como
pela disponibilidade de diferentes tipos de hospedeiros, mostra-se importante,
para melhor compreensao dos fatores associados a atividade hematofagica
desse grupo, o que posteriormente podera fornecer dados em eventual

reemergéncia de agravos a saude veiculado por estes dipteros.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Relacionar parametros de abundancia e diversidade da fauna de
Culicidae com fatores temporais, espaciais e de atratividade no bioma Mata

Atlantica.

Objetivos especificos

e Conhecer a fauna de Culicidae em floresta ombréfila densa em estadio
secundario de regeneracgao.

e Avaliar o efeito de fatores temporais como estagdes climaticas e intervalos
horarios do periodo diurno sobre a abundéancia e diversidade dos Culicidae.

e Determinar se fatores espaciais, como o estrato vertical, influencia na
atividade da fauna de Culicidae.

e Determinar se existe atratividade e preferéncia por aves e/ou mamiferos
para a realizagao de repasto sanguineo durante o periodo diurno pela fauna

de Culicidae.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

Os culicideos obtidos no presente estudo foram capturados na Unidade
de Conservacao Ambiental Desterro (UCAD), localizada na regido centro-norte
da llha de Santa Catarina — Florian6polis, Santa Catarina, Brasil (Figura 1). A
sede tem as coordenadas 27°31'50,8"S e 48°30'44,3"W. A UCAD possui
491,5ha de area, e sua vegetacéao € do tipo floresta ombrofila densa em quatro
estadios de regeneracgdo: capoeirinha (vegetagdo com até seis anos de
regeneragao), capoeira (com vegetacdo em processo de regeneragdo de até
20 anos), capoeirdao (vegetagdo em processo de regeneragdo por um periodo
de aproximadamente 30 anos) e floresta secundaria (area apenas explorada
seletivamente) (Klein, 1980; Bonnet & Queiroz, 2006).

O clima da regido onde esta inserida a area de estudo é do tipo Cfa
(mesotérmico umido, com verdes quentes e chuvas distribuidas durante o ano)
com temperatura média anual de 21,1°C, média mensal para os meses de
verao de 23,5°C, e para os meses de inverno de 16,8°C. A umidade relativa do
ar é considerada alta, em média de 80%, com pluviosidade anual de 1.527mm
e bem distribuida durante todo o ano, nao existindo estacdes secas e chuvosas
(Bonnet & Queiroz, 2006).

O local escolhido para a captura dos Culicidae na UCAD estava inserido
em uma regido de floresta secundaria (27°31’44,5”S, 48°30°40,4”"W). Essa area
apresentava uma mata com dossel com alturas variando entre 10 e 15 metros,

sendo que as arvores presentes na mesma possuiam copas amplas que
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impediam a incidéncia direta da luz solar sobre o sub-bosque da mata. Além
disso, era possivel observar a presenga de Lianas (cipos) e epifitas como

bromélias e orquideas (Figura 2).

Figura 1. Localizagcdo da Unidade de Conservacao Ambiental
Desterro (A) na llha de Santa Catarina (B), Estado de Santa Catarina
(C), Brasil (D).
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Figura 2. Area de floresta secundaria localizada na Unidade de Conservagdo
Ambiental Desterro, llha de Santa Catarina, Brasil, onde os adultos de Culicidae foram
capturados. A: Vista geral do sub-bosque da mata. B: Vista geral do dossel da mata.

Métodos de amostragem

As coletas ocorreram entre marco de 2009 e fevereiro de 2010 com
periodicidade mensal. Para isso, foram utilizadas armadilhas CDC miniatura,
que sao constituidas por um motor de aspiracdo movido a bateria 12V, que
produz uma coluna de movimentacdo de ar para o seu interior que captura o
culicideo quando este se aproxima. Esta armadilha foi originalmente descrita
por Sudia & Chamberlain (1962), sendo que sao utilizados como atrativos para
que o0 mosquito se aproxime: luz artificial (capturas noturnas), gelo seco
(liberagao de diéxido de carbono), ou ainda, iscas vivas, como aves e roedores
presos em gaiolas proximas a entrada de sucgao da armadilha (Gomes et al.,
1987).

No presente estudo foram utilizadas armadilhas iscadas com mamiferos
roedores Mus musculus Linnaeus, 1758, e com aves galliformes Coturnix
coturnix Linnaeus, 1758. Foram instaladas duas armadilhas na altura do dossel

da mata (12m), cada uma com um tipo de isca e separadas por uma distancia
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de oito metros, e duas armadilhas na altura do sub-bosque da floresta (1,5m),
cada uma, também, com um tipo de isca e separadas pela mesma distancia
supracitada. Para equilibrar o peso da gaiola acoplada em um dos lados da
armadilha onde as iscas ficavam, foi adaptada, no outro lado desta, uma
garrafa de 500 ml de volume contendo agua como contrapeso. Além disso,
para a suspensao das armadilhas foi utilizado um sistema de roldanas
instalado previamente nos galhos das arvores (Figura 3). As armadilhas
funcionaram entre as 8:00 e 17:00 horas em intervalos horarios alternados,
dessa forma, os culicideos foram capturados nos periodos de: 8:00- 9:00,
10:00- 11:00, 12:00- 13:00, 14:00-15:00, e 16:00- 17:00 horas.

Os culicideos capturados em cada intervalo horario foram mortos em
tubo letal contendo acetato de etila e acondicionados em pequenas caixas de
papel forradas com lengo de papel e identificadas com a data, horario, tipo de
isca utilizada, e estrato em que foram capturados. Posteriormente, os

exemplares capturados foram levados ao laboratério para serem identificados.

L)

Figura 3. Armadilhas tipo CDC miniatura utilizadas para a captura de Culicidae
entre margo de 2009 a fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica, Floriandpolis,
SC. A: Armadilha CDC instalada no dossel da mata. B: Armadilha CDC instalada no
sub-bosque da mata.
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Identificagao dos Culicidae

Os culicideos capturados foram levados ao Laboratério de Entomologia
Médica e Veterinaria da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) onde
foram montados em alfinetes entomoldgicos e etiquetados de acordo com o
protocolo para a familia (Almeida et al., 2003). Posteriormente, as fémeas
foram identificadas ao nivel especifico com o emprego de um estéreo
microscopio.

Para a identificacdo dos exemplares foram utilizadas as chaves
dicotbmicas contidas em Lane (1953), Correa & Ramalho (1956), Consoli &
Lourengo-De-Oliveira (1994), e Forattini (2002). Os géneros e subgéneros
foram abreviados de acordo com Reinert (1975). Parte do material encontra-se
depositada na Colegdo de Entomologia Pe. Jesus Santiago Moure do

Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Parana.

Analise dos dados

Os dados gerados foram listados e organizados em forma de tabelas
através do programa Microsoft Office Excel 2007. A abundancia foi obtida para
cada espécie de Culicidae em valores absolutos (N) e relativos (%) para cada
estacgao, intervalo horario, estrato vertical e tipo de atrativo. Para cada estacao
e combinacao estrato/atrativo foi descrita a riqueza de espécies (S) e foram
calculados dois indices de diversidade, o de Shannon (H’), que da maior
importancia as espécies pouco encontradas na comunidade (espécies raras), e

o Reciproco de Simpson (1/D), que enfatiza as espécies mais abundantes.
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Estes valores de diversidade e similaridade foram obtidos a partir do programa
Past 1.8. (Hammer et al., 2003).

Com base nos dados coletados realizou-se, através do programa
Microsoft Office Excel 2007, a curva do coletor e o esforgco amostral foi avaliado
através do indice de Chao, com base na féormula S= sobs+a?/2.b, onde: S é o
total de espécies esperadas, sobs é o total de espécies observadas, a é o valor
relativo ao numero de espécies observadas uma unica vez e b é o valor
referente as espécies observadas duas vezes (Thompson et al., 2003).

Para testar a hipotese de normalidade e homogeneidade das variaveis
envolvidas no estudo, aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov e Levene
respectivamente. Apds, para a analise comparativa das variaveis quantitativas,
foram utilizados os testes ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (H) e o teste
paramétrico de Analise de Variédncia (ANOVA) um fator (F) seguido do teste
post-hoc de Tukey, quando comparados mais de dois grupos. Dados que
obtiveram significadncia p<0,05 para o teste de ANOVA foram posteriormente
submetidos ao teste de Tukey. Para a comparac¢ao de dois grupos de variaveis
quantitativas foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (U). Todas
as variaveis comparadas tiveram o seu grau de significancia estabelecido em

95% (p<0,05), sendo que o programa utilizado foi o Statistica 6.0.
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RESULTADOS

Composicao da comunidade de Culicidae

Foram coletados 602 culicideos, distribuidos em duas subfamilias, nove
géneros, e 27 espécies. Entre as duas subfamilias registradas, Anophelinae e
Culicinae, esta com espécies de duas tribos, Aedini e Sabethini. A primeira
tribo foi representada por apenas um género e a segunda por oito géneros
(Tabela 1). Os géneros mais abundantes foram Runchomyia, Wyeomyia e
Sabethes, que juntos representaram 76,41% de todos os culicideos capturados
(Figura 4). Estes géneros apresentaram, respectivamente, cinco, nove, e duas
espécies (Tabela I).

As espécies mais abundantes foram, Sabethes purpureus (Theobald,
1907), Anopheles cruzii Dyar & Knab, 1908, Ruchomyia humboldti (Lane &
Cerqueira, 1942), Ru. reversa Lane & Cerqueira, 1942, e Wyeomyia pilicauda
(Root, 1928), representando, juntas, 61% do total de espécimes capturados.
Espécies que tiveram um registro igual ou inferior a cinco exemplares ao longo
dos 12 meses de coletas tiveram sua presenga considerada como acidental,
sendo elas: An. bellator Dyar & Knab, 1906, Aedes fluviatilis (Lutz, 1904), Ae.
scapularis (Rondani, 1848), Ae. serratus (Theobald, 1901), Isostomyia lunata
(Theobald, 1901), Shannoniana fluviatilis (Theobald, 1903), Trichoprosopon
compressum Lutz, 1905, Tr. pallidiventer (Lutz, 1905), WYy. pallidoventer

(Theobald, 1907), e Wy. palmata (Lane & Cerqueira, 1942) (Tabela I).
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Tabela l. Lista de espécies de Culicidae capturadas, por subfamilia e tribo, nas coletas
realizadas entre margco de 2009 e janeiro de 2010, em area de Mata Atlantica,
Floriandpolis, SC.

Subfamilia  Tribo Espécie N (%)
Anophelinae Anopheles (Kerteszia) bellator Dyar & Knab, 1906 1(0,17)
Anopheles (Kerteszia) cruzii Dyar & Knab, 1908 91 (15,12)
Culicinae Aedini Aedes (Ochlerotatus) fluviatilis (Lutz, 1904) 1(0,17)
Aedes (Ochlerotatus) scapularis (Rondani, 1848) 2 (0,33)
Aedes (Ochlerotatus) serratus s.l. (Theobald, 1901) 3(0,50)
Sabethini Isostomyia lunata (Theobald, 1901) 3 (0,50)
Limatus durhamii Theobald, 1901 11 (1,84)
Onirium personatum (Lutz, 1904) 22 (3,65)
Runchomyia (Runchomyia) cerquerai (Stone, 1944) 22 (3,65)
Runchomyia (Runchomyia) frontosa Theobald, 1903 7(1,16)
Runchomyia (Runchomyia) humboldti (Lane & Cerqueira, 1942) 68 (11,29)
Runchomyia (Runchomyia) reversa Lane & Cerqueira, 1942 55 (9,14)
Runchomyia (Runchomyia) theobaldi Lane & Cerqueira, 1934 26 (4,32)
Sabethes (Peytonulos) aurescens Lutz, 1905 28 (4,65)
Sabethes (Sabethes) purpureus (Theobald, 1907) 105 (17,44)
Shannoniana fluviatilis (Theobald, 1903) 1(0,17)
Trichoprosopon compressum Lutz, 1905 4 (0,66)
Trichoprosopon pallidiventer (Lutz, 1905) 3 (0,50)
Wyeomyia (Phoniomyia) incaudata (Root, 1928) 12 (1,99)
Wyeomyia (Phoniomyia) pallidoventer (Theobald, 1907) 5(0,83)
Wyeomyia (Phoniomyia) palmata (Lane & Cerqueira, 1942) 3(0,50)
Wyeomyia (Phoniomyia) pilicauda (Root, 1928) 49 (8,14)
Wyeomyia (Phoniomyia) theobaldi (Lane & Cerqueira, 1942) 5(0,83)
Wyeomyia (Phoniomyia) tripartita (Bonne-Webster & Bonne, 1921) 18 (2,99)
Wyeomyia (Phoniomyia) cf. lassalli Bonne-Wepster & Bonne, 1921 17 (2,82)
Wyeomyia (Prosopolepis) confusa (Lutz, 1905) 36 (5,98)
Wyeomyia (/Wyeomyia) limai Lane & Cerqueira, 1942 4 (0,66)
Total 602 (100,00)
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Figura 4. Abundancia total de Culicidae coletados, considerando o
género, entre margo de 2009 e fevereiro de 2010, em area de Mata
Atlantica, Florianopolis, SC.

Distribuicao temporal da comunidade de Culicidae

Considerando as estagbes ao longo do ano, foram capturados 97
(16,11%) exemplares de culicideos durante o verao, 147 (24,42%) exemplares
durante o outono, 105 (17,45%) exemplares durante o inverno, e 253 (42,02%)
exemplares durante a primavera (Tabela Il). A abundancia média de culicideos
entre as estacdes foi significativamente diferente (F= 7,71; g.l.= 3; p< 0,05),
sendo que durante a primavera foram registras quantidades significativamente
superiores as demais (Figura 5).

Medidas ecologicas de abundancia, riqueza e diversidade foram
calculadas para cada uma das estagdes climaticas. Os valores da diversidade
de Shannon (H’) e do indice Reciproco de Simpson (1/D) foram muito

semelhantes entre as estacdes (Tabela ).
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O calculo do indice de Chao demonstrou que o numero de espécies
esperadas neste estudo era de 31, sendo que foram registradas 27 espécies
ao longo dos 12 meses de coletas. A curva do coletor indicou uma curva

assintotica, o que indica que o esforgo amostral foi suficiente (Figura 6).

Tabela Il. Lista de espécies de Culicidae registradas para as quatro estagbes
climaticas em coletas realizadas entre marco de 2009 a fevereiro de 2010, em area
de Mata Atlantica, Florianopolis, SC.

Estacoes
Espécies Verdo Outono Inverno Primavera
N (%) N (%) N (%) N (%)

Sabethes purpureus 12 (12,37) 30 (20,42) 19 (18,09) 44 (17,39)
Anopheles cruzii 14 (14,43) 12 (8,16) 27 (25,71) 38 (15,02)
Runchomyia humboldli 18 (18,56) 11 (7,49) 4 (3,81) 35 (13,83)
Runchomyia reversa 2 (2,07) 25 (17,00) 19 (18,09) 9 (3,56)
Wyeomyia pilicauda 5 (5,15) 10 (6,80) 10 (9,52) 24 (9,49)
Wyeomyia confusa 10 (10,30) 13 (8,84) 7 (6,67) 6 (2,37)
Sabethes aurescens 6 (6,18) 11 (7,49) 7 (6,67) 4 (1,58)
Runchomyia theobaldi 6 (6,18) 0 (0,00) 0 (0,00) 20 (7,90)
Onirium personatum 10 (10,30) 4 (2,72) 1 (0,95) 7 (2,78)
Runchomyia cerqueirai 1(1,04) 0 (0,00) 0 (0,00) 21 (8,30)
Wyeomyia tripartita 0 (0,00) 5 (3,40) 3 (2,86) 10 (3,95)
Wyeomyia cf. lassalli 3(3,09) 6 (4,08) 2(1,91) 6 (2,37)
Wyeomyia incaudata 1(1,04) 8 (5,44) 1 (0,95) 2 (0,79)
Limatus durhami 4(4,12) 2 (1,36) 0 (0,00) 5(1,98)
Runchomyia frontosa 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 7 (2,78)
Wyeomyia theobaldi 0 (0,00) 3 (2,04) 0 (0,00) 2(0,79)
Wyeomyia pallidoventer 3 (3,09) 0 (0,00) 2 (1,91) 0 (0,00)
Trichoprosopon compressum 1(1,04) 0 (0,00) 1 (0,95) 2(0,79)
Wyeomyia limai 0 (0,00) 1(0,68) 0 (0,00) 3(1,19)
Aedes serratus s.l. 0 (0,00) 3 (2,04) 0 (0,00) 0 (0,00)
Isostomyia lunata 0 (0,00) 1(0,68) 1 (0,95) 1(0,39)
Trichoprosopon pallidiventer 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 3(1,19)
Wyeomyia palmata 1(1,04) 1(0,68) 0 (0,00) 1(0,39)
Aedes scapularis 0 (0,00) 1 (0,68) 0 (0,00) 1(0,39)
Aedes fluviatilis 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,39)
Anopheles bellator 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,39)
Shannoniana fluviatilis 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,95) 0 (0,00)
Total 97 (100,00) 147 (100,00) 105(100,00) 253 (100,00)
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Figura 5. Abundancia média de Culicidae capturados nas estagdes
climaticas entre margo de 2009 a fevereiro de 2010, em area de Mata
Atlantica, Florianopolis, SC.

Tabela Ill. Medidas ecoldgicas dos Culicidae registradas para as quatro estagbes
climaticas em coletas realizadas entre margco de 2009 a fevereiro de 2010, em area de

Mata Atlantica, Florianépolis, SC.

Estacoes Abundancia Riqueza Shannon Simpson
(N) (S) (H’) (1/D)
Verao 97 16 2,43 0,89
Outono 147 18 2,47 0,89
Inverno 105 15 2,15 0,85
Primavera 253 24 2,59 0,90

N: nimero de individuos. S: numero de espécies. H’: indice de diversidade de
Shannon. 1/D: indice de diversidade Reciproco de Simpson.
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Figura 6. Curva do coletor calculada para as coletas de Culicidae
realizadas entre margo de 2009 e fevereiro de 2010 em area de Mata
Atlantica, Florianopolis, SC.

Das cinco espécies de Culicidae mais abundantes, Sa. purpureus (F=
12,78; g.l.= 3; p<0,05) (Figura 7), Ru. humboldti (F= 16,82; g.l.= 3; p<0,05)
(Figura 8), e Wy. pilicauda (F= 17,84; g.l.= 3; p<0,05) (Figura 9) apresentaram
uma atividade significativamente superior durante a primavera. Ja An. cruzii (F=
3,90; g.l.= 3; p>0,05) (Figura 10) e Ru. reversa (F= 2,29; g.l.= 3; p>0,05)
(Figura 11) nao apresentaram diferencgas significativas de atividade durante as

as estacoes.
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Figura 7. Abundancia média de Sabethes purpureus capturados nas
estacdes climaticas entre marco de 2009 a fevereiro de 2010, em area
de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.
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Figura 8. Abundancia média de Runchomyia humboldti capturados nas
estagbes climaticas entre margo de 2009 a fevereiro de 2010, em area
de Mata Atlantica, Florianépolis, SC.
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Figura 9. Abundancia média de Wyeomyia pilicauda capturados nas
estacdes climaticas entre marco de 2009 a fevereiro de 2010, em area
de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.
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Figura 10. Abundancia média de Anopheles cruzii capturados nas
estagbes climaticas entre margo de 2009 a fevereiro de 2010, em area
de Mata Atlantica, Florianépolis, SC.
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Figura 11. Abundancia média de Runchomyia reversa capturados nas

estacdes climaticas entre marco de 2009 a fevereiro de 2010, em area

de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.

Considerando os intervalos horarios das coletas, foram obtidos na
totalidade, 136 (22,59%) exemplares de culicideos entre 8:00 e 9:00h, 113
(18,77%) exemplares entre 10:00 e 11:00h, 134 (22,26%) exemplares entre
12:00 e 13:00h, 116 (19,27%) exemplares entre 14:00 e 15:00h, e 103
(17,11%) exemplares entre 16:00 e 17:00h (Tabela 1V). No entanto, a
distribuicdo das médias de culicideos capturados ao longo dos periodos
horarios ndo apresentou diferengas significativas (F= 0,51; g.l.= 4; p> 0,05)

(Figura 12).
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Tabela IV. Lista de espécies de Culicidae registradas nos diferentes intervalos
horarios de coletas realizadas no periodo diurno entre margo de 2009 e fevereiro de
2010, em area de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.

Intervalos Horarios

Espécies 8:00-9:00 10:00-11:00 12:00-13:00 14:00-15:00 16:00-17:00
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

Sabethes purpureus 18 (13,24) 21 (18,58) 23 (17,16) 24 (20,69) 19 (18,45)
Anopheles cruzii 20 (14,72) 4 (3,54) 31(23,13) 23 (19,83) 13 (12,62)
Runchomyia humboldti 31 (22,79) 18 (15,93) 7 (5,22) 4 (3,45) 8 (7,77)
Runchomyia reversa 10 (7,35) 21 (18,58) 7 (5,22) 9 (7,76) 8 (7,77)
Wyeomyia pilicauda 7 (5,15) 11 (9,73) 8 (5,97) 12 (10,34) 11 (10,68)
Wyeomyia confusa 4 (2,94) 4 (3,54) 11 (8,21) 5 (4,31) 12 (11,65)
Sabethes aurescens 1(0,73) 5(4,42) 9 (6,72) 8 (6,90) 5 (4,85)
Runchomyia theobaldi 8 (5,88) 6 (5,31) 7(5,22) 3(2,99) 2(1,94)
Onirium personatum 13 (9,56) 4 (3,54) 3(2,24) 2(1,72) 0 (0,00)
Runchomyia cerqueirai 8 (5,88) 1(0,89) 2 (1,49) 4 (3,45) 7 (7,80)
Wyeomyia tripartita 2(1,48) 4 (3,54) 4(2,98) 3(2,59) 5 (4,85)
Wyeomyia cf. lassalli 0(0,00) 2(1,77) 8 (5,97) 7 (6,03) 0 (0,00)
Wyeomyia incaudata 4(2,94) 0(0,00) 4(2,98) 1(0,86) 3(2,91)
Limatus durhami 1(0,73) 5(4,42) 0 (0,00) 1(0,86) 4 (3,88)
Runchomyia frontosa 0 (0,00) 2(1,77) 3(2,24) 1(0,86) 1(0,97)
Wyeomyia theobaldi 0 (0,00) 0(0,00) 3(2,24) 1(0,86) 1(0,97)
Wyeomyia pallidoventer 1(0,73) 0(0,00) 2(1,49) 2(1,72) 0 (0,00)
Trichoprosopon compressum 2 (1,48) 0(0,00) 0(0,00) 2(1,72) 0 (0,00)
Wyeomyia limai 1(0,73) 2(1,77) 1(0,76) 0(0,00) 0 (0,00)
Aedes serratus s.|. 1(0,73) 1(0,89) 0 (0,00) 1(0,86) 0 (0,00)
Isostomyia lunata 1(0,73) 1(0,89) 1(0,76) 0(0,00) 0 (0,00)
Trichoprosopon pallidiventer 2 (1,48) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 1(0,97)
Wyeomyia palmata 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 1(0,86) 2(1,94)
Aedes scapularis 0(0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 1(0,86) 1(0,97)
Aedes fluviatilis 0 (0,00) 1(0,89) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Anopheles bellator 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 1(0,86) 0 (0,00)
Shannoniana fluviatilis 1(0,73) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Total 136 (100,00) 113 (100,00) 134 (100,00) 116 (100,00) 103 (100,00)
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Figura 12. Abundancia média de Culicidae capturados em diferentes
intervalos horarios no periodo diurno entre margo de 2009 e fevereiro de
2010, em area de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.

Entre as cinco espécies mais abundantes, Sa. purpureus (F= 0,18; g.l.=
4; p>0,05) (Figura 13), An. cruzii (F= 2,05; g.l.= 4; p>0,05) (Figura 14), e Wy.
pilicauda (F= 0,29; g.l.= 4; p>0,05) (Figura 15) ndo apresentaram diferencas
significativas em suas abundancias médias ao longo dos diferentes intervalos
horarios de capturas, ou seja, tiveram uma atividade constante ao longo do
periodo amostrado. Ruchomyia humboldti apresentou maior atividade no
intervalo horario entre 8:00 e 9:00 horas, seguido do intervalo horario entre
10:00 e 11:00 horas. Apds esse periodo inicial, a atividade da espécie reduziu
significativamente, mantendo-se constante até o final (F= 25,29; g.l.= 4;
p<0,05) (Figura 16). Ruchomyia reversa apresentou maior atividade no
intervalo horario entre 10:00 e 11:00 horas (F= 4,69; g.l.= 4; p<0,05) (Figura

17).

61



4,0

3,0t -

25¢t

2,0} ]

1,5} ]

Abundancia
[ |

1,0t

0,5} —

0,0}

= Média
[IMédia+EP
T Média+DP

8:00 -9:00 12:00 - 13:00 16:00 - 17:00
10:00 - 11:00 14:00 - 15:00

Intervalos Horarios

Figura 13. Abundancia média de Sabethes purpureus capturados em
diferentes intervalos horarios no periodo diurno entre margo de 2009 e
fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.
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Figura 14. Abundéncia média de Anopheles cruzii capturados em
diferentes intervalos horarios no periodo diurno entre margo de 2009 a
fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.
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Figura 15. Abundancia média de Wyeomyia pilicauda capturados em
diferentes intervalos horarios no periodo diurno entre margo de 2009 a
fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.
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Figura 16. Abundancia média de Runchomyia humboldti capturados em
diferentes intervalos horarios no periodo diurno entre margo de 2009 a
fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica, Florianépolis, SC.
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Figura 17. Abundancia média de Runchomyia reversa capturados em
diferentes intervalos horarios no periodo diurno entre margo de 2009 a
fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.

Distribuicao espacial e preferéncia por hospedeiro da comunidade de

Culicidae

As capturas dos culicideos foram realizadas em dois estratos verticais
da mata com dois tipos de atrativos nas armadilhas. No total, foram capturados
no dossel da mata 203 individuos, sendo que 99 (16,44%) foram obtidos em
armadilhas que continham aves como atrativo e 104 (17,28%) foram obtidos
naquelas que continham mamiferos. No sub-bosque da mata foram coletados
399 culicideos, sendo que 223 (37,04%) foram obtidos em armadilhas iscadas
com aves e 176 (29,24%) foram capturados em armadilhas iscadas com
mamiferos. As espécies mais abundantes observadas em armadilhas
instaladas no dossel foram Sa. purpureus (36,36%), naquelas iscadas com

aves, e An. cruzii (15,38%), naquelas iscadas com mamiferos. Em armadilhas
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instaladas na altura do sub-bosque, as espécies mais abundantes também
foram Sa. purpureus (22,87%) naquelas iscadas com aves, e An. cruzii
(21,59%) naquelas iscadas com mamiferos (Tabela V).

As medidas ecoldgicas de abundéncia, riqueza e diversidade foram
calculadas para cada uma das combinagdes altura/atrativo utilizados para a
captura dos Culicidae. Os valores de diversidade mostraram-se muito
semelhantes entre os diferentes tipos de combinagdes estrato/atrativo, sendo
que para os indices de Shannon (H’) e Reciproco de Simpson (1/D), os
maiores valores foram registrados na combinagdo Dossel/Mamifero, ja os
menores valores foram obtidos na combinag&o Dossel/Ave (Tabela VI).

A matriz de similaridade obtida a partir do calculo do indice de Bray-
Curtis indicou uma similaridade de, aproximadamente, 70% entre a fauna de
Culicidae obtida a partir de aves e de mamiferos no sub-bosque da mata. Além
disso, a composi¢cao da comunidade de Culicidae do sub-bosque mostrou-se
similar em 60% com aquela obtida a partir de armadilhas com mamiferos no
dossel e em 55% com aquela obtida a partir de armadilhas contendo aves no

dossel (Figura 18).

Tabela V. Lista de espécies capturadas em diferentes alturas na mata (Dossel e Sub-
bosque), e com diferentes atrativos (Ave e Mamifero) entre margco de 2009 a fevereiro
de 2010, em area de Mata Atlantica, Florianopolis, SC.

Dossel Sub-bosque
Espécie Ave Mamifero Ave Mamifero
N (%) N (%) N (%) N (%)
Sabethes purpureus 36 (36,36) 9 (8,65) 51 (22,87) 9 (5,11)
Anopheles cruzii 12 (12,12) 16 (15,38) 25(11,21) 38 (21,59)
Runchomyia humboldti 5 (5,05) 15 (14,42) 24 (10,76) 24 (13,64)
Runchomyia reversa 2 (2,02) 11 (10,58) 11 (4,93) 31(17,61)
Wyeomyia pilicauda 11 (11,11) 6 (5,77) 21(9,42) 11 (6,25)
Wyeomyia confusa 6 (6,06) 8 (7,69) 15 (6,73) 7 (3,98)
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Sabethes aurescens 7 (7,07) 0 (0,00) 15 (6,73) 6 (3,41)
Runchomyia theobaldi 5 (5,05) 3(2,88) 10 (4,48) 8 (4,54)
Onirium personatum 2(2,02) 4 (3,85) 7 (3,14) 9(5,11)
Runchomyia cerqueirai 2(2,02) 10 (9,61) 8 (3,59) 2 (1,14)
Wyeomyia tripartita 2 (2,02) 4 (3,85) 5(2,24) 7 (3,98)
Wyeomyia cf. lassalli 3 (3,03) 1 (0,96) 6 (2,69) 7 (3,98)
Wyeomyia incaudata 1(1,01) 2 (1,92) 5(2,24) 4 (2,27)
Limatus durhami 0 (0,00) 4 (3,85) 5(2,24) 2 (1,14)
Runchomyia frontosa 0 (0,00) 5(4,81) 1(0,45) 1(0,57)
Wyeomyia theobaldi 1(1,01) 1 (0,96) 2 (0,90) 1(0,57)
Wyeomyia pallidoventer 0 (0,00) 1(0,96) 2 (0,90) 2 (1,14)
Trichoprosopon compressum 0 (0,00) 1 (0,96) 3 (1,34) 0 (0,00)
Wyeomyia limai 1(1,01) 0 (0,00) 2 (0,90) 1(0,57)
Aedes serratus s.|. 1(1,01) 0 (0,00) 2 (0,90) 0 (0,00)
Isostomyia lunata 1(1,01) 0 (0,00) 0 (0,00) 2 (1,14)
Trichoprosopon pallidiventer 0 (0,00) 2 (1,92) 1(0,45) 0 (0,00)
Wyeomyia palmata 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 3(1,70)
Aedes scapularis 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,45) 1(0,57)
Aedes fluviatilis 0 (0,00) 1(0,96) 0 (0,00) 0 (0,00)
Anopheles bellator 1(1,01) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Shannoniana fluviatilis 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,45) 0 (0,00)
Total 99 (100,00) 104 (100,00) 223 (100,00) 176 (100,00)

Tabela VI. Medidas ecoldgicas dos Culicidae registradas para armadilhas no dossel da
mata iscadas com aves e mamiferos e para armadilhas no sub-bosque da mata
iscadas com aves e mamiferos em coletas realizadas entre margco de 2009 a
fevereiroo de 2010, em area de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.

Alturas Abundancia Riqueza Shannon Simpson
(N) (S) (H’) (1/D)
Dossell/ Ave 99 18 2,23 0,82
Dossel/ Mamifero 104 19 2,61 0,91
Sub-bosque/ Ave 223 23 2,60 0,90
Sub-bosque/ Mamifero 176 21 2,50 0,88
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O conjunto de armadilhas instalado no sub-bosque da mata apresentou
uma quantidade significativamente superior de culicideos em relagcdo ao
conjunto instalados no dossel (U= 115,50; p<0,05), indicando maior atividade
dos Culicidae nesse estrato (Figura 19). Tanto no sub-bosque (U= 49,00;
p>0,05), quanto no dossel (U= 72,00; p>0,05), ndo foram observadas

preferéncias por atrativos (Figura 20).
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Figura 18. Abundancia de Culicidae capturados com armadilhas CDC
no dossel e sub-bosque da mata entre margo de 2009 a fevereiro de
2010, em area de Mata Atlantica, Florianépolis, SC.
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Figura 19. Abundancia de Culicidae capturados com armadilhas CDC contendo
como atrativos aves e mamiferos no: (A) Dossel e (B) Sub-bosque, entre marcgo
de 2009 a fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica, Florian6polis, SC. Os
pontos indicam a mediana, as caixas indicam os percentis, e as barras verticais
indicam os valores maximos € minimos.

Ao analisar as cinco espécies mais abundantes nas coletas, Sa.
purpureus nao apresentou diferengas significativas de atividade entre o dossel
e o0 sub-bosque da mata (U= 253,50; p>0,05) (Figura 21). No entanto, foram
capturados mais exemplares desta espécie em aves do que mamiferos na
realizacdo do repasto sanguineo, tanto no dossel (U= 34,00; p<0,05), quanto
no sub-bosque (U= 15,00; p<0,05) (Figura 22). J& Wy. pilicauda, também nao
apresentou estratificagéo vertical de atividade (U= 206,00; p>0,05) (Figura 23),

nao foi evidenciada preferéncia por atrativos no dossel (U= 63,00; p>0,05) e no

sub-bosque (U= 54,50; p>0,05) (Figura 24).
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Figura 20. Abundancia de Sabethes purpureus capturados com
armadilhas CDC no dossel e sub-bosque da mata entre margo de 2009
a fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.
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Figura 21. Abundancia de Sabethes purpureus capturados com armadilhas CDC
contendo como atrativos aves e mamiferos no: (A) Dossel e (B) Sub-bosque,
entre margo de 2009 a fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica,
Floriandpolis, SC. Os pontos indicam a mediana, as caixas indicam os percentis,
e as barras verticais indicam os valores maximos e minimos.

69



Abundancia

| = Mediana
[ 125%-75%
_T_Min-Max

0t =

Dossel Sub-bosque

Figura 22. Abundéncia de Wyeomyia pilicauda capturadas com
armadilhas CDC no dossel e sub-bosque da mata entre margo de 2009
a fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.
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Figura 23. Abundancia de Wyeomyia pilicauda capturados com armadilhas CDC
contendo como atrativos aves e mamiferos no: (A) Dossel e (B) Sub-bosque,
entre marco de 2009 a fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica,
Florianopolis, SC. Os pontos indicam a mediana, as caixas indicam os percentis,
e as barras verticais indicam os valores maximos € minimos.

Espécies como An. cruzii (U= 170,50; p<0,05) (Figura 25), Ru. humboldti
(U= 184,50; p<0,05) (Figura 26), e Ru. reversa (U= 196,00; p<0,05) (Figura 27)
apresentaram maior atividade no sub-bosque em relacdo ao dossel da mata,
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demonstrando assim, uma estratificacdo vertical em suas atividades. Em
relacdo a atracdo por aves e mamiferos, An. cruzii € Ru. humboldti nao
apresentaram preferéncias significativas, tanto no dossel (An. cruzii - U= 70,50;
p>0,05; Ru. humboldti - U= 57,00; p>0,05) como no sub-bosque (An. cruzii - U=
47,50; p>0,05; Ru. humboldti - U= 62,00; p>0,05), por nenhum desses atrativos
(Figuras 28 e 29). Ja Ru. reversa apresentou uma preferéncia por mamiferos
em relagdo as aves tanto no dossel (U= 33,00; p<0,05) como no sub-bosque

(U= 24,00; p<0,05) (Figura 30).
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Figura 24. Abundéncia de Anopheles cruzii capturados com armadilhas
CDC no dossel e sub-bosque da mata entre marco de 2009 a fevereiro
de 2010, em area de Mata Atlantica, Florianopolis, SC.
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Figura 25. Abundancia de Runchomyia humboldti capturados com
armadilhas CDC no dossel e sub-bosque da mata entre margo de 2009
a fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.

Abundancia

» Mediana
[125%-75%
“T"Min-Max

Dossel Sub-bosque

Figura 26. Abundancia de Runchomyia reversa capturadas com
armadilhas CDC no dossel e sub-bosque da mata entre margo de 2009
a fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica, Floriandpolis, SC.
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Figura 27. Abundéancia de Anopheles cruzii capturados com armadilhas CDC
contendo como atrativos aves e mamiferos no: (A) Dossel e (B) Sub-bosque,
entre margo de 2009 a fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica,
Floriandpolis, SC. Os pontos indicam a mediana, as caixas indicam os percentis,
e as barras verticais indicam os valores maximos € minimos.
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Figura 28. Abundancia de Runchomyia humboldti capturados com armadilhas
CDC contendo como atrativos aves e mamiferos no: (A) Dossel e (B) Sub-
bosque, entre margo de 2009 a fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica,
Floriandpolis, SC. Os pontos indicam a mediana, as caixas indicam os percentis,
e as barras verticais indicam os valores maximos e minimos.
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Figura 29. Abundancia de Runchomyia reversa capturados com armadilhas
CDC contendo como atrativos aves e mamiferos no: (A) Dossel e (B) Sub-
bosque, entre margo de 2009 a fevereiro de 2010, em area de Mata Atlantica,
Florianopolis, SC. Os pontos indicam a mediana, as caixas indicam os percentis,
e as barras verticais indicam os valores maximos e minimos.
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DISCUSSAO

Das 27 espécies de Culicidae capturadas no presente estudo, os
Sabethini foram o grupo predominante, sendo Sa. purpureus, Ru. humboldti,
Ru. reversa, e WYy. pilicauda as espécies mais abundantes. Além dessas, An.
cruzii também apresentou quantidades relevantes. Em capturas realizadas
durante o periodo diurno em um fragmento de Mata Atlantica no estado de S&o
Paulo, os Sabethini também foram o grupo mais abundante, sendo Ru. reversa
a espécie com o maior numero de individuos obtidos (Guimaraes et al., 2000b).
Essa tribo de Culicidae € composta, essencialmente, por mosquitos de habitos
silvestres e de comportamento diurno, sendo dessa forma, sua ocorréncia
muito comum em capturas realizadas em fragmentos de florestas relativamente
bem preservadas que foram levadas a efeito durante o periodo diurno
(Forattini, 2002).

Na UCAD, diversos trabalhos de levantamento da fauna de Culicidae
foram realizados, sendo que, em sua totalidade, foram registradas 36 espécies
desse grupo (Reis et al., 2010). Entre as espécies com maior abundancia na
area, An cruzii, Ru. reversa, e Sa. purpureus se destacam pela abundancia e
frequéncia nas coletas (Paterno & Marcondes, 2004; Reis et al., 2010). Os
Anopheles (Kerteszia) e os Sabethini se desenvolvem em criadouros do tipo
fitotelmata (Forattini, 2002). Na UCAD ja foram registradas larvas de Sa.
purpureus se desenvolvendo em ocos de arvores (Marcondes et al., 2003), e
larvas de An. cruzii e de Wy. pilicauda se desenvolvendo em bromélias
rupicolas das espécies Nidularium innocentii e Vriesea philippocoburgi (Muller

& Marcondes, 2006; 2007). Apesar das bromeélias serem apontadas como
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criadouros para as espécies de Runchomyia (Mocellin et al., 2009), na UCAD
nao se tem registros de imaturos deste grupo se desenvolvendo nesse tipo de
criadouro (Mduller & Marcondes, 2006; 2007), sendo que, possivelmente,
possam estar se desenvolvendo em bromélias nas copas das arvores ou em
insergdes foliares de Heliconiaceae.

Os indices de diversidade foram semelhantes nos quatro periodos
estacionais, sendo um pouco maiores na primavera. Nesta estacdo, Sa.
purpureus, Ru. humboldti, e Wy. pilicauda também apresentaram abundancias
médias significativamente superiores.

O fator sazonalidade é fortemente influenciado pela regido em que as
espécies habitam. Haemagogus leucocelaenus (Dyar & Shannon, 1924), por
exemplo, apresentou maior abundéancia entre os meses de dezembro e janeiro
(verao) em capturas realizadas no estado de Goias, ja em coletas realizadas no
estado do Rio de Janeiro, essa espécie apresentou maior atividade no més de
junho (inverno) (Alencar et al., 2008). Na regidao meridional do bioma Mata
Atlantica, Silva & Lozovei (1998) registraram uma maior atividade de Culicidae
adultos durante o outono, e Guimaréaes et al. (2000a), no mesmo bioma na
regidao Sudeste, observaram maiores quantidades de Culicidae durante o
verdo. O mesmo padrao observado nesse ultimo estudo foi registrado por Loetti
et al. (2007) na Argentina. Entre as espécies de mosquitos que apresentam
maior atividade na primavera pode-se citar Culex declarator Dyar & Knab, 1906
e Cx. saltanensis Dyar, 1928 (Lourengo-de-Oliveira & Silva, 1985).

As mudancas relacionadas a fauna de Culicidae ao longo das estagdes
estdo diretamente associadas as variagcbes no regime de chuvas e na

temperatura. A elevagdo do regime de chuvas em um determinado periodo
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estacional viabiliza que potenciais criadouros se formem com maior facilidade
e, posteriormente, se mantenham por mais tempo no ambiente, o que pode
contribuir positivamente para o aumento populacional de diversas espécies de
culicideos (Forattini et al., 1993; Muller & Marcondes, 2006). Além disso,
maiores temperaturas contribuem para um desenvolvimento mais rapido dos
imaturos (Calado & Silva, 2002), o que contribui diretamente para o aumento
populacional deste grupo (Montes, 2005; Ueno et al., 2007).

Segundo Shaman & Day (2007) e Lafferty (2009), alteragdes
relacionadas ao aumento da precipitacdo pluviométrica e da temperatura em
uma escala temporal mais ampla, como a registrada em mudangas sazonais,
estdo diretamente associadas ao aumento de casos humanos de infecgoes
causadas por agentes transmitidos pela picada de culicideos. Isso ocorre
devido ao aumento populacional e possibilidade de expanséo para novas areas
por parte das populacdes destes insetos.

Os Culicidae, de modo geral, ndo apresentaram variagdes significativas
em sua abundancia ao longo dos horarios analisados na UCAD, sendo o
mesmo padrao observado para An. cruzii, Sa. purpureus, e Wy. pilicauda. Ja
Ru. humboldti apresentou um primeiro pico de atividade entre as 8:00 e 9:00
horas, e um segundo, menos intenso do que o primeiro, entre as 10:00 e 11:00
horas. Também, Ru. reversa apresentou um pico de atividade entre as 10:00 e
11:00 horas.

A variacdo horaria da atividade hematofagica dos Culicidae esta
associada a diversos fatores ambientais que se modificam ao longo do periodo
diurno e noturno, como temperatura e luminosidade (Forattini et al., 1986;

Santos-Neto & Lozovei, 2008). Pequenas variagdes relacionadas a composigéo
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do ambiente podem interferir nos picos de atividade de uma mesma espécie.
Por exemplo, An. maculipennis Meigen, 1818, apresenta distintos picos de
atividade em areas de intra e peridomicilio (Aldemir et al., 2010). Anopheles
cruzii, que no presente estudo apresentou atividade similar ao longo dos
horarios amostrados, € considerada uma espécie essencialmente crepuscular,
mas que pode ter atividade, mesmo que baixa, durante todo o periodo diurno
(Ueno et al., 2007; Bona & Navarro-Silva, 2008).

Espécies de Haemagogus, pelo seu envolvimento na transmissao do
virus da febre amarela, foram objeto de varios estudos envolvendo as
variagbes de suas atividades hematofagicas durante o periodo diurno. Hg.
leucocelaenus apresentou um pico unimodal de atividade entre as 13:00 e
14:00 horas em fragmentos de mata no estado do Rio Grande do Sul (Gomes
et al.,, 2010), e um pico bimodal de atividade entre as 11:00 e 12:00 horas e
entre as 14:00 e 15:00 horas na regido amazébnica. Nessa ultima regido, Hg.
Janthinomys, também com atividade bimodal, apresentou picos entre as 11:00 e
12:00 horas e entre as 15:00 e 16:00 horas (Pinto et al., 2009).

Para os Sabethini sdo escassos os estudos que analisam a variagao da
atividade hematofagica ao longo do dia. Espécies como Ru. reversa, que no
presente estudo apresentou um pico de atividade no final do periodo matutino
(entre as 10:00 e 11:00 horas), foi coletada por Guimaraes & Victorio (1986),
também em area de Mata Atlantica, e apresentou maior atividade no inicio do
periodo matutino (entre as 6:00 e 8:00 horas). Além dessa espécie, esses
autores observaram que Tr. theobaldi Lane & Cerqueira, 1942 e Wy. confusa
Lutz, 1905 também apresentavam maior atividade no inicio do periodo matutino

(entre as 6:00 e 8:00 horas), ja espécies como Wy. arthrostigma (Lutz, 1905),
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WYy. aporonoma Dyar & Knab, 1906, e Wy. undulata Ponte & Cerqueira, 1938
apresentaram maior atividade no final do periodo matutino (entre as10:00 e
12:00 horas). Entre os Sabethes, Sa. chloropterus (Humbodt, 1819), Sa.
glaucodaemon (Dyar & Shannon, 1925), Sa. cyaneus (Fabricius, 1805), e Sa.
belisarioi Neiva, 1908 apresentaram atividade diurna com pico bimodal de
atividade nos periodos entre as 11:00 e 12:00 horas, e entre as 15:00 e 16:00
horas na regido amazoénica (Pinto et al., 2009).

As capturas no dossel e sub-bosque da mata utilizando aves e
mamiferos roedores como atrativos em armadilhas CDC permitiram a obtencao
de uma fauna de Culicidae com moderada riqueza (27 espécies). Em um
fragmento de floresta ombrdfila mista, Tissot & Navarro-Silva (2004) obtiveram,
através do emprego de armadilhas CDC, instaladas também no dossel e no
sub-bosque, contendo mamiferos e aves de pequeno porte como atrativos,
apenas 13 espécies de Culicidae. J& Gomes et al. (1987), em fragmento de
floresta ombrofila densa, obtiveram, com metodologia de capturas semelhante
ao presente estudo, 59 espécies.

A composicdo da comunidade de culicideos observada no dossel e no
sub-bosque da floresta da UCAD foi muito semelhante no que se refere a
diversidade e composicao das espécies, independentemente do tipo de atrativo
utilizado. Nesses estratos foi observado um padrdo, onde poucas espécies
foram muito dominantes (e.g. Sa. purpureus) e varias outras tiveram um
numero pequeno de individuos (e.g. An. bellator). Este padrdo, segundo
Nichols et al. (2007), € comum em ambientes alterados, inclusive em areas em

processos de de regeneragao, como o observado na UCAD.
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Os Culicidae apresentaram atividade significativamente superior
(abundancias superiores) no sub-bosque da floresta, sendo que em relagéo as
cinco espécies mais abundantes, An. cruzii, Ru. humboldti, e Ru. reversa, este
padrdao também foi observado. Ja Sa. purpureus e Wy. pilicauda, nao
apresentaram preferéncia de atividade em nenhum dos estratos.

A estratificagcao vertical de ocorréncia e atividade dos culicideos pode
ocorrer tanto para as formas adultas (e.g. Gillies & Wilkes, 1976), como para as
formas imaturas (e.g. Navarro & Machado-Allison, 1995). Em relagdo a
estratificacdo vertical dos adultos de mosquitos em areas florestais de biomas
brasileiros, a maioria dos estudos se concentra no bioma da Floresta Pluvial
Amazobnica, onde o dossel da mata pode atingir mais de 40m de altura (Julido
et al., 2010).

No bioma Mata Atlantica, onde o dossel pode atingir alturas préximas a
25m (Antonini & Nunes-Freitas, 2004), estudos envolvendo a estratificacao
vertical de culicideos demonstraram que grupos como Anopheles (Kerteszia)
apresentam atividade predominante no dossel da mata durante o periodo
crepuscular (Ueno et al., 2007). Assim, segundo Guimaraes et al. (1985), é
possivel que, durante as horas mais quentes do dia devido a uma maior
incidéncia de luz sobre o dossel, esse grupo de culicideos modifique seu
comportamento de forma que possa desenvolver suas atividades em regides
proximas ao solo, no sub-bosque da mata, onde s&o registrados indices de
umidade relativa do ar mais elevados e menor luminosidade e temperatura
(Guilherme et al., 2004).

Entre os Sabethini, os Sabethes exercem suas atividades,

preferencialmente, nos niveis elevados da copa das arvores. Isso pode ser
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observado para Sa. chloropterus (e.g. Morales & Vidales, 1962), Sa. cyaneus
(e.g. Trapido et al., 1955), e Sa. purpureus (e.g. Davis, 1944). Espécies do
género Wyeomyia apresentam padrbes de atividades diversos, Wy.
arthrostigma,  Wy. aporonoma, Wy. confusa, e Wy mystes Dyar, 1924
mostram-se mais ativas na regido do sub-bosque da mata, e Wy. lutzi (Costa
Lima, 1930), Wy. knabi Lane & Cerqueira, 1942, e WYy. theobaldi apresentam
maior atividade no dossel da mata (Forattini, 1965; Guimaraes et al., 1985). Ja
entre as espécies do género Runchomyia, todos os registros apontam para
uma atividade essencialmente acrodendrofila como é o caso de Ru. frontosa,
Ru. humboldti, Ru. magna (Theobald, 1905), e Ru. reversa (Davis, 1944;
Trapido & Galindo, 1957; Forattini, 1965).

Segundo Derraik et al. (2005), uma mesma espécie de Culicidae pode
responder de forma diferenciada, em relacido ao estrato de atividade, de acordo
com o ambiente em que vive. Variagdes climaticas ao longo do dia e ao longo
das estacdes, além do nivel de preservacdo do habitat florestal, podem
influenciar diretamente na formagao dos estratos verticais nas florestas (Julido
et al., 2010). Algumas espécies de Haemagogus, por exemplo, sdo ativas nas
copas das arvores apenas nas horas mais quentes do dia, periodos estes em
que seus hospedeiros preferenciais, os macacos, estdo dormitando nos galhos
das arvores (Chadee et al., 1995).

No presente estudo, os Culicidae, de modo geral, ndo apresentaram
preferéncias por algum dos atrativos utilizados nas armadilhas CDC, sendo o
mesmo padrao observado para An. cruzii, Ru. humboldti, e Wy. pilicauda. No

entanto, para Sa. purpureus e para Ru. reversa foram observadas preferéncias
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significativas por um dos atrativos. A primeira espécie foi mais atraida pela ave
e a segunda pelo mamifero.

Algumas espécies de culicideos sdo consideradas ecléticas no que se
refere a preferéncia por hospedeiros para a realizagao do repasto sanguineo, ja
outras, mostram-se menos generalistas. Alencar et al. (2005), por exemplo,
demonstraram que espécies de mosquitos da regido do Pantanal Mato-
Grossense apresentam diferentes niveis de ecletismo em relagdo ao tipo de
animal no qual ocorrem o repasto saguineo. Nesse estudo, Ae. scapularis
mostrou-se pouco eclética e Mansonia humeralis Dyar & Knab, 1916 grande
ecletismo, sendo encontrado exemplares desta espécie ingurgitados com
sangue de aves, roedores, lagartos, capivaras, bovinos e humanos.

Entre as espécies com maior abundancia no presente estudo, An. cruzii
€ classificada como uma espécie eclética que pode ser atraida e se alimentar a
partir de sangue de humanos (Bona & Navarro-Silva, 2008), aves (Guimaraes
et al., 1987), e roedores (Gomes et al., 1987). Runchomyia humboldti, Ru.
reversa, e Wy. pilicauda apresentam comportamento alimentar antropofilico
(Guimaraes et al., 1989; Paterno & Marcondes, 2004; Alencar et al., 2011).
Espécies do género Sabethes sdo conhecidas por se alimentarem de sangue
de macacos e humanos (Marassa et al., 2009), sendo que Sa. purpureus foi
registrada em capturas que se utilizaram de isca humana como atrativo (Silva &
Lozovei, 1998; Guimaraes et al., 2003).

Para o estado de Santa Catarina sao registradas diversas espécies de
roedores (Rodentia), sendo que em florestas em estadio secundario de
regeneracao é possivel citar as seguintes: Akodon montensis Thomas, 1913,

Nectomys squamipes (Brants, 1827), Oligoryzomys nigripes (Olfers, 1818),
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Oryzomys angouya (Fischer, 1814), Oryzomys russatus (Wagner, 1848), e
Phyllomys medius (Thomas, 1909) (Graipel et al., 2006). Ja para as aves, se
pode citar: Aramides cajanea (Statius Muller, 1776), Aramides saracura (Spix,
1825), Zenaida auriculata (Des Murs, 1847), Leptotila verrauxi (Bonaparte,
1855), Piaya cayana (Linnaeus, 1766), e Synallaxis spixii Sclater, 1856

(Azevedo, 1995).
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CONCLUSOES

1. Foram registradas 27 espécies de Culicidae na Unidade de Conservagao
Ambiental Desterro, sendo que os Sabethini foram predominantes.

2. A primavera foi o periodo estacional em que foram registradas a maior
abundancia, riqueza e diversidade de Culicidae, sendo que nessa estacao
espécies como Anopheles cruzii, Sabethes purpureus, Runchomyia
humboldti, e Wyeomyia pilicauda apresentaram os seus picos de atividade.

3. Os Culicidae apresentaram uma atividade constante ao longo do periodo
diurno estudado, exceto Runchomyia humboldti, que se mostrou mais ativa
no periodo matutino, especialmente no periodo inicial, e Runchomyia
reversa que apresentou maior atividade no final do periodo matutino.

4. Os culicideos apresentaram maior atividade na regido do sub-bosque da
floresta, sendo que Anopheles cruzii, Runchomyia humboldti, e
Runchomyia reversa também demonstraram esse padrao de estratificacao
vertical de atividade.

5. De forma geral, os Culicidae foram atraidos de forma semelhante aos dois
tipos de atrativos utilizados, no entanto, espécies como Sabethes
purpureus apresentaram uma maior atragcdo por aves, e Runchomyia

reversa por mamiferos roedores.
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CAPITULO Il

Relag6es genéticas e preferéncia por locais de oviposi¢cao de populagoes

de Sabethes aurescens Lutz, 1905 (Diptera: Culicidae)
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RESUMO

Foi estudado o perfil genético, baseado no fragmento da subunidade | do gene
mitocondrial citocromo ¢ oxidase (COl), de populagdes de Sabethes aurescens
provenientes de fragmentos florestais da regido metropolitana da Floriandpolis-
SC. Também foi estudado o comportamento de oviposicao desta espécie em
internédios de bambus, e foram analisados quais compostos quimicos
apresentam potencialidade em mediar este comportamento. Em cinco
populacdes desta espécie foram observados 16 haplétipos. Areas de mata
legalmente protegidas e, conseqientemente, mais preservadas, como O
Parque Municipal da Lagoa do Peri (LP) e a Unidade de Conservagao
Ambiental Desterro (UC), apresentaram popula¢cdes de Sa. aurescens com
maiores diversidades genéticas. Estas populagdes ndo se encontraram em
expansdo, e o fluxo génico entre elas ndo estava correlacionado com a
distancia geografica. As fémeas de Sa. aurescens preferiram ovipositar em
interndédios de bambus que apresentem baixas densidades de larvas
coespecificas, e evitaram ovipositar em locais que apresentavam larvas
predadoras de Toxorhynchites spp. Para esta espécie, o composto quimico
dissulfeto de dimetila ((metil dissulfanil) metano) apresentou um potencial como
atrativo, e o 1,3,6-octatrieno ((3-E,6-E)-1,3,6-octatrieno) apresentou um

potencial como repelente para as oviposicoes.

Palavras-chave: DNA mitocondrial, fitotelmata, Sabethes aurescens,

oviposigao.
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ABSTRACT

The genetic profile, based on the fragment of the subunit | of the mitochondrial
gene cytocrome c oxidase (COIl), populations of Sabethes aurescens from
forest fragments in the metropolitan region of Floriandpolis-SC was studied. We
also studied the oviposition behavior of this species in bamboo internodes, and
analyzed chemical compounds which have the potential to mediate this
behavior. In five populations of this species were observed 16 haplotypes.
Legally protected forest areas and, consequently, more preserved, like the
Parque Municipal da Lagoa do Peri (LP) and Unidade de Conservagao
Ambiental Desterro (UC) had Sa. aurescens populations with higher genetic
diversity. These populations are not expanding, and the gene flow between
them is not correlated with geographic distance. The Sabethes aurescens
females prefers to lay eggs in bamboo internodes with low density of
conspecific larvae, and avoid lay in places that have predatory larvae of
Toxorhynchites spp. For this specie, the chemical, dimethyl disulfide
((dissulfanil methyl) methane) showed potential as an attractive, and 1,3,6-
octatrino ((3-E, 6-E)- 1,3,6- octatrieno) had potential as a repellent for

ovipposition.

Key words: Mitochondrial DNA, phytotelma, Sabethes aurescens, oviposition.
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INTRODUGAO

Os Sabethes estdao divididos em cinco subgéneros: Sabethes,
Sabethoides, Sabethinus, Davismyia e Peytonulus (Forattini, 1965; Harbach,
1991). Os individuos adultos desse grupo apresentam a probdscida curta e
menor que o fémur anterior. Ambos os sexos tém palpos maxilares curtos,
sendo que nos machos as antenas sdo mais plumosas do que nas fémeas, € a
extremidade distalk do abdome daqueles ¢ dilatada, sendo possivel observar a
genitalia externa mais desenvolvida. Na regido toracica os lobos antepronotais
sao desenvolvidos, quase se tocando na linha média. O escudo é revestido de
escamas com reflexos metalicos de diversas tonalidades. A regido pleural
possui intenso revestimento de escamas, sendo que as cerdas pre-alares,
exceto em Davismyia, sdo ausentes. Nas pernas de algumas espécies, as
tibias e tarsos podem apresentar tufos de escamas semelhantes a pas de
remos. As larvas apresentam maxilas bem desenvolvidas e o pécten do VIII
segmento é de feicdo variavel, assim como o sifao respiratério, o qual é
inexistente ou entdo substituido por uma franja cerdosa conhecida por falso
pécten (Forattini, 2002).

Este género apresenta 40 espécies descritas, sendo sua distribuigao
restrita a regido Neotropical (Harbach, 1994; Harbach & Howard, 2002). As
formas imaturas se desenvolvem em criadouros naturais do tipo fitotelmata,
como internédios de bambus, bromélias, e ocos de arvores. As larvas de
algumas espécies podem apresentar um comportamento predatoério facultativo

e também canibalistico (Costa Lima, 1931; Navarro & Machado-Alisson, 1995).
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As formas adultas de Sabethes tém atividade diurna e sdo encontradas
em ambientes florestais, preferencialmente na altura das copas das arvores de
matas bem preservadas nas horas mais quentes do dia (Dégallier et al., 1998).
As fémeas se alimentam de sangue de humanos e macacos e sao
classificadas como mosquitos timidos, pois apresentam reduzida agressividade
durante a aproximacgao e a realizagdo do repasto sanguineo (Forattini, 2002;
Marassa et al., 2009). Os machos de algumas espécies desenvolveram um
comportamento de cortejo, através de um tipo de danga baseada no
movimento ritmico das pernas, antes da realizagdo da cépula para atrair as
fémeas (Zsemlye et al., 2005). Algumas espécies, como Sa. cyaneus
(Fabricius, 1805), Sa. chloropterus (Humbodt, 1819), e Sa. belisarioi Neiva,
1908, sdo apontadas como vetoras de alguns importantes arbovirus, como os
da febre amarela, da encefalite de Sao Luis e o llhéus (Chadee, 1990; Hayes et
al., 1991; Gomes et al., 2010).

Entre as espécies desse grupo, Sa. (Peytonulus) aurescens Lutz, 1905
apresenta distribuicdo conhecida entre o estado de Minas Gerais € 0 Rio
Grande do Sul (Maciel, 1962; Marcondes et al., 2003; Cardoso et al., 2005). Os
adultos possuem habito alimentar antropofilico e sao encontrados em
formacgdes florestais de floresta ombrofila densa, mista, e floresta semidecidual
(Zeque & Lopes, 2001; Paterno & Marcondes, 2004; Marcondes et al., 2006).

As fémeas dessa espécie ovipositam através de aberturas existentes em
internodios de bambus. Essas aberturas sdo naturalmente realizadas através
da acao de Eucalyptra babara Schaus, 1894 e Eucalyptra fumida Schaus, 1894
(Lepidoptera, Noctuidae), além de Desmosomus Ilongipes Perty, 1830

(Coleoptera: Curculionidae, Molytinae) (Lozovei, 1998; Zequi & Lopes, 2001).
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Ao localizar os orificios nos internédios de bambus, as fémeas ovipositam, em
média, trés ovos por criadouro (Muller et al., 2009).

Os imaturos de Sa. aurescens apresentam desenvolvimento lento, em
torno de 74 dias, sendo que o quarto estadio larval é considerado o periodo
com maior tempo de desenvolvimento, com 35 dias em média. As larvas s&o
predadoras facultativas, inclusive de larvas coespecificas, e os machos
chegam a fase adulta antes das fémeas (Muller et al., 2009). Forattini (2002)
considera que essa espécie, assim como outras que se desenvolvem em
interndédios de bambus perfurados, podem apresentar um periodo de
desenvolvimento larval prolongado devido ao elevado tempo de manutengéo
de seus criadouros no ambiente, pois estes apresentam baixas taxas de
evaporagao.

Em areas do bioma Mata Atlantica, além de imaturos de Sa. aurescens,
podem ser encontrados se desenvolvendo nos internédios de bambus dipteros
sirfideos, forideos, e outras espécies de culicideos como Sa. melanonynphe
(Dyar, 1924), Toxorhynchites spp., Trichoprosopon pallidiventer (Lutz, 1905), e
Wyeomyia limai Lane & Cerqueira, 1942 (Lozovei, 2001; Mduller, 2008). Dessa
forma, os internodios de bambus formam microhabitats com uma variedade de
especies de culicideos e outros insetos que podem manter relagdes troficas
harménicas e/ou desarménicas (Sunahara et al., 2002). Por exemplo, larvas de
Toxorhynchites spp. sao predadoras e, consequentemente, podem se alimentar
de outras larvas de mosquitos presentes no seu criadouro, inclusive nos
formados a partir de internddios de bambus (Steffan & Evenhuis, 1981; Zequi &

Lopes, 2001).
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A falta de mobilidade dos imaturos de Culicidae para migrar de um
criadouro para outro em busca de melhores condigbes de sobrevivéncia,
confere ao comportamento de escolha dos locais para oviposi¢ao das fémeas
desse grupo uma grande importancia para o seu sucesso reprodutivo (Kiflawi et
al., 2003). Essa decisao ocorre através da detecgao por parte das fémeas
gravidas de sinais fisicos e quimicos provenientes dos potenciais criadouros
que indicam a sua qualidade (Collins & Blackwell, 2000; Blaustein et al., 2004).

Os sinais quimicos utilizados para a comunicagao entre organismos s&o
denominados de semioquimicos, sendo estes, subdivididos em dois grupos, os
feromonios e os aleloquimicos. O primeiro grupo caracteriza-se por permitir a
comunicagdo entre organismos coespecificos, podendo ser de agregacéo,
sexual, de alarme, e de trilha. O segundo grupo caracteriza-se pela
comunicacgao de organismos de diferentes espécies, podendo ser denominados
de aloménios, cairoménios, sinoménios, e apneumdnios. Os aloménios séo
sinais emitidos que favorecem o emissor, 0s cairomonios sdo sinais emitidos
por um individuo cujo organismo receptor é favorecido, os sinoménios sao
substancias liberadas que favorecem tanto os individuos emissores quanto os
receptores, e os apneumoénios sao substancias liberadas por um hospedeiro
nao vivo que atraem parasitéides (Freitas et al., 2011).

Assim, através da deteccdo dos semioquimicos, as fémeas de Culicidae
conseguem perceber no criadouro a existéncia de possiveis competidores intra
e interespecificos, a presenca de predadores, e a viabilidade de recursos
alimentares e espaciais para o desenvolvimento da prole (Kaufman et al., 1999;
Agnew et al., 2000; Arav & Blaustein, 2006). Mduller (2008), por exemplo,

observou que fémeas de Sa. aurescens evitam ovipositar em internédios
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localizados na base dos bambus devido, provavelmente, ao reduzido volume.
Ja Navarro & Machado-Alisson (1995), observaram que as fémeas de Sa.
chloropterus evitam ovipositar em ocos de arvores habitados por larvas
predadoras de Tx. theobaldi (Dyar & Knab, 1906).

Algumas espécies, devido a sua elevada relevancia epidemioldgica,
tiveram o seu comportamento de oviposicdo e o0s sinais quimicos que o
mediam bem estudados e descritos, como o Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
Essa espécie oviposita, preferencialmente, em recipientes artificiais com agua
limpa, e, em alguns casos, apresenta o comportamento de ovipositar aos
saltos, para distribuir seus ovos em varios criadouros, aumentando, assim, as
chances de sucesso da sua prole (Colton et al., 2003). Entre os semioquimicos
descritos envolvidos no processo de escolha do local para oviposicao desta
especie, se destacam o acido dodecandico e o heneicosano como substancias
atrativas, e o éster metil dodecano como substéancia repelente (Mendki et al.,
2000; Ganesan et al., 2006; Navarro-Silva et al., 2009).

Dessa forma, detectar os semioquimicos envolvidos no processo de
oviposicdo dos Culicidae mostra-se importante, uma vez que essas
informagdes poderado ser utilizadas para o manejo/controle das populagdes de
especies vetoras, além da possibilidade de utilizagdo para a otimizacdo do
monitoramento de espécies desse grupo através da associagdo desses
compostos com armadilhas de captura (Gama et al., 2007).

Além do estudo dos mecanismos envolvidos no comportamento de
oviposicdo dos Culicidae, a obtencdo de informagdes genéticas das
populagdes desse grupo € importante para que se possa compreender, além

da histéria evolutiva das populagdes de vetores, a historia evolutiva da
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epidemiologia das doengas transmitidas por esses insetos (Yan et al., 1998).
Para os Sabethes, estudos genéticos sao escassos, apesar de sua importancia
epidemioldgica (Munstermann & Marchi, 1986; Pedro et al., 2008).

Uma questdo importante relacionada aos estudos da genética de
populagdes dos Culicidae € a diferenciacdo de populagbes geograficamente
isoladas. Frequentemente €& possivel observar variagdes geograficas entre
populagdes de mosquitos cuja distribuicdo € ampla, mas descontinua a ponto
de formar barreiras ao fluxo génico. Isso pode ser observado em populag¢des
de Anopheles gambiae Giles, 1926 (Taylor et al., 2001) e de Ae. aegypti
(Gorrochotegui-Escalante et al., 2000).

O DNA mitocondrial (DNAmt) vem sendo largamente utilizado para o
estudo da genética de populagdes de Culicidae e outros organismos. Quando
comparado ao DNA nuclear, esse marcador molecular apresenta algumas
vantagens: possui um genoma haploide de origem materna, apresenta
multiplas cépias por célula, em muitos invertebrados os introns estdo ausentes,
e, por fim, apresenta altas taxas de mutagdes (dez vezes maior do que o DNA
nuclear) (Zhang & Hewitt, 1996; Matioli, 2001).

O DNAmt € uma molécula circular e unica, com um genoma pequeno
(15 a 20kb) que contem 37 genes. Destes, 22 sao para RNAs transportadores
(tRNAs), 13 para proteinas, e dois para RNAs ribossomais (rRNA). Um desses
genes, o COI (Citocromo Oxidase subunidade 1), & responsavel pela produgéo
da proteina heme (citocromo c), que esta envolvida no transporte de elétrons e
na translocacdo de protons através da membrana e no mecanismo de
apoptose de diversos organismos (Zhang & Hewitt, 1996; Zhao et al., 2008).

Esse gene é considerado um dos mais variaveis do DNAmt, sendo utilizado em
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diversos estudos para Culicidae, especialmente para os géneros Aedes,
Anopheles, e Culex (Rai, 1999).

Scarpassa & Conn (2006) observaram, através da analise do COlI, que
An. oswaldoi Periassu, 1921, na regido amazonica, estava dividido em quatro
populagdes distintas, sendo observada uma auséncia de fluxo génico entre as
mesmas. Versteirt et al. (2009), também analisando COIl, analisaram o
processo de introducdo e estabelecimento de Ae. japonicus japonicus
(Theobald, 1901) na Bégica. Vinogradova et al. (2007), através do COI e
outros marcadores moleculares, analisaram a distribuicdo geografica e a
estrutura de populacdes de Culex pipens s.l. Linnaeus, 1758 na Russia.

Apesar de ser a principal espécie colonizadora de criadouros formados a
partir de internédios de bambus, existem poucas informacdes sobre os Sa.
aurescens. Assim, identificar os fatores associados ao seu comportamento de
oviposicdo e observar como se encontram estruturadas suas populacdes na
Mata Atlantica torna-se relevante para o melhor entendimento da biologia e
ecologia desta espécie, bem como podera fornecer informagdes a respeito do
status de conservacdo da area estudada, uma vez que esta espécie de

Culicidae é restrita ao ambiente silvestre.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar o perfil genético, baseado em fragmento da subunidade | do
gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase, de populagbes de Sabethes aurescens
de areas de mata da regido metropolitana de Florianopolis-SC, e identificar

fatores que influenciam no seu comnportamento de oviposigao.

Objetivos especificos

¢ Identificar os diferentes haplotipos mitocondriais de Sabethes aurescens em
area do bioma Mata Atlantica;

e Estimar e comparar o grau de variabilidade inter e intrapopulacional, a
extensdo de fluxo génico e a divergéncia genética entre as populagdes desta
especie;

¢ Analisar a preferéncia de oviposicdo de Sabethes aurescens em internodios
de bambus com larvas coespecificas e larvas heteroespecificas de Culicidae
em diferentes densidades populacionais;

¢ l|dentificar os possiveis compostos quimicos volateis presentes nos
internddios de bambus que possam mediar o comportamento de oviposigao

de Sabethes aurescens.
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MATERIAL E METODOS

Relagoes genéticas do gene COIl do DNA mitocondrial de populacées de

Sabethes aurescens

Obtencao dos espécimes

Os espécimes de Sa. aurescens utilizados no presente estudo foram
obtidos no periodo entre 01 de fevereiro e 30 de margo de 2011 a partir de
cinco pontos amostrais, estando quatro localizados na llha de Santa Catarina,
municipio de Floriandpolis-SC, e um localizado no municipio de Santo Amaro
da Imperatriz-SC, regido metropolitana da capital catarinense. Os pontos
amostrais estavam inseridos em fragmentos de Floresta Ombrofila Densa, do
bioma Mata Atlantica, sendo denominados de: (1) Parque da Lagoa do Peri
(LP) (27°43'59,30"S e 48°30'54,41"0); (2) Morro da lagoa da Conceigéo (ML)
(27°35'56,81"S e 48°28'58,97"0); (3) Bairro Pantanal (PA) (27°36'34,79"S e
48°30'57,05"0); (4) Unidade de Conservacdo Ambiental Desterro (UC)
(27°31'55,69"S e 48°30'43,08"0); e (5) Santo Amaro da Imperatriz (SA)
(27°43'57,33"S e 48°48'31,38"0) (Figura 1).

Os exemplares de Sa. aurescens foram obtidos na forma de larvas e
pupas a partir de internédios de bambus localizados nos diferentes pontos
amostrais anteriormente apontados e, posteriormente, foram criados em
laboratério até a forma adulta. Os procedimentos para a obtencao dos imaturos
seguiu a metodologia descrita por Marcondes & Mafra (2003), onde foram

realizadas perfuragcdes nas laterais dos internédios de bambus com o auxilio de
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uma furadeira elétrica 12 V com bateria acoplada. Apés um periodo de 30 dias,
os internddios perfurados foram cortados com auxilio de um facado, e seu
conteudo depositado em uma bandeja plastica e posteriormente em frascos
plasticos com capacidade de 500ml para serem transportados até o Laboratério

de Entomologia Médica da Universidade Federal de Santa Catarina (Figura 2).

Figura 1. Localizagao dos pontos amostrais onde foram coletadas as populagbes
de Sabethes aurescens. (A) Mapa do Brasil. (B) Detalhe da regidao onde foram
estabelecidos os pontos de amostragem: LP: Parque Lagoa do Peri, ML: Morro da
Lagoa da Conceicdao, PA: Bairro Pantanal, UC: Unidade de Conservagao
Ambiental Desterro, e SA: Santo Amaro da Imperatriz.
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Figura 2. Procedimentos de coletas de imaturos de Sabethes aurescens. A:
Perfuracdo lateral de internédios de bambus. B: Corte dos internédios de
bambus. C: Transferéncia do conteudo aquatico para uma bandeja plastica. D:
Armazenamento do conteudo aquatico em frascos plasticos.

Em laboratério, os imaturos presentes no conteudo aquatico foram
separados em pequenos potes plasticos com capacidade de 20ml e criados
separadamente, na propria agua dos bambus. Os potes de criagdo foram
colocados no interior de potes plasticos maiores e telados para que os adultos,
ap6s a emergéncia, ficassem retidos. Os adultos foram mortos com vapor de
acetado de etila, e posteriormente montados em tridngulos de papel e alfinetes
entomologicos de acordo com Almeida et al. (2003). Apds a montagem, os
culicideos foram identificados ao nivel especifico com o emprego da chave de
identificacdo contida em Forattini (2002) e através dos caracteres descritos em

Lutz (1905).
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Apo6s serem identificados, os exemplares de Sa. aurescens foram
armazenados em eppendorfs com alcool absoluto e depositados em freezer -

20°C (Qliveira et al., 2003).

Procedimentos em laboratdrio

Extracao do DNA

A extracdo do DNA dos culicideos seguiu o protocolo de Cheung et al.
(1993) modificado por Franga (2005). Assim, os exemplares adultos foram
macerados individualmente em tubo de microcentrifuga de 1,5ml contendo
160ul de tampéao de extragao (Tris-HCI 200mM, pH 8, NaCl 2M e EDTA 70mM),
e 20ul de SDS 10%. Posteriormente a solugéo foi homogeneizada e incubada
por 90 min. a 60°C.

ApoOs resfriamento do material, em temperatura ambiente, foi
acrescentado 50yl de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1), seguido de uma
centrifugagdo com duracdo de 15 min. a 13.000rpm. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo de microcentrifuga de 1,5ml, adicionado 80l de
acetato de aménio 7,5M e 300ul de etanol 96%. A solucao foi homogeneizada
por inversdao e mantida por 2 horas em freezer —20°C para precipitacdo do
DNA. Apos 15 minutos de centrifugagcdo, a 13.000rpm, o sobrenadante foi
descartado e o DNA lavado com 1.000ul de etanol 70% e seco sob estufa a
37°C. Posteriormente, o DNA foi re-suspendido em 50pl de TE (Tris-HCI 10mM

e EDTA 1mM pH8.0) e armazenado a —20°C. O DNA total extraido foi
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quantificado em espectrofotdmetro (NanoDropTM) e armazenado em freezer a -

80°C.

Reacgao de amplificagao

A regiao de DNA mitocondrial referente a porg¢ao final do citocromo ¢
oxidase subunidade | (COl) foi amplificada através da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). As reagdes de amplificagdo seguiram protocolo estabelecido
por Cywinska et al. (2006). Estas reagbdes foram conduzidas em volume final
de 50ul, contendo 20mM de Tris-HCL (pH 8,4), 50mM KCI, 0,5mM de cada
iniciador, 2mM de MgCl,, 0,2mM de dNTP, 20ng de DNA, 2U de Taq DNA
Polimerase e agua ultra pura estéril (Milli-Q®) estéril para completar o volume
final. As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um termociclador
Amplitherm, e os iniciadores utilizados nas reagcdes de amplificacdo foram:
LCO1490 (5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") e HCO2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) (Cywinska et al., 2006).

As reacgbes foram realizadas utilizando os seguintes paréametros: um
ciclo de 95°C por um minuto, 35 ciclos de 94°C por um minuto, 50,7°C por um
minuto, e 72°C por um minuto e 30 segundos, e um ciclo final de 72°C por sete
minutos. Apos amplificagdo, 10% do volume do produto de PCR foi submetido
a eletroforese em gel de agarose 1%, para confirmagdo do sucesso da
amplificagdo e verificagdo do tamanho do fragmento amplificado, utilizando

como marcador de massa molecular 100pb Ladder (Amresco).
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Purificagao dos produtos de PCR e sequenciamento nucleotidico

Para o sequenciamento dos nucleotideos os amplicons foram purificados
utilizando o Kit comercial QlAquick Gel Extraction (Qiagen), o qual utiliza
colunas de retencdo a base de silica, seguindo o protocolo descrito pelo
fabricante. O produto da purificagao foi posteriormente quantificado através da
aplicacdo de 1ul do mesmo em espectrofotdmetro (NanoDrop™).

As amostras, com no minimo 20ng/pl de amplificado, foram
posteriormente encaminhadas para a empresa Genomic Engenharia Molecular
Ltda. (Sdo Paulo-SP), juntamente com os iniciadores citados anteriormente,
onde foram processadas as reacbdes de sequenciamento das amostras
utiizando BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Os produtos de sequenciamento foram submetidos a eletroforese

em sequenciador modelo 3130xI da Applied Biosystems.

Analise das sequéncias

As amostras tiveram suas sequéncias de consenso geradas no Staden
Package (Staden et al. 1992-2000), onde foram inspecionadas visualmente os
eletroforetogramas para busca de possiveis erros de leitura, insergdes ou
delegdes. As sequéncias obtidas foram comparadas com aquelas disponiveis
no GenBank, utilizando a ferramenta BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), para confirmagcdo da identidade do
fragmento génico amplificado. O alinhamento foi realizado no programa

ClustalX 1.8 (Thompson et al., 1997). As sequéncias foram lidas no programa
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BIOEDIT (Hall, 1999), sendo novamente inspecionadas visualmente para
busca de possiveis erros, bem como para a codificacdo de insergdes ou

delegdes.

Analises de polimorfismo molecular

Diversidade genética

Os haplotipos sdo compostos por conjuntos de sequéncias nucleotidicas
que compartiiham a mesma composi¢cao e ordenamento. A diversidade de
haplétipos, entdo, é definida como a probabilidade de duas sequéncias,
escolhidas ao acaso em uma populagao, serem diferentes. Ja a diversidade
nucleotidica, € definida como o numero de nucleotideos diferentes por sitio,
entre sequéncias escolhidas aleatoriamente. No presente estudo, essas duas
medidas de diversidade genética foram estimadas pelo programa Arlequin,
versao 3.1 (Excoffier et al., 2005) e pelo programa DnaSP, verséo 4.10

(Rozas et al., 2003).

Testes de neutralidade

De acordo com a teoria neutra de mutagdes de Kimura (1968) a maior
parte das substituicbes de nucleotideos que ocorrem nos individuos de uma
determinada populacédo e que sao fixadas, sdo neutras em relagdo ao sucesso
reprodutivo (fitness) e a sobrevivéncia da espécie. Para testar se a substituicao

de nucleotideos seguiu esta teoria, foram realizados os teste de D de Tajima
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(Tajima, 1989), F* e D* de seletividade neutra (Fu & Li, 1993) e Fs de Fu (Fu,
1997) com significancia de p< 0,05, através dos programas DnaSP, verséo 4.5

(Rozas et al., 2003) e Arlequin versao 2.000 (Schneider et al., 2000).

Andlise de variancia molecular (AMOVA)

A analise de variadncia molecular (AMOVA) foi realizada para verificar a
existéncia de populagbes diferenciadas, através da analise do grau de
significancia intra e interpopulacional. Para isso, foi levando em consideragdo o
numero de mutagdes entre os haplétipos.

Os calculos de AMOVA estao baseados no método descrito por Excoffier
et al. (1992) e foram realizados com o emprego do programa Arlequin, versao
2.000 (Schneider et al., 2000). As populagdes foram reunidas em grupos
previamente definidos com base em critérios geograficos relacionados aos
pontos de amostragem, sendo que o0s resultados basearam-se em
permutacdes entre os grupos (Fct), valores de permutagao entre as populagdes

dentro dos grupos (Fsc), e valores de permutacao dentro das populagdes (Fst).

Estruturagcao das populagoes

Através do programa Arlequin versao 2.000 (Schneider et al., 2000)
foram obtidos os valores do numero efetivo de migrantes (Nm) e os valores do
indice de fixacdo (Fst) para avaliar a estruturacdo das populagdes de Sa.

aurescens. Neste processo, foram realizadas 3.000 permutagdes paramétricas
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entre os haplétipos das populacdes. Estes indices (Nm e Fst) sdo associados

pela seguinte relagdo Fst=1/2 Nm + 1.

Isolamento por distancia

O isolamento por distancia foi testado através do método desenvolvido
por Mantel (1967) e implementado no programa IBDWS - /solation by Distance
web service, versao 3.16 (ibdws.sdsu.edu/). Este método realiza uma analise
de correlagéo entre matrizes de similaridade genética e matrizes de distancia
geografica. Para isto, a distdncia genética (similaridade) foi obtida pelo
programa Arlequin versao 2.000 (Schneider et al., 2000) e as distancias
geograficas entre as populacbes foram obtidas através do programa

computacional Google Earth 5.0.

Analises dos haplétipos

Foi inferida a genealogia entre os hapldtipos por meio da construgao de
uma rede de haplétipos com o emprego do programa TCS versao 1.21
(Clement et al., 2000). Este programa estima a relagdo entre haplétipos com
base no método de parcimbnia, agrupando-os a partir das mutagdes obtidas
em suas sequUéncias. O tamanho das elipses € proporcional ao numero de
individuos encontrados em cada haplétipo. Os circulos menores, que ligam os
haplotipos identificados, correspondem aos haplétipos ndao amostrados

(missing haplotypes) e classificados como intermediarios.

117



Também foi construido um dendrograma de haplétipos baseado em
ferramentas disponiveis no programa Mega, versao 3.1 (Kumar et al., 2004).
Este dendrograma foi baseado no método de Neighbor-Joining, seguindo o
modelo de distancia genética de Tamura-Nei, com o emprego de 1.000
réplicas. Foi incluido como grupo externo (outgroup) as sequéncias
haplotipicas do gene COIl de Sabethes cyaneus (GenBank # GU908121). Um
segundo dendrograma de haplétipos em fungédo dos pontos de amostragem foi
construido baseado no coeficiente de distancia de Bray-Curtis (Krebs, 1989)

utilizando o programa Past 3.0.

Selec¢ao do habitat para oviposi¢cao de Sabethes aurescens em resposta a

presenca de larvas coespecificas e heteroespecificas

Area de estudo

Este estudo foi desenvolvido em um bambual composto por Bambusa
tuldoides Munro, 1868 e que apresentava, aproximadamente, 40m? de area e
estava localizado na borda da mata (27°31'56,56" S e 48°30'44,68" O), na
entrada da Unidade de Conservacdo Ambiental Desterro (UC), llha de Santa
Catarina, Florianopolis-SC (Figura 1 e 3). A area da UC é composta por floresta
ombrofila densa, em diferentes estadios de regeneragao (Bonnet & Queiroz,

2006).
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Figura 3. A: Vista geral da mata da Unidade de Conservagdo Ambiental Desterro
(UC). B: Em detalhe, o bambual onde o presente estudo foi realizado.

Procedimentos para a obtencgao das larvas

As larvas de Sa. aurescens, Wy. limai, e Toxorhynchites spp. utilizadas
no presente estudo foram obtidas através da metodologia de perfuragcdo de
internédios de bambu descrita por Marcondes & Mafra (2006). Assim, foram
perfurados 250 internédios de bambus, e apés um periodo de 30 dias, estes
foram cortados e seu conteudo aquatico levado ao Laboratério de Entomologia
Médica e Veterinaria da Universidade Federal de Santa Catarina em frascos
plasticos (Figura 2).

No laboratério, as larvas foram separadas em pequenos potes plasticos
com capacidade de 20ml e criadas na prépria agua dos bambus em

temperatura ambiente até o quarto estadio de desenvolvimento. As larvas de
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Toxorhynchites spp. foram alimentadas em intervalos de trés dias com larvas
de Ae. albopictus (Skuse, 1894) provenientes da col6nia mantida no proéprio
laboratorio. Quando as larvas das trés espécies atingiam o quarto estadio de
desenvolvimento, eram transferidas para frascos plasticos contendo apenas
agua destilada e mantidas em camaras climatizadas (B.O.D.) em temperaturas
de 16 £ 0,5°C para que o tempo do seu desenvolvimento fosse retardado.

As larvas de Sa. aurescens e Wy. limai tiveram sua confirmacgao
especifica com base nos caracteres descritos em Forattini et al. (1960),
Harbach (1991), e Forattini (2002). Os exemplares de Toxorhynchites spp.
foram identificados como género com base nos caracteres descritos em Lane
(1953). Para que as larvas pudessem ser identificadas vivas, as mesmas foram
transferidas para uma placa de Petri com uma fina lamina de agua e
posteriormente colocadas em um freezer -20°C por um periodo de
aproximadamente cinco minutos para que diminuissem sua atividade e
movimentagdo. Apos este procedimento, as mesmas eram identificadas com o
auxilio de um microscopio estereoscopico e, imediatamente, devolvidas aos
potes plasticos de criagao.

Dois exemplares de cada taxa utilizado no presente estudo foram
fixados em laminas permanentes de acordo com o descrito por Dodge (1966) e,
posteriormente, depositados na Colegdo Entomoldgica do Laboratorio de
Entomologia Médica da Universidade Federal de Santa Catarina e na Colec&o
de Entomologia Pe. Jesus Santiago Moure do Departamento de Zoologia da

Universidade Federal do Parana.
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Procedimentos de campo e desenho experimental

O desenho experimental do estudo foi composto por cinco tratamentos
com seis réplicas cada. O primeiro tratamento foi composto por uma larva de
Sa. aurescens e agua destilada, o segundo foi composto por cinco larvas de
Sa. aurescens e agua destilada, o terceiro tratamento foi formado por uma
larva de WYy. limai e agua destilada, o quarto tratamento foi realizado a partir de
uma larva de Toxorhynchites spp. € agua destilada, e o quinto tratamento foi
composto apenas por agua destilada (controle). Foram utilizados 150 ml de
agua destilada por réplica, sendo que as larvas eram colocadas em contato
com a agua destilada com antecedéncia de 24 horas da sua insergdo nos
internédios de bambus em campo.

Foram selecionados 30 bambus, todos localizados na regido periférica
do bambual, sendo, entdo, utilizado no estudo um internddio por planta. Todos
os internddios selecionados apresentavam tamanho semelhante (40cm de
comprimento) e estavam localizados a uma altura de 1,5m do solo
aproximadamente. Os interndédios  selecionados foram  escolhidos
aleatoriamente, por sorteio, para receber uma réplica de cada tratamento
(Figura 3B).

Foram realizadas duas perfuracbes, com auxilio de uma furadeira
elétrica, em cada internédio. A primeira perfuracdo apresentava 2cm de
diametro e estava localizada a 5 cm abaixo da margem (entrend) superior do
internédio. Esta perfuracdo foi utilizada para a colocacdo e retirada dos

componentes de cada tratamento (larvas e agua), a qual permanecia
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temporariamente fechada através do emprego de uma fita isolante para evitar a
evaporacgao do conteudo.

A segunda perfuracdo apresentava 0,5cm de didmetro e estava
localizada a 10 cm abaixo da margem (entrend) superior do internoédio (Figura
4-A). Esta perfuragdo, por sua vez, ficava permanentemente aberta para
permitir que as fémeas adultas de Sa. aurescens pudessem realizar a
oviposig¢ao no interior dos internédios (Figura 4-B).

Para inserir o material contendo as larvas e a agua destilada através da
perfuracdo maior foi utilizado um funil plastico, sendo que apds um intervalo de
trés dias o material era substituido por um de igual composi¢ao para evitar que
as larvas utilizadas se transformassem em pupas ou morressem. Este material
era retirado com o emprego de um sifao plastico de sucg¢do com duas
mangueiras plasticas (Muller et al., 2010). O experimento teve duragao de trinta
dias (entre 03 de maio e 01 de junho de 2011), e todo o material retirado dos
internédios a cada trés dias era levado ao laboratorio e acondicionado em
frascos plasticos por um periodo de até 20 dias para que as larvas que
eclodissem a partir de ovos postos por fémeas de Sa. aurescens fossem

identificadas e quantificadas (Figura 4-C e D).
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Figura 4. A: Perfuragdes realizadas nos internddios de
bambu. B: Perfuragdo maior tapada com fita adesiva.
C: Potes plasticos utilizados para o transporte e
acondicionamento do material colocado e retirado dos
internddios de bambu. D: Retirada do material dos
internédios de bambu com o emprego de um sifao de
sucgao.

Analises estatisticas

Os dados obtidos no presente estudo tiveram sua normalidade e a
homogeneidade determinadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (Lilliefors) e
Levene, respectivamente. Para testar a diferengca do numero médio de larvas
de Sa. aurescens obtidos em cada tratamento utilizou-se Analise de Variéncia

(ANOVA), um fator, seguida do teste de Tukey (Zar, 1996). Todos os testes
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estatisticos foram realizados através do programa estatistico STATISTICA,

versao 7.0.

Identificagao de compostos quimicos volateis presentes na agua dos

internodios de bambu

Obtencao das amostras

As cinco combinagdes de tratamentos utilizadas anteriormente para a
analise de oviposicao de Sa. aurescens em campo foram utilizadas para que o
seu conteudo aquatico fosse analisado. Para isso, estes tratamentos foram
inseridos em cinco internddios de bambus de plantas localizadas na Unidade
de Conservagcdao Ambiental Desterro (Figura 3). Apos trés dias, o conteudo
aquatico de cada interndédio foi retirado e este, armazenado em garrafas de
vidro com capacidade para 300 ml para serem levados ao laboratério para as

analises.

Analise quimica das amostras

Preparacao das amostras (Pré-analise)

As amostras refrigeradas com gelo no interior de caixas de isopor foram
levadas para o Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR) e armazenadas
em geladeira a 5° C. Posteriormente, as amostras foram filtradas com papel

filtro do tipo Faixa Preta.
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Procedimentos para a analise das amostras

Uma aliquota de 20mL de cada amostra foi inserida no vaso de purga do
concentrador tipo purge-and-trap Tekmar 3.100 (Teledyne Tekmar, EUA)
contendo uma coluna de retencéo de analitos (trap) VOCARB 4.000 constituido
de mistura dos adsorventes comerciais Carbopak C, Carbopak B, Carboxen
1.000 e Carboxen 1.001.

Pela amostra, mantida a 45°C, foi passado um fluxo de gas Hélio (He)
durante 45 minutos. Esse gas arrasta os componentes volateis da amostra que
sao retidos na coluna de retengao frap, a qual foi mantida a 30°C. Apds o
tempo de purga, o trap foi aquecido rapidamente a 260°C para provocar a
adesorcao de todos os compostos volateis retidos. Posteriormente, o gas de
arraste do sistema de cromatografia acoplado ao detector de massas (CG-EM)
foi direcionado para passar através do frap no sentido contrario ao da fase de
purga. Estes compostos foram direcionados para o injetor do sistema CG-EM,
separados em coluna capilar e detectados pelo espectrometro de massas
(Bellar et al., 1974).

O sistema GC-MS utilizado foi o cromatégrafo gasoso Varian CP-3.800
acoplado ao detector de massas Saturn 2000 tipo ion trap com ionizagao por
impacto de elétrons operando a 70eV. Uma coluna cromatografica capilar CP-
Sil-8 CB low bleed (Varian) de 30m x 0,25mm x 0,25um (comprimento Xx
diametro x espessura do filme) foi utilizada, com a seguinte programagao de
temperatura: inicio em 30°C e mantida por cinco minutos, aumentada até 80° C
a 10°C/minuto, aumentada até 200°C a 4°C/minuto, aumentada até 260°C a

10°C/minuto, e mantida por um minuto. Um padrdo interno constituido de
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acetato de n-butila correspondente a 50ng/mL (50ppb) foi utilizado para
monitorar a eficiéncia da transferéncia e detecgdo de substéncias organicas
volateis presentes em pequena concentragdo em uma fase aquosa (Bellar et

al., 1974).

Identificagao-tentativa dos compostos quimicos das amostras

Inicialmente uma analise denominada de “branco analitico” foi realizada
utilizando agua ultra pura grau CLAE para detecgao dos picos cromatograficos
oriundos de compostos liberados pelos adsorbentes do trap e pela coluna
cromatografica, normalmente sililados, além de cloroférmio e tolueno que séo
contaminagdes comuns devido a serem utilizados como padrées em outras
analises de rotina. Todos estes picos de “contaminantes” foram descontados
(ou desconsiderados) nos cromatogramas das amostras, baseando-se na
coincidéncia dos tempos de retencéo e de seus espectros de massas.

A presenga de picos cromatograficos de diferentes tempos de retengao
nas amostras foi identificada, sendo que suas identidades foram atribuidas

tentativamente por comparacédo com a biblioteca de espectros da NIST 2005.
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RESULTADOS

Relagoes genéticas do gene COIl do DNA mitocondrial de populacées de

Sabethes aurescens

As analises do gene COIl evidenciaram, na amplificacdo, fragmentos
correspondentes a, aproximadamente, 700 pares de bases (pb) nos 67
individuos das cinco populagdes de Sa. aurescens estudadas (Figura 5). Estes
fragmentos foram sequenciados e 597pb foram selecionados para o
alinhamento das sequéncias, sendo que, destes, 15 sitios foram polimorficos,
com 12 deles informativos para a parcimdnia. A composicdo média de
nucleotideos observada nas populacdes foi de 41,66% para Adenina, 14,88%
para Citosina, 15,41% para Guanina, e 28,05% para Timina.

Nas cinco populagcdes analisadas foram encontrados 16 haplétipos. O
haplétipo mais abundante foi o H1 (37,31%), sendo este encontrado em todas
as populagdes. O haplétipo H6 foi o segundo mais abundante (23,88%), sendo
sua ocorréncia observada, com excecao da populagao do Bairro Pantanal, em
todas as populagdes. O haplétipo H8, o terceiro mais abundante no estudo
(14,92%), no entanto, foi observado apenas no Bairro Pantanal (PA). Os
haplétipos H11 (5,97%), H2 (2,98%), e H16 (2,98%) ocorreram exclusivamente
nas populagdes de Santo Amaro da Imperatriz (SA), do Parque da Lagoa do
Peri (LP), e da Unidade de Conservacdo Ambiental Desterro (UC),
respectivamente. Os outros 11 hapldtipos referiram-se a haplétipos do tipo

singletons, ou seja, haplétipos que foram identificados exclusivamente em um

127



individuo estudado (Tabela I). As posi¢cdes variaveis observadas nos 16
haplétipos identificados foram registradas (Tabela II).

Com base no método da parciménia, foi gerada uma rede de haplétipos.
O haplétipo H6, representado por um retangulo, é provavelmente o haplétipo
ancestral entre os individuos estudados, sendo sua presencga registrada com
maior frequéncia na area continental de Santo Amaro da Imperatriz (SA)

(Figura 6; Tabela I).

M N LP ML PA UC SA

700 pb

Figura 5. Visualizagdo em gel de agarose 1% dos produtos de
PCR do gene citocromo ¢ oxidase | dos espécimes de Sabethes
aurescens provenientes das populagdes de: LP: Parque Lagoa do
Peri, ML: Morro da Lagoa da Conceigao, PA: Bairro Pantanal, UC:
Unidade de Conservacdo Ambiental Desterro, e SA: Santo Amaro
da Imperatriz. M: marcador de massa molecular ladder, e N:
controle negativo.
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Tabela 1. Distribuicdo haplotipica da frequéncia absoluta das cinco populagdes de
Sabethes aurescens capturadas em diferentes fragmentos de Mata Atlantica na regido
metropolitana de Florianépolis, Santa Catarina, Brasil.

Populagoes de Sabethes aurescens

Haplétipos LP ML PA uc SA Total
H1 7 3 5 1 25
H2 - - - -
H3
H4
H5
H6
H7
H8 - - 10 - -
H9 - - 1 - -
H10 - - 1 - -
H11 - - - - 4
H12 - - - 1
H13 - - - 1
H14 - - - 1 -
1
2
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1 - 2 10 14

_ A A A a N o
1

1

1

1

1
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o =N

H15 - - -
H16 - - -

1
N = =2 A

Total 16 8 15 13 15 67

LP: Parque Lagoa do Peri, ML: Morro da Lagoa da Concei¢ado, PA: Bairro Pantanal,
UC: Unidade de Conservagcao Ambiental Desterro, e SA: Santo Amaro da Imperatriz.

Tabela Il. Sitios variaveis observados nos 16 haplotipos do gene COIl de Sabethes
aurescens capturadas em diferentes fragmentos de Mata Atlantica na regido
metropolitana de Florianépolis, Santa Catarina, Brasil.

Posi¢oes das mudancgas nucleotidicas

Haplétipos 18 | 19 | 20 47 | 70 | 110 | 245 | 286 | 350 | 485 | 563
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Hapk

Figura 6. Rede de haplétipos do gene COIl observada para as amostras de
Sabethes aurescens capturadas em diferentes fragmentos de Mata Atlantica na
regido metropolitana de Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.

Considerando a similaridade (coeficiente de similaridade de Bray-Curtis)
do numero e frequéncia de haplotipos observados nas populagdes estudadas,
observou-se que as populagcdes do Parque da Lagoa do Peri (LP) e do Morro
da Lagoa da Concei¢cdo (ML) apresentaram a maior similaridade (70%). A
populacdo de Santo Amaro da Imperatriz (SA) apresentou a menor similaridade
em relacdo as demais populagdes, com apenas 15% de semelhanga no que se

refere a presenga ou a auséncia dos haplétipos (Figura 7).
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Figura 7. Analise de similaridade (Bray-Curtis) com base na composigéo
haplotipica para as populacdes de Sabethes aurescens capturadas em diferentes
fragmentos de Mata Atlantica na regido metropolitana de Floriandpolis, Santa
Catarina, Brasil. LP: Parque Lagoa do Peri, ML: Morro da Lagoa da Conceigao, PA:
Bairro Pantanal, UC: Unidade de Conservacdo Ambiental Desterro, e SA: Santo
Amaro da Imperatriz.

A diversidade haplotipica (Hd) para a populagao de Sa. aurescens, como
um todo, foi de 0,799 enquanto que a diversidade nucleotidica (Pi) foi de
0,00339. O numero médio de diferengas nucleotidicas (K) foi de 2,022.
Considerando as populagdes separadamente, a originada a partir da Unidade
de Conservagdo Ambiental Desterro (UC) apresentou os maiores valores de
diversidade haplotipica e nucleotidica. A populagao originada a partir do Morro
da Lagoa da Concei¢ao (ML) apresentou os menores valores de diversidade

haplotipica e nucleotidica (Tabela IlI).
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Tabela Ill. Diversidade genética calculada para as cinco populagdes de Sabethes
aurescens capturadas em diferentes fragmentos de Mata Atlantica na regiao
metropolitana de Florianépolis, Santa Catarina, Brasil.

Populagao N NH Hd Pi
Parque Lagoa do Peri 16 7 0,692 0,00426
Morro da Lagoa da Conceigao 8 2 0,250 0,00042
Bairro Pantanal 15 4 0,543 0,00268
Unidade de Conservagdo Ambiental Desterro 13 7 0,846 0,00442
Santo Amaro da Imperatriz 15 3 0,514 0,00093
Total 67 16 0,799 0,00339

N: numero de individuos; NH: numero de haplétipos encontrados; Hd: diversidade
haplotipica; Pi: diversidade nucleotidica.

Os valores dos testes de neutralidade D de Tajima, D* e F* de Fu & Li, e
Fs de Fu, foram aplicados a todas as populagbées em conjunto e também
separadamente, sendo que n&o apresentaram valores significativos (p>0,05).
Isso indica que o polimorfismo genético esta de acordo com o modelo neutro

de mutacdes (Tabela IV).

Tabela IV. Resultados dos testes de neutralidade das populagcdes de Sabethes
aurescens capturadas em diferentes fragmentos de Mata Atlantica na regido
metropolitana de Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil. Todos os valores foram nao
significativos (p> 0,05).

Populacao D de Tajima D*de Fu&Li F*de Fu&Li Fs de Fu

LP -0,88138 -0,18886 -0,43707 -1,002
ML -1,05482 -1,12639 -1,20353 -0,182
PA -0,46531 -0,01484 -0,15497 0,743
uc -0,60437 0,50976 0,32309 -1,465
SA -0,26826 -0,47619 -0,48083 -0,248
Total -0,60437 0,09389 -0,36227 -6,989

LP= Parque Lagoa do Peri, ML= Morro da Lagoa da Concei¢do, PA= Bairro Pantanal,

UC= Unidade de Conservagdo Ambiental Desterro, e SA= Santo Amaro da Imperatriz.
A analise de variancia molecular (AMOVA) foi empregada para detectar

a variagao genética dentro e entre as populagbes de Sa. aurescens estudadas,

0 que revelou que a maioria das variagbes genéticas ocorreram dentro das
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populagdes (84,54%) (Fst= 0,154; p< 0,05) (Tabela V). Quando as populagdes
da UC, ML e PA foram consideradas como uma unica populacéo, devido sua
proximidade geografica na llha de Santa Catarina, a analise de variancia
molecular (AMOVA) também demonstrou uma variacdo genética superior
ocorrendo dentro das populagdes (91,42%) (Fst= 0,085; p<0,05) (Tabela VI).

Tabela V. Anadlise de variancia molecular (AMOVA) das populagbes de Sabethes

aurescens capturadas em diferentes fragmentos de Mata Atlantica na regiao
metropolitana de Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.

Tipo de Variagéao GL cv Variagdo (%) Indice de Fixagdo p
Entre os grupos 4 0,226 15,46 Fs= 0,155 <10°
Dentro das populagcbes 62 1,240 84,54

Total 66 1,467

GL.: graus de liberdade; CV: componentes de variagao; p: significancia

Tabela VI. Analise de varidncia molecular (AMOVA) das populagdes de Sabethes
aurescens, capturadas em diferentes fragmentos de Mata Atlantica na regiao
metropolitana de Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil. As popula¢des da Unidade de
Conservagédo Ambiental Desterro, do Morro da Lagoa, e do Bairro Pantanal foram
consideradas como uma unica populagao.

Tipo de Variagao GL cCvV Variagdo (%) Indice de Fixagdo p
Entre os grupos 2 0,126 8,58 Fs= 0,086 <10°
Dentro das populacbes 64 1,345 91,42

Total 66 1,467

GL.: graus de liberdade; CV: componentes de variagao; p: significancia

A diferenciacdo genética entre as cinco populagdes estudadas foi
analisada utilizando os valores par-a-par da distancia genética (Fst) e também
pelo numero efetivo de migrantes (Nm). Os valores significativos de Fst
demonstraram, principalmente, um padrdao com uma baixa distancia genética
entre as populagdes de UC e ML (Fst= 0,008) e padrbes com uma alta
distancia genética alta, como a registrada para SA e ML (Fst= 0,601). Entre a

populagcdo UC e ML foi observada um valor de 59,935 migrantes por geragao
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(Nm) e entre a SA e ML, uma valor de apenas 0,331 migrantes por geragao

(Nm) (Tabela VII).

Tabela VII. Valores da distancia genética Fst par-a-par (acima da diagonal) e niumero
efetivo de migrantes (Nm) (abaixo da diagonal) em cinco populagdes de Sabethes
aurescens de diferentes fragmentos de Mata Atlantica na regido metropolitana de
Florianopolis, Santa Catarina, Brasil. LP: Parque Lagoa do Peri, ML: Morro da Lagoa
da Conceicao, PA: Bairro Pantanal, UC: Unidade de Conservacdo Ambiental Desterro,
e SA: Santo Amaro da Imperatriz. Valores marcados com (*) apresentam significancia
(p<0,05).

LP ML PA SA uc
LP -0,014 0,177* 0,167* 0,045
ML inf 0,422* 0,601* 0,008*
PA 2,322 0,682 0,366* 0,186*
SA 2,491 0,331 0,865 0,190*
uc inf 59,953 2,175 2,127

A relagao entre a distancia geografica e distancia genética das cinco
populacdes estudadas foi estimada pelo teste de Mantel, revelando um valor
nao significativo (r= 0,307; p= 0,756) (Figura 8). Considerando as populagdes
de UC, ML e PA como uma unica populacdo, o valor da relagdo entre a
distancia geografica e genética também foi néo significativo (r= 0,66; p= 0,812)

(Figura 9).
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Figura 8. Grafico de regressdo de Mantel para as cinco populacdes de
Sabethes aurescens com a utilizagdo do Fst par a par.
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Figura 9. Grafico de regressdo de Mantel para trés populagdes de
Sabethes aurescens com a utilizacdo do Fst par a par. Populagdes da
Unidade de Conservagao Ambiental Desterro (UC), Morro da Lagoa da
Concei¢cao (ML), e Bairro Pantanal (PA) foram consideradas como
apenas uma unica populagao.
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Também foi construido um dendrograma baseado no meétodo de

agrupamento de vizinhos (Neighbor-Joining) para demonstrar a relagéo

genética existente entre os 16 haplotipos encontrados. Para tanto, a regido

homologa do gene COIl de Sa. cyaneus foi

utilizada como grupo externo

(outgroup). Este dendrograma nao apresentou agrupamentos evidentes dos

haplétipos, pois apresentou baixos valores de bootstrap nos ramos (Figura 10).
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Figura 10. Dendrograma dos 16 haplétipos de Sabethes aurescens
utilizando o método de Neighbor-Joining (modelo de distancia genética de
Tamura-Nei), com inclusdo de Sabethes cyaneus (GenBank # GU908121)

como grupo externo. Os valores de bootstrap encontram-se nos ramos.
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Selec¢ao do habitat para oviposi¢cao de Sabethes aurescens em resposta a

presenca de larvas coespecificas e heteroespecificas

Foram observadas 84 larvas de Sa. aurescens em internédios de bambu
controle, 14 larvas em internddios contendo uma larva de Toxorhynchites spp.,
81 larvas em internddios contendo uma larva de WYy. limai, 178 larvas em
internddios contendo apenas uma larva de Sa. aurescens, e 86 larvas em
internddios contendo cinco larvas de Sa. aurescens. Assim, ao longo de 30
dias em que os internddios ficaram expostos em campo, foram observados, em
meédia, 14,77 larvas dessa espécie por internddio de bambu.

Os diferentes tratamentos apresentaram diferengas significativas em
relagdo ao numero médio de larvas provenientes de oviposi¢cdes de fémeas de
Sa. aurescens (F= 22,24; d.f.= 4; p<0,05). Os internddios de bambus contendo
uma larva de Sa. aurescens como tratamento apresentaram médias de larvas
dessa mesma espécie superiores a todos os outros tratamentos (teste de
Tukey p< 0,05), indicando uma preferéncia de fémeas gravidas de Sa.
aurescens em ovipositar em internddios que apresentem uma baixa
densidades de larvas coespecificas. Internédios que tinham como tratamento
uma larva de Toxorhynchites spp., espécie predadora de outras larvas,
apresentaram médias significativamente menores do que todos os outros
tratamentos (teste de Tukey p< 0,05). Os demais tratamentos nao
apresentaram diferengas significativas em relacédo ao numero de larvas de Sa.

aurescens obtidas (teste de Tukey p> 0,05) (Figura 11).
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Figura 11. Abundancia média de larvas de Sabethes aurescens obtidas
em internédios de bambus com diferentes tratamentos. SA: Sabethes
aurescens; WL: Wyeomyia limai; TO: Toxorhynchites spp. Os pontos
indicam a média e as barras verticais indicam o intervalo de confianga de
95%.

Analise de compostos quimicos presentes nos internédios de bambus

As amostras contendo agua proveniente do interior dos internodios de
bambus dos diferentes tipos de tratamentos foram analisadas pela técnica de
purga e armadilha acoplada a cromatografia a gas (GC-PT). Dessa forma, o
material proveniente de internédios controle, ou seja, naqueles que receberam
apenas agua destilada, foram identificados dois compostos quimicos, o éter
metil tert-amilico (2-metoxi-2-metilbutano) e o alcool isoamilico (3-metil-1-
butanol) (Figura 12).

O conteudo aquatico proveniente de internddios que continham uma

larva de Sa. aurescens apresentou apenas um composto quimico, o dissulfeto
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de dimetila ((metil dissulfanil)metano) (Figura 13). Ja no material obtido a partir
de internddios e bambus que apresentavam como tratamento cinco larvas de
Sa. aurescens, foram identificados dois compostos, o dissulfeto de dimetila

((metil dissulfanil)metano) e metil etil cetona (2-butanona) (Figura 14).
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COMPOSTO 1-1r=10,7 min
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Figura 12. Cromatograma representativo com identificacbes de compostos
guimicos volateis obtidos a partir de internédios de bambus com o tratamento:
controle.
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7
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o]
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Figura 13. Cromatograma representativo com identificacbes de compostos
quimicos volateis obtidos a partir de internédios de bambus com o tratamento:
uma larva de Sabethes aurescens.
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Figura 14. Cromatograma representativo com identificagdes de compostos quimicos
volateis obtidos a partir de internddios de bambus com o tratamento: cinco larvas de
Sabethes aurescens.

O conteudo aquatico obtido a partir de internédios de bambus contendo
uma larva de Wy. limai apresentaram, também, dois compostos quimicos, o
metil etil cetona (2-butanona) e o 1,3,6-octatrieno ((3-E,6-E)-1,3,6-octatrieno)
(Figura 15). Ja o material proveniente de internédios contendo uma larva de
Toxorhynchites spp. foi observada a presenga do composto 1,3,6-octatrieno
((3-E,6-E)-1,3,6-octatrieno) (Figura 16).

As estruturas dos cinco compostos observados nos diferentes
tratamentos larvarios nos internédios de bambus estdo representadas na figura

17.
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Figura 15. Cromatograma representativo com identificagbes de compostos
quimicos volateis obtidos a partir de internddios de bambus com o tratamento: uma

larva de Wyeomyia limai.
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Figura 16. Cromatograma representativo com identificagdes de compostos quimicos
volateis obtidos a partir de internédios de bambus com o tratamento: uma larva de

Toxorhynchites spp.
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Figura 17. Representacao das estruturas quimicas dos compostos obtidos junto
aos diferentes tratamentos realizados em internédios de bambus da Mata Atlantica.
A: éter metil tert-amilico (2-metdxi-2-metilbutano). B: alcool isoamilico (3-metil-1-
butanol). C: dissulfeto de dimetila ((metil dissulfanil) metano). D: metil etil cetona (2-
butanona). E: 1,3,6-octatrieno ((3-E,6-E)-1,3,6-octatrieno).
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DISCUSSAO

No presente estudo, a composicdo das bases da sequéncia parcial do
gene COIl apresentou um maior percentual de A e T, e seguiu o padrédo
registrado para o DNA mitocondrial dos Insecta (Simon et al., 1994). Cook et al.
(2005) também observaram um maior percentual de bases A e T em estudos
realizados com esse tipo de marcador molecular em espécies do género
Aedes.

A populagao continental de Santo Amaro da Imperatriz (SA) apresentou
uma predominancia de individuos de Sa. aurescens com o haplétipo H6, sendo
este considerado, através do método de agrupamento de vizinhos (Neighbor-
Joining), o hapldtipo ancestral. Ja nas quatro populagdes insulares (LP, ML,
PA, e UC), o haplétipo H6 apresentou uma baixa ocorréncia, sendo que o H1
foi o haplétipo mais abundante. Segundo Crandall & Templeton (1993), um
haplétipo que apresente elevadas frequéncias e abundéncias em uma area
pode ser considerado o mais antigo a se estabelecer.

A presencga de 11 haplétipos unicos (singletons) nas quatro populagdes
insulares de Sa. aurescens (LP, ML, PA, e UC) pode estar relacionada com
mutagdes recentes que tenham se fixado, e que nao foram dispersas através
das fronteiras dos locais estudados (Crandall & Templeton, 1993). Sabethes
aurescens, assim como outras espécies deste género, apresenta
comportamento silvestre, habitando exclusivamente areas de matas (Dorvillé,
1996; Zequi & Lopes, 2001). Desta forma, com a intensa fragmentacéo das

areas de mata na llha de Santa Catarina devido ao processo de urbanizacao
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(Caruso, 1990), é possivel que as populagbes ou individuos desta espécie
tenham sua mobilidade e disperséao limitadas.

Considerando a similaridade (coeficiente de Bray-Curtis) das cinco
populagdes estudadas quanto a presenca ou auséncia haplotipica, foi possivel
observar que a populagao continental SA apresentou a menor similaridade com
as demais (15% de similaridade). Esta baixa similaridade pode estar associada
a existéncia de barreiras geograficas consistentes entre estas populagdes,
como a existéncia de uma extensa faixa de agua que separa a area continental
da llha de Santa Catarina. A presenca de barreiras geograficas formadas por
extensas areas de agua que separam as ilhas foi apontada como fator
determinante nas diferengas haplotipicas registradas para Apis mellifera
Linnaeus, 1758 nas llhas Canarias (Rua et al., 2001).

Os valores da diversidade haplotipica (Hd= 0,799) e da diversidade
nucleotidica (Pi= 0,00339) observadas para a populagdo de Sa. aurescens,
como um todo, foram menores do que aqueles observados para Ae. scapularis
Rondani, 1848 capturados em fragmentos florestais localizados em meio ao
centro urbano e na regido rural de da cidade de Sao Paulo-SP (Hd= 0,867 e
Pi= 0,006) (Devicari, 2010). Para as populacdes de Ae. aegypti capturadas em
cidades proximas ao municipio de Manaus-AM, também foram registrados
valores superiores de Hd= 0,740 e de Pi= 0,006 (Scarpassa et al., 2008).

Quando analisadas separadamente, as populacdes provenientes de
matas inseridas em areas legalmente protegidas como a do Parque Municipal
da Lagoa do Peri (LP) e a da Unidade de Conservagdo Ambiental Desterro
(UC) apresentam maiores valores de diversidade haplotipica e nucleotidica do

que aquelas populagdes provenientes de fragmentos florestais menores e
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inseridos no meio de areas urbanas muito populosas como o fragmento do
Morro da Lagoa (ML). Segundo Grant & Bowen (1998), padrbes de baixa
diversidade genética como o observado na populagdo ML, podem indicar
recente gargalo de garrafa ou evento fundador com uma ou poucas linhagens
mitocondriais.

Os testes de neutralidade realizados para as populacbes de Sa.
aurescens nao foram significativos (p<0,05), o que sugere que o polimorfismo
detectado nas mesmas esta de acordo com o modelo neutro. Assim, indicam
que as populagdes desse mosquito ndo se encontram em expansao, apesar da
presenga de haplétipos raros (Unicos) em algumas areas de coleta (Kimura,
1968; Tajima, 1989; Fu, 1997). Scarpassa et al. (2008) observaram em
algumas populacbes urbanas de Ae. aegypti valores significativos para os
testes de neutralidade, o que indicou que os polimorfismos moleculares nao
poderiam ser explicados pelo modelo neutro.

Através da anadlise de variancia molecular (AMOVA), onde as
populag¢des analisadas foram consideradas como um unico grupo, foi possivel
observar que a maioria das variacbes ocorreu dentro das populacdes. Este
resultado sugere que as populagdes de Sa. aurescens dos fragmentos
florestais da regido metropolitana da cidade de Florianépolis ndo se encontram
geneticamente estruturadas. Provavelmente, estes resultados da AMOVA
foram fortemente influenciados pela elevada homogeneidade genética
observada entre as populag¢des do ML e UC (Fst= 0,008 e Nm= 59,953).

A auséncia de estruturagdo genética observada nas populagdes pode
ser consequéncia da existéncia de conexdes entre os fragmentos florestais

onde estas estavam inseridas, permitindo um constante fluxo génico. As
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populagcdes ML e UC, por exemplo, foram capturadas em areas proximas
(apenas 10km de distancia) e que estavam ligadas por corredores de mata
formados por florestas ainda preservadas no topo dos morros da llha de Santa
Catarina. Outra explicagao para este padrdo poderia ser, pela proximidade dos
pontos de coleta, que a metodologia utilizada n&o apresente poder
discriminatério suficiente para analisar as diferengcas populacionais de Sa.
aurescens (Muller et al., 2010).

Segundo Wright (1978), os valores de Fst podem ser classificados como
tendo: baixa divergéncia genética (Fst= 0 - 0,05), moderada divergéncia
genética (Fst= 0,05 - 0,15), elevada divergéncia genética (Fst= 0,15 - 0,25), e
divergéncia genética muito elevada (Fst> 0,25). Desta forma, o valor de Fst
obtido entre ML e UC (0,008), indica uma baixa divergéncia genética entre
estas. Os valores de Fst obtidos entre LP e PA (0,177), entre LP e SA (0,167),
entre PA e UC (0,186), e entre SA e UC (0,190) indicam que estas populag¢des
apresentam uma elevada divergéncia genética. Ja os resultados de Fst obtidos
entre ML e PA (0,422), entre ML e SA (0,601), e entre PA e SA (0,366)
remetem a uma divergéncia genética muito elevada.

O teste de Mantel para indicar a correlagédo entre a distancia geografica
com a distancia genética nao foi significativo, o que indica que o fluxo génico
nao depende da distancia geografica. Scarpassa et al. (2008) observaram uma
elevada correlagdo entre as distancias genética e geografica para as
populagdes de Ae. aegypti de cidades da regiao amazodnica. Ja Bosio et al.
(2005), para a mesma espécie, mas através do gene mitocondrial ND4,
observaram na Taildndia que as populagdes ndo estavam geneticamente

isoladas devido a distancia geografica.
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O dendrograma das populagbes de Sa. aurescens (Figura 10) néao
indicou a formagédo de agrupamentos evidentes. Este resultado sugere que as
populagcdes de Sa. aurescens estudadas podem estar separadas por um
periodo de tempo insuficiente para que fossem suportadas a formacgao de
grupos ou linhagens evidentes de haplétipos (Moritz et al., 1987; Scarpassa &
Conn, 2006).

Em relagéo a selegcéo do habitat (internédio de bambu) para a oviposigao
de Sa. aurescens, foi possivel observar um direcionamento dessa atividade de
acordo com a presenga e abundancia de larvas coespecificas e
heteroespecificas. Em criadouros fitotelmatas foram observadas que varias
especies direcionam sua oviposicdo em busca de condi¢cdes propicias para o
desenvolvimento de sua prole. Isso foi registrado para Ae. triseriatus (Say,
1823) em ocos de arvores (Edgerly et al., 1998), para Wy. smithii Coquillett,
1901 em plantas carnivoras que acumulam agua em suas flores (Hoekman et
al., 2007), e para Ae. albopictus (Skuse, 1894) em bromélias (Lounibos et al.,
2003).

Segundo Lozovei (1998), que estudou a comunidade de culicideos que
se desenvolvem no interior de internédios de bambus perfurados lateralmente
em areas de mata do estado do Parana, o sucesso do desenvolvimento das
larvas que habitam esse tipo de criadouro esta diretamente associado a
possibilidade destas sofrerem pouca influéncia de competicido por recursos e
espaco, e de predacao.

Dos cinco diferentes tipos de tratamentos dispostos em campo para a
oviposicao de fémeas de Sa. aurescens, tratamentos que continham uma larva

desta espécie apresentaram quantidades significativamente superiores de
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oviposicoes. Cabe destacar que internédios que continham larvas de Sa.
aurescens em quantidades maiores (cinco larvas), diferentemente daqueles
com apenas uma larva, nao atrairam as oviposi¢cdes das fémeas adultas. Isso
indica que a densidade populacional coespecifica pode ser um fator relevante
para a escolha do criadouro por parte dessa espécie.

Baixas densidades de larvas em um criadouro podem indicar que este
apresenta recursos disponiveis para o desenvolvimento de uma futura prole, e
que esta n&o sofrera com uma elevada pressao competitiva. Segundo Agnew
et al. (2000), altas densidades de larvas coespecificas em um mesmo criadouro
podem influenciar negativamente no desempenho desses individuos na fase
adulta. Eles observaram que larvas de Cx. pipiens quinquefasciatus Say, 1823
que se desenvolviam em criadouros com elevada densidade de larvas dessa
mesma especie empupavam mais tarde, e originavam adultos menores quando
comparadas com larvas que se desenvolviam em criadouros livres de
competicdo ou com baixas densidades de larvas.

Também foi possivel observar que as fémeas de Sa. aurescens evitam
ovipositar em internddios de bambus que apresentem larvas predadoras de
Toxorhynchites spp. desenvolvendo-se no conteudo aquatico. No Brasil, em
internodios de bambus perfurados lateralmente foram registradas trés espécies
de Toxorhynchites, Tx. bambusicola (Lutz & Neiva, 1913), Tx. pusillus (Costa
Lima, 1931), e Tx. theobaldi (Dyar & Knab, 1906), sendo que todas podem se
alimentar de outras larvas de Culicidae, além de larvas de Chironimidae e
Sirphydae que habitam no seu criadouro (Kovac & Streit, 1996; Lozovei, 1998;

Collins & Blackwell, 2000; Lozovei, 2001; Zequi & Lopes, 2001; Mdaller, 2008).
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Segundo Lozovei (2001), a predacdo € o principal fator regulatorio das
populagdes de culicideos que se desenvolvem em internddios de bambus.

Assim, este comportamento em que as fémeas gravidas evitam colocar
seus ovos em criadouros que contenham predadores ja foi registrado para
outras espécies de culicideos, como para Culiseta longiareolata (Macquart,
1838), que se desenvolve em pogas d’agua de carater temporario e € predada
por um hemiptero aquatico da espécie Notonecta maculata Fabricius, 1794
(Arav & Blaustein, 2006; Silberbush & Blaustein, 2011).

O comportamento de predacdo afeta negativamente as presas de duas
formas, a primeira seria pela morte destas através do ato predatorio, e a
segunda seria pela diminuicdo da capacidade de sobreviver e se reproduzir
(fitness) das presas que atingem a fase adulta devido a mudanga de
comportamento que estas realizaram para evitar a predagao durante o seu
desenvolvimento. Esse comportamento anti-predatoério, pode levar as larvas de
Culicidae a se desenvolverem mais rapidamente, ou mudarem seu
comportamento de forrageamento, o que implica na emergéncia de adultos
com tamanho corporal menor e com menor capacidade reprodutiva (Stav et al.,
1999; Juliano & Gravel, 2002; Kesavaraju & Juliano, 2004; Alto et al., 2005).

Para detectar as condi¢gdes do potencial criadouro para sua prole, as
fémeas de Culicidae gravidas detectam sinais quimicos que fornecem as
informagdes sobre este criadouro. No presente estudo, foram detectados cinco
compostos quimicos a partir do conteudo aquatico dos internddios de bambus
que continham uma e cinco larvas de Sa. aurescens, uma larva de
Toxorhynchites spp., uma larva de Wy. limai, e internédios controle (sem a

presenga de larvas).
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Em internédios controle, ou seja, que continham apenas agua no seu
interior foram detectados o éter metil tert-amilico (2-metodxi-2-metilbutano) e o
alcool isoamilico (3-metil-1-butanol). Em internédios com uma larva de Sa.
aurescens foi detectado o dissulfeto de dimetila ((metil dissulfanil) metano). Em
internédios com cinco larvas de Sa. aurescens foram observados o dissulfeto
de dimetila ((metil dissulfanil)metano) e o metil etil cetona (2-butanona). Em
internédios com uma larva de Wy. limai foi detectado o metil etil cetona (2-
butanona) e o 1,3,6-octatrieno ((3-E,6-E)-1,3,6-octatrieno), e em internodios
que apresentavam uma larva de Toxorhynchites spp. foi observado o 1,3,6-
octatrieno ((3-E,6-E)-1,3,6-octatrieno). Segundo Bentley & Day (1989) e Serpa
et al. (2008) esses compostos quimicos presentes na agua em que as larvas
estdo se desenvolvendo se originam a partir dos produtos excretados ou
liberados através de seus processos metabdlicos.

Apesar do presente estudo nao ter realizado uma analise quantitativa
dos compostos quimicos nos diferentes tipos de internédios com seus
conteudos, é possivel destacar o composto dissulfeto de dimetila ((metil
dissulfanil) metano), que foi encontrado em internédios com tratamentos (com
uma larva de Sa. aurescens) que atrairam significativamente as oviposi¢cdes
das fémeas de Sa. aurescens. Esse composto, dessa forma, pode apresentar
um potencial como atrativo para as oviposi¢des dessa espécie. O dissulfeto de
dimetila € um composto volatil que é encontrado no mel produzido por abelhas
que forrageiam em flores de eucalipto (Maria & Moreira, 2003) e, em
associagao com o sangue, faz com que fémeas adultas de Culicidae sejam

atraidas até o hospedeiro vertebrado que o produz (Allan et al., 2005). Esse
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composto também foi responsavel por atrair fémeas de Ae. albopictus para a
oviposicao (Trexler et al., 2003).

Ja o 1,3,6-octatrieno ((3-E,6-E)-1,3,6-octatrieno), encontrado em
internédios que continham larvas predadoras de Toxorhynchites spp., € que
repeliram as oviposicdes das fémeas de Sa. aurescens, pode apresentar um
potencial como composto repelente para as oviposicdes dessa espécie. Para
Toxorhynchites spp. nao existem estudos que descrevam os compostos
quimicos emitidos por suas larvas. Além disso, o 3,6-octatrieno ((3-E,6-E)-
1,3,6-octatrieno) nunca foi registrado como um dos compostos quimicos
produzidos pelos Culicidae. Registros de compostos quimicos produzidos por
larvas de mosquitos classificadas como semioquimicos foram obtidos a partir
de espécies com importancia médica comprovada, como o Ae. aegypti, An.
gambiae, e Cx. quinquefasciatus (Bentley & Day, 1989; Navarro-Silva et al.,
2009).

Apesar de estes compostos terem sido obtidos a partir de combinacdes
(lavas + agua) que atrairam e repeliram as oviposi¢coes de Sa. aurescens, é
necessario que mais testes sejam realizados para comprovar a aficacia dos
mesmos como semioquimicos. Além disso, € necessario estabelecer quais
concentracdes das substancias tém acéo efetiva sobre o comportamento das

fémeas desta espécie.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir das analises realizadas com o gene COlI
nas cinco populagbes de Sabethes aurescens de fragmentos florestais da

regidao metropolitana de Floriandpolis-SC permitem as seguintes conclusdes:

1. Foram observados 16 haplétipos nas populacdes estudadas, sendo que a
populagao continental de Santo Amaro da Imperatriz (SA) foi caracterizada
como a mais distinta no que se refere a presenca ou auséncia dos
diferentes hapldtipos.

2. Areas de mata legalmente protegidas e, conseqiientemente, mais
preservadas, como o Parque Municipal da Lagoa do Peri (LP) e a Unidade
de Conservacao Ambiental Desterro (UC), apresentaram populagbes desta
espécie com maiores indices de diversidade genética.

3. As populagdes estudadas ndo se encontram em expansao nos fragmentos
florestais analisados, sendo que, apesar do processo de fragmentagcéo do
seu habitat, algumas populagdes ainda apresentam uma homogeneidade
genética.

4. O fluxo génico entre as populagbes n&o esta correlacionado com a

distancia geografica entre elas.
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Os resultados obtidos a partir dos testes de preferéncias de locais de

oviposicao de Sabethes aurescens, e das analises dos compostos quimicos

presentes nestes, permitem que sejam elaboradas as seguintes conclusoes:

1.

As fémeas sado atraidas para ovipositar em internédios de bambus que
apresentem baixas densidades de larvas coespecificas, e evitam ovipositar
em locais que apresentem larvas predadoras de Toxorhynchites spp.

O composto quimico dissulfeto de dimetila ((metil dissulfanil) metano)
apresentou um potencial como atrativo, e o 1,3,6-octatrieno ((3-E,6-E)-
1,3,6-octatrieno) apresentou um potencial como repelente para as

oviposicoes de Sa. aurescens nos internddios de bambus.
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