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sensilas tricodeas (T) esparsas. Eletromicrografia ao microscopio eletronico de varredura.
Material recoberto com ouro. X 5.150..........ccooiiiiiiiiiiieeeeee e 105
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RESUMO GERAL

O proposito desse trabalho € caracterizar temporalmente as diversas etapas comportamentais
consideradas na literatura especializada sob o topico “atividade”. Para tanto foram realizados estudos
de campo e laboratorio com Anopheles cruzii para investigar os padrdes temporais na espécie. No
campo, caracterizou-se a atividade de vdo de acordo com o nimero de mosquitos atraidos por uma
fonte luminosa artificial colocada dentro de uma armadilha de Shannon. No laboratorio, foram
realizadas observagOes de etapas ligadas a reprodugio e ao desenvolvimento pos-embrionario desse
anofelineo. Os mosquitos foram capturados em Floresta Atlantica na encosta da Serra do Marumbi,
seis quilometros ao norte da cidade de Morretes, Parana. Na etapa de campo foram efetuadas coletas
durante 48 noites, entre outubro de 1995 e janeiro de 1996, com registro simultdneo das condigdes
climaticas e de iluminagdo. A armadilha era instalada uma hora antes do crepusculo vespertino € os
mosquitos capturados a cada duas horas até o amanhecer, durante trés noites consecutivas para cada
fase da lua em quatro ciclos lunares. Um total de 3.105 espécimes de Anopheles cruzii foram
coletados, sendo 2.953 (95,10%) fémeas e 152 (4,89%) machos. Foi evidenciado padrio ritmico da
atividade de voo com dois picos. O pico. principal ocorreu entre uma e trés horas apds o crepusculo
vespertino e manteve em todas as observagdes uma relagdo de fase fixa com o anoitecer. O segundo
pico ocorreu antes do amanhecer. Estas relagdes de fase indicam o ciclo claro escuro como o principal
sincronizador do ritmo de atividade/repouso. Um modelo estatistico foi desenvolvido para a analise
dos dados. Observou-se que as fases da lua podem influenciar o ritmo de atividade de Anopheles
cruzii, sendo que a lua crescente provoca um aumento da amplitude. A influéncia da temperatura nio
depende da fase lunar e tem relagio com o ciclo claro/escuro. A chuva interfere na atividade de vdo
desse anofelineo, levando a um aumento de atividade em aproximadamente 97%. Discute-se a hipotese
da presenga de um sistema multioscilatorio no controle do ritmo de atividade e também a possibilidade
de as variaveis ambientais estarem atuando como “zeitgeber” ou agentes moduladores do ritmo.
Quanto as observagdes em laboratorio, foram feitas com: fémeas provenientes do mesmo local dos
estudos de campo. As observagdes foram conduzidas sob fotoperiodo natural e temperatura de 25
+ 0,7°C. Processos de postura, de ecdise do terceiro para quarto instar larval, de pupagdo e de
emergéncia de adultos foram observados por inspegdo visual, em intervalos de tempo definidos,
durante trés dias consecutivos, exceto as emergéncias, que foram observadas durante quatro dias.
Um total de 79 fémeas foi dividido em dois grupos; as fémeas do primeiro foram alimentadas com

sangue pela manhd e aquelas do segundo, a tarde. Destas fémeas, 36 realizaram posturas num
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total de 1063 ovos, dos quais eclodiram 667 (62,75%). Parte das fémeas (50%) efetuou posturas
parceladas. A observacdo continua do processo possibilitou medir a durago das diversas fases do
desenvolvimento de Anopheles cruzii. Da postura até a emergéncia de adultos o tempo médio foi
de 30,71 (s = 3,57) dias, sendo o primeiro e quarto instares larvais os mais longos. Os resultados
organizados em séries temporais foram analisados pela estatistica circular. As posturas mostraram
um ritmo circadiano com um pico noturno as 23:24h (s = 3:47h), ou seja, 2 a 5 horas apods o
anoitecer. A analise revelou também que o horario das hematofagias ndo interfere no. ritmo ou no
momento de postura. A ecdise do terceiro para quarto instar larval, a pupagéo e a emergéncia dos
adultos ndo seguiram um padrdo ritmico. Apesar destas arritmicidades, discute-se a possibilidade
de haver um processo ritmico na sintese e liberagdo de hormonios nas etapas envolvidas. Algumas
hipoteses sdo elaboradas sobre a possivel fungdo do sistema oscilatorio no controle da atividade
locomotora das larvas e dos adultos. Imagens de microscopia eletronica de varredura revelaram a
presenca de estruturas sensoriais mecanoceptoras do tipo campaniforme e tricdide nas pernas dos
mosquitos. Sdo provavelmente evidéncias morfologicas que corroboram a hipotese de que a
chuva e/ou as mudangas atmosféricas que antecedem atuam como moduladores do ritmo de
atividade de voo e de emergéncia do adulto. Como o pico de postura de Anopheles cruzii esta
associado a atividade de vdo, isto sugere que num pico de atividade podem estar incluidos

individuos desenvolvendo atividades diferentes.



ABSTRACT

Field and laboratory studies have been performed to investigate the temporal
organization of Anopheles cruzii. In the field, flight activity was inferred from the number of
mosquitoes collected in a Shannon trap equiped with a light source. At the laboratory,
observations were made on the reproductive and post-embryonic stages. The mosquitoes were
captured in the Atlantic Rainforest, at the hillside of Serra do Marumbi, 6 km to the north of
Morretes, Parana. Collections have been done during 48 nights, from October 1995 to January
1996, and the climatic variables and levels of luminosity were recorded. The trap was set one hour
before sunset and the mosquitoes collected every 2 hours until dawn, during three consecutive
nights. The procedure was repeated for each moon phase during four lunar cycles. A total of 3105
Anopheles cruzii specimens have been collected, 2953 (95.10%) females and 152 (4.89%) males.
A bimodal circadian rhythm of activity was evinced. The main peak was observed to occur 1 to 3
hours after the evening crepuscle and the phase-relation with sunset was constant along the
observations. The secondary peak happened before the sunrise. These phase-relations pointed out
the light/dark cycle as the main synchronizer of the rest/activity rhythm. A statistic model was
developed to analyse the data. The moon phases were shown to influence the activity rthythm of
Anopheles cruzii and the waxing moon to cause an increase of amplitude. The influence of the
temperature is independent from the moon phase but keeps a relationship with the light-dark
cycle. Rains also affect flight activity, increasing the activity up to 97% approximately. The
hypothesis of the activity rhythm to be under the control of a multi-oscillatory system is discussed
and equally the possibilities of environmental variables to be acting as “zeitgebers” or masking
agents. As for laboratory observations, they were carried out using females coming from the same
locality as the field work. Observations were made under natural photoperiod and temperature 25
+ 0.7°C. Egg-laying, the ecdysis from the 3 to the 4" larval instars, pupation and adult
emergence were visually inspected at regular intervals, during three consecutive days, with the
exception of emergence which was observed during four days. An assemblage of 79 females was
divided into two groups; the first group was blood-fed in the morning and the second in the
afternoon. Thirty-six of these females layed a total of 1063 eggs and 667 (62.75%) of them
ecloded. Some females presented oviposition fragmented in episodes. A precise measurement of
the developmental stages of Anopheles cruzii was made possible by the continuous observation of
the process. From egg-laying until imago emergence, the average duration was 30.71 days (s =

3.57 days), being the 1" and the 4" larval instars the longest in the development. The results were



organized as temporal series and analysed by circular statistics tests. Egg-laying showed a
circadian thythm with a peak at 23:24h (s = 3:47h), that is around 2 to 5 hours after sunset. The
analysis also showed that blood-meal time does not interfere with egg-laying time or rhythm. The
analysis also showed that blood-meal time does not interfere with egg-laying time or rhythm. The
3" to 4" larval instar ecdysis, pupation and adult emergence did not follow a rhythmic pattern.
Even though these arrhythmic patterns were observed, the possibilities of a undelying rhythm of
synthesis and hormone secretion is discussed. Some hypotheses on the possible function of an
oscillatory system on the control of locomotory activity of larvae and adults are also discussed.
Campaniform and mechanoreceptor-like sensillac were observed at the scanning electron
microscope and probably are morphological evidences to support the hypothesis that the rain
and/or the atmospheric changes that go with it act as modulators of the flight rhythm and of the
emergence of the imago. As the egg-laying peak of Anopheles cruzii is associated with flight

activity it is possible that an activity peak might include individuals performing different activities.
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PREFACIO

Anopheles cruzii (Diptera, Culicidae) tem despertado o interesse de pesquisadores
preocupados com problemas relacionados ao papel de vetor do agente causador da malaria
humana e simiana em algumas areas do litoral dos Estados de S3o Paulo, Paran4, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul. Dos iniimeros trabalhos que constam na literatura, alguns apontam evidéncias da
presenga de ntmicidade circadiana na atividlade de v6o e em processos de reprodugio e
desenvolvimento desse anofelineo.

Visando verificar a hipotese de que Amopheles cruzii apresenta diferentes padrdes
temporais durante os estagios adulto e imaturo, o presente estudo foi realizado em duas etapas,
uma no campo e outra no laboratorio. Essas etapas dividem o trabalho em dois capitulos que se
complementam em sua esséncia.

O capitulo 1 intitulado “Atividade de V6o e Ciclos Ambientais”, trata dos estudos de
campo onde os padrdes de atividade foram verificados, baseando-se no nimero de mosquitos
atraidos por uma fonte luminosa artificial dentro de uma armadilha de Shannon. Foi estudada
nesse capitulo a influéncia de fatores externos como os ciclos ambientais de temperatura, umidade
relativa do ar, precipitagdo pluviométrica e intensidade luminosa da lua sobre os padrdes de
atividade observados. A discussdo baseou-se na caracterizagdo dessas influéncias de acordo com
critérios cronobioldgicos, como “zeitgeber” ou como mascaramento. A influéncia de fatores
intrinsecos foi mencionada, tendo em vista algumas evidéncias no presente estudo e relagdes com
trabalhos publicados por diferentes autores.

Com o titulo “Ritmos de Postura e de Eventos do Desenvolvimento P6s-Embrionario”, o
capitulo 2 trata da caracterizagio temporal da postura, das ecdises larvais, da pupagdo e da
emergéncia dos adultos. Nesse capitulo todas as etapas do desenvolvimento foram monitoradas
para identificar quais delas seguiam ou n3o um padrgo ritmico. Além disto, devido a observagdo
continua, foi possivel medir a duragdo das fases de desenvolvimento da espécie. Sdo discutidas
evidéncias sobre processos ritmicos associados a processos arritmicos e discutiu-se também as
possiveis hipoteses do funcionamento do sistema oscilatorio desse anofelineo, no controle da
atividade das larvas e dos adultos.

Além do resumo geral, cada capitulo ¢ precedido por um resumo, que aparece antes da
introdug@o.

Um glossario com termos, sobretudo de cronobiologia, foi elaborado para facilitar a

leitura do presente estudo.

Xviii



Como os dois capitulos se complementam, foi preparado um item denominado
“Consideragdes Finais” que consta de uma sinopse de assuntos relevantes aos dois capitulos,
inclusive de sugestdes para estudos futuros.

Apesar do trabalho ser apresentado em duas partes, é apresentada uma unica lista
contendo todas as referéncias bibliograficas.

No final do trabalho consta um conjunto de apéndices, que incluem dados detalhados,
provenientes das capturas em campo e de observagdes em laboratério. S3o dados que serviram de

base para as analises descritivas e estatisticas dos resultados.
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GLOSSARIO

As fontes de consulta na elaboragio desse glossario foram: SAUNDERS (1982) e
MARQUES & MENNA-BARRETO (1997).

Acrofase: medida de tempo transcorrido entre um instante (fase) de referéncia e a fase na qual ¢
maior a probabilidade de ser encontrado o valor mais elevado de uma variavel, a partir da curva
senoidal ajustada aos dados. Expressa-se em unidades de tempo (horas, minutos, segundos etc.),
angulo ou episodio fisioloégico (niimero de batimentos cardiacos, por exemplo). A referéncia pode
ser arbitraria, como a hora zero do dia de inicio do estudo, externa, como o inicio da fase clara de
um ciclo claro/escuro, ou ainda interna, como a acrofase de um outro ritmo biolégico com a
mesma freqiiéncia no mesmo organismo. No presente estudo € considerado como acrofase o
intervalo em que ocorre o pico de ocorréncia da espécie.

Agente mascarador: evento que modifica a expressdo de um ritmo bioldgico, aumentando

(mascaramento positivo) ou diminuindo -(mascaramento negativo) essa expressio. Ver
mascaramento.

Agente sincronizador: ver “zeitgeber”.

Amplitude: valor da diferenga entre os valores maximo (ou minimo) e médio (Mesor) da curva
ajustada de um ritmo biologico qualquer.. Em ritmos de populagdo freqiientemente também se
referem ao nimero de individuos que emergem ou eclodem através de um determinado “gate”.

Antifase: ocorréncia de dois picos em oposi¢do de fase no mesmo fenémeno.
Agente arrastador: ver “zeitgeber".

Angulo de fase: diferenca temporal entre a fase de um evento e a fase de outro evento (por
exemplo, a diferenga entre o despertar € o amanhecer), podendo ser expressa em unidades de
tempo (horas, minutos etc.) ou em fragdes de periodo (um quarto de ciclo, por exemplo).
Sin6nimo: relagio de fase.

Arrastamento: sincronizagdo (sindnimo). Ajuste temporal de um ritmo por um outro ritmo. Mais
comumente refere-se ao processo de ajuste temporal de organismos a ciclos ambientais (como a
sincroniza¢do do ritmo da temperatura central com o claro/escuro ambientais). Diz-se que um
ritmo estd arrastado/sincronizado quando mantém relagdes de fase estaveis com o ciclo
arrastador/sincronizador.

Arritmico: diz-se do sistema biologico no qual nenhuma oscilagdo . periddica pode ser
demonstrada.

Carater endégeno: carater intrinseco. O reconhecimento do carater endégeno de um ritmo
biolégico implica atribuir sua determinagdo ao proprio sistema biologico no qual esse ritmo €
observado.

Ciclo: intervalo de tempo (periodo) no qual uma seqiéncia de eventos ocorre. O termo ciclo
implica repetigdo dos eventos. Ver ritmo.



Ciclo lunar: a luz da lua € o reflexo da luz do sol que espectralmente ¢ levemente deslocada para
o vermelho. O dia lunar corresponde a 24,8 horas entre duas culmina¢des consecutivas; més lunar
€ 29,53 dias de intervalo entre luas novas.

Circa-ritmo: diz-se genericamente, dos ritmos que mantém relagdes de sincronizagdo por
eventos ambientais recorrentes, como o ciclo noite/dia, das marés, lunar etc.

Circadiano: ritmo com periodo de 24 + 4 h.
Circamaré: ritmo com periodo aproximado de 12:24 (12,4h).
Circalunar: ritmo com periodo aproximado de 29,5 dias.

Condicéo nio-permissiva: condi¢do na qual um ritmo biologico ndo se expressa, ou se expressa
de forma alterada, como o ciclo de atividade/repouso de um roedor noturno mantido sob
iluminagio intensa e constante.

Deviance: ¢ uma medida de discrepancia formada a partir do logaritmo de uma razio de
verossimilhanga. A idéia desse indice € comparar dois modelos, verificando se a adigdo de outras
variaveis independentes melhora significativamente o ajuste.

Deslocamento de fase: deslocamento (adiantamento ou atraso) de fase de um ritmo biologico.

Fase: momento determinado de um ciclo, pode referir-se a uma metade do ciclo, por exemplo, a
fase clara do ciclo claro/escuro, ou a um momento pontual, como o valor maximo de uma
variavel.

Fotoperiodismo: capacidade dos organismos de sincronizar seus ritmos com o ciclo claro/escuro
ambiental, distinguindo dias longos/noites curtas de verdo dos dias curtos/noites longas de
inverno.

Fotoperiodo: tamanho (duragdo) de um ciclo claro/escuro. Refere-se, geralmente, ao ciclo

dia/noite de 24 h, especialmente a propor¢do horas de claro/horas de escuro, por exemplo, ciclo
CE 12:12h.

Freqiiéncia: nimero de vezes em que um fendmeno se repete na unidade de tempo.

“Gate”: intervalo de um ciclo, ditado por um relogio circadiano, através do qual insetos devem
emergir, ovipositar etc. Se um inseto em particular ndo completar sua morfogénese para utilizar
um “gate”, ele devera esperar pelo proximo “gate” 24 horas depois.

Infradiano: ritmo com periodo maior do que 28 horas.

Livre-curso: diz-se da situa¢do na qual s3o eliminadas oscilagdes externas (um laboratdrio sob
iluminagdo constante, 24h/dia) e dos ritmos biologicos observados nessa situagio.



Mascaramento: processo de modificagdo da expressdo de um ritmo biolégico sem a participagio
do relogio biologico. Ver agente mascarador.

Oscilador biolégico: ver relogio bioldgico.
Particio: ver “splitting”

Periodo: duragdo de um evento. Em cronobiologia, utiliza-se para identificar a duracio de um
ciclo.

Relacéo de fase: ver angulo de fase.

Reldgio biologico: estrutura capaz de produzir. oscilagdes regulares que sirvam como
mecanismos temporizadores do organismo, cujo periodo seja relativamente estavel sob diversas
condigdes de temperatura e que seja capaz de sincronizar com ciclos ambientais. Sinénimo:
oscilador biologico.

- Ritmo: qualquer evento que se repete regularmente.

Ritmo circadiano: ver circadiano.

Ritmo endégeno: ver livre-curso.

Ritmo “gated”: ver “gate”.

Série temporal: di-se o nome de série temporal a uma seqiiéncia qualquer de dados em fungdo
do tempo, ou seja, a uma seqiiéncia de dados de uma determinada variavel biologica cujos valores
sejam dependentes do tempo.

Sincronizacio: ver arrastamento.

Sincronizador: ver “zeitgeber”.

“Splitting”: fendmeno que consiste na expressdo- de um mesmo fendmeno em periodicidades
distintas, como por exemplo, a parti¢do da atividade locomotora de hamsters mantidos em livre-
curso por duragio prolongada.

Ultradiano: ritmo com periodo menor do que 20 horas.

“Zeitgeber”: ciclos ambientais que promovem o arrastamento dos ritmos biologicos. Termo

alemdo de uso consagrado; literalmente “doador de tempo” (exemplo, os ciclos ambientais de
claro/escuro e temperatura).
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Capitulo 1

ATIVIDADE DE VOO E CICLOS AMBIENTAIS

“Entre la noche y el dia
Hay un territ6rio indeciso,
No es luz, ni sombra,

Es tiempo.”

(Octavio Paz)



ATIVIDADE DE VOO E CICLOS AMBIENTAIS

Resumo: A atividade de voo de Anopheles cruzii foi analisada de acordo com o numero de
mosquitos atraidos por uma fonte luminosa artificial dentro de uma armadilha de Shannon. Os
mosquitos foram coletados na Floresta Atlantica na encosta da Serra do Marumbi, 6 km ao norte da
cidade de Morretes, Parana. Coletas noturnas foram efetuadas durante 48 noites, entre outubro de
1995 e janeiro de 1996, com registro simultaneo das condi¢des climaticas e de iluminagdo. A
armadilha era instalada uma hora antes do crepusculo vespertino e os mosquitos capturados a cada
duas horas até o amanhecer, durante trés noites consecutivas para cada fase da lua em quatro ciclos
lunares. Um total de 3105 espécimes de Anopheles cruzii foi coletado, sendo 2.953 (95,10%)
femeas e 152 (4,89%) machos. Foi evidenciado padido ritmico de atividade com dois picos. O pico
principal ocorreu entre uma e trés horas apos o crepisculo vespertino e manteve uma relagio fixa
com o anoitecer. O segundo pico deu-se antes do amanhecer Um modelo estatistico foi
desenvolvido para a analise dos dados e observou-se que as fases da lua provocam aumento da
amplitude da atividade de Anopheles cruzii; principalmente na lua crescente. A influéncia da
temperatura nao depende da fase lunar e tem relagao com o ciclo claro/escuro. A chuva interfere na
atividade de voo desse anofelineo, levando a um aumento da atividade em aproximadamente 97%.
Discute-se a hipotese da presenga de um sistema multioscilatorio no controle da atividade e também
as possibilidades das variaveis ambientais estarem atuando como “zeitgeber”™ ou agente modulador
do ritmo.

INTRODUCAO

Anopheles (Kerteszia) cruzii Dyar & Knab, 1909, é considerado vetor primario de
Plasmodium vivax, agente etiologico da malaria humana no litoral dos estados de Sao Paulo,
Paran4, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Outras espécies de plasmodios, como Plasmodinm
simium e o Plasmodium  brasilianum, siao também veiculadas por Anopheles cruzii e sio
responsaveis pela malaria simiana que eventualmente pode atingir o homem (DEANE, 1992;
DEANE er al 1984). No entanto, atualmente ha casos esporadicos de infecgdes humanas
(BRANQUINHO er al 1997, TUBAKI eral. 1993; WANDERLEY, 1985).

Esse anofelineo procria em aguas acumuladas entre os imbricamentos foliares. de
bromeliaceas epifitas e terrestres, ¢ predominantemente silvestre, mas segundo FORATTINI ef al.
(1968, 1993D), também freqiienta o peridomicilio e o domicilio humanos. A acentuada antropofilia
e abundancia desta espécie sao indica¢des de seu envolvimento direto com a veiculagio dos agentes
etiologicos de malaria, fazendo de Anopheles cruzii a espécie mais estudada entre as outras
pertencentes ao subgénero Kerfeszia.

Sdo numerosas as contribuigdes sobre aspectos ecologicos e de comportamento desse
anofelineo. Alguns trabalhos referem-se a estudos de populagdes adultas. como controle de

populagdes de Anopheles cruzii em ARAGAO (1974), CONSOLIM er al. (1979b) e FERREIRA ef



al. (1951); dados sobre a dispersio vertical da espécie em ARAGAO (1968a), DEANE er al. (1984)
e GUIMARAES er al. (1985); avaliages de distancias de voo percorridas podem ser encontradas
nos trabalhos de marcagdo e recaptura de ARAGAOQ (1953), CORREA eral. (1961) e RACHOU ef
al. (1949c¢), aspectos da domiciliagio e peridomiciliagio desse anofelineo em CONSOLIM ef al.
(1979a), FORATTINI et al. (1968), RACHOU ef al. (1949a) e RACHOU & LIMA (1950): dados
da longevidade em LUZ er al. (1977) e relatos da quantidade de sangue ingerido constam em
BORBA ¢ral (1978)

A maior parte dos trabalhos sobre Anopheles cruzii consiste em levantamentos que abordam
uma grande variedade de temas num Unico estudo. como por exemplo, os de ARAGAO (1964),
ARAGAO et al (1973), FORATTINI ef al. (1961, 1978, 1981, 1986a, 1986b, 1989, 1990, 1993a,
1993b), GOMES ef al. (1987), GUIMARAES & ARLE (1984). GUIMARAES & VITORIO
(1986), RACHOU er al. (1949b), e TUBAKI er ol (1993) Alguns deles mostram que a atividade de
voo ndo € uniforme ao longo do dia, mas apresenta picos definidos, ocorrendo em horas
determinadas. Sdo estudos efetuados com isca humana e dessa forma capturam-se (émeas a procura
do hospedeiro para a hematofagia. FORATTINI ¢f . (1986a. 1986b) e TUBAKI ¢f al. (1993)
evidenciaram, na Floresta Atlantica do litoral de Sdo Paulo, um pico de atividade hematofagica
de Anopheles cruzii no crepusculo vespertino e outro pico menor no crepusculo matutino.
ARAGAO (1974), no litoral do Estado do Parana. observou apenas um pico no crepusculo
vespertino.

Alguns autores avaliaram a idade fisiologica de fémeas de Anopheles cruzii coletadas e
concluiram que a maioria eram nuliparas, ou seja, ainda ndo haviam realizado a primeira postura.
LUZ ¢t al. (1979) encontraram um indice de 75,5% de nuliparas no municipio de Paranagua,
litoral do Parana. Numa caracterizagdo das etapas de desenvolvimento dos foliculos ovarianos,
‘segundo classificagio de CHRISTOPHERS (1911) e MER (1936), FORATTINI et a/. (1996)
obtiveram um indice de 77.27% de nuliparas em estagio Il e 17.05% de nuliparas em estagio 1.
O estagio 1l implica em fémeas cujo foliculo apresenta forma oval com granulos de vitelo ao
redor do odcito que podem ocupar posteriormente metade do foliculo. Nessa etapa, o
desenvolvimento ndo se processa sem que a fémea efetue um repasto sangiiineo. Com a presenc;a‘
de nutrientes, o foliculo passa ao estagio 11l a V| que se caracteriza pelo aumento da quantidade
de vitelo e presenga do corion envolvendo todo o dévulo. Neste ponto, o ovulo esta pronto para
ser fecundado e posteriormente, apos a fecundagao. ocorre a postura dos ovos (CHARLWOOD
et al. 1980).

Segundo CHARLWOOD e¢r al. (1980), as mudangas fisioldgicas que se processam na

fémea durante o ciclo gonotrofico tém profundo efeito no seu comportamento e,



consequentemente, nas possibilidades de capturas por métodos diferentes.

Quando as capturas de culicideos sdo efetuadas com auxilio de uma armadilha luminosa
e o coletor ndo interfere na atratividade da fonte, diferentes atividades podem estar envolvidas,
tais como a procura de sitios de postura, atividade dirigida para o acasalamento, entre outras,

além da procura do hospedeiro como se observa na captura com isca humana.
Polimorfismo de Anopheles cruzii

Um fator que pode levar uma espécie a modificar seus padrdes de atividade € a presenga de

inversoes polimorficas em diferentes linhagens de uma espécie considerada complexo. A pressdo de
selegdo exercida por diferentes ambientes podem provocar a fixa¢do de inversdes cromossomicas
que levam a modificag¢oes da atividade. SHINKAWA er al_ (1994) demonstraram uma variabilidade
significativa nos padrdes de atividade circadiana entre linhagens do complexo (Culex pipiens
(Diptera, Culicidae).

Estudos citogenéticos tém evidenciado uma elevada taxa de cromossomos politénicos em
Anopheles cruzii, o que confere a espécie um alto potencial de polimorfismo. Segundo RAMIREZ
& DESSEN (1994) e RAMIREZ ef al. (1994), realmente existe um acentuado grau de polimorfismo
genético, que pode estar relacionado a diversidade de microhabitats explorados por essa espécie.
Além disso, os autores postulam a possibilidade de Anopheles cruzii ser um complexo que pode
eventualmente ser separado em trés espécies, segundo sua localizagdo geografica (RAMIREZ,
1994; DESSEN, 1997 - comunica¢ido pessoal). Diante desta possibilidade, cuidados devem ser

tomados para o estudo de padroes de atividade da espécie, levando em conta a area de coleta.

Aspectos cronobiologicos

Quando se propde o estudo de ritmos de atividade de uma espécie, além das informagdes
sobre estagios fisiologicos e fatores)genéticos, também € necessario entender que existe nos seres
vivos uma organizagdo temporal que se manifesta na forma de ritmos biologicos em processos
fisiologicos € comportamentais. Os ritmos biologicos incluem fendmenos como os ciclos de
divisdo celular, freqiiéncia cardiaca, ciclo sono/vigilia, ciclos reprodutivos, ciclo de atividade e
repouso, entre outros. Segundo MARQUES ¢r al. (1997), pode-se definir ritmo como sendo um
processo que varia periodicamente no tempo. a manifestagao de um fendmeno que se repete com o
mesmo periodo. O periodo €, entdo. o intervalo de tempo em que um ciclo se completa.

Sabe-se hoje (HASTINGS ¢r al., 1991) que a maioria dos seres vivos possui um relogio
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endogeno, capaz de gerar oscilagdes e transmiti-las ao organismo como um todo através de diversas
vias eferentes ou efetores. Este relogio biologico interage com os ciclos externos e desta interagio
resulta a sincronizagdo dos ritmos biologicos. O ciclo ambiental que promove a sincronizacdo de
um ritmo biologico foi denominado por ASCHOFF (1960) de “zeitgeber”, neologismo alemio
que significa “doador de tempo™.

Os ritmos biologicos mais evidentes sdo aqueles que possuem periodicidades iguais aos
ciclos ambientais. Os ritmos circadianos sdo aqueles que possuem periodicidade equivalente ao da
rotagdo da Terra. Os ritmos ndo-circadianos sdo classificados em infradianos, ritmos de baixa
freqiiéncia e consequentemente periodos maiores de 28 horas. e os ultradianos, com ritmos de
freqiiéncia alta e com periodos menores de 20 horas.

Em condigdes constantes de laboratdrio, um organismo pode entrar em livre-curso e passar a
expressar seu ritmo endogeno, aquele gerado pelo seu relogio biologico. Este ritmo possui uma
periodicidade um pouco diferente daquela observada quando sob a influéncia dos ciclos ambientais.
O periodo de um ritmo em livre-curso € representado pela letra grega t (tau). Esses ritmos sdo a
expressdo de “relogios bioldgicos™ e sao denominados de “circa-ritmos”. como os circadianos,
circa-lunares, circa-marés e circanuais.

O ritmo circadiano € o mais estudado. A denomina¢do vem do fato de sua expressdo ser
sempre diferente de 24 horas, variando entre 20-28 horas. quando o organismo esta em livre-curso.
Quando em contato com o ciclo claro/escuro ambiental, ocorre a sincronizagao e entdo a duragdo de
T passa a ser igual a do ciclo ambiental. Também a fase do ritmo enddgeno ajusta-se aquela do
“zeitgeber” e a relacdo de fase assim estabelecida € estavel Segundo PITTENDRIGH (1960), o
sentido de se ter um relogio endogeno auto-sustentado. ao invés de apenas‘ um simples
mecanismo de resposta direta ao ciclo ambiental, esta na necessidade do organismo se preparar
antecipadamente para uma determinada atividade. No entanto, o organismo pode reagir
diretamente a um estimulo ambiental, ndo necessariamente ciclico e sem que o relogio bioldgico
seja envolvido. A este processo chama-se “mascaramento’

Diferentemente dos “zeitglebers”, que afetam o oscilador provocando a sincronizagdo do
relogio biologico, os agentes mascaradores provocam reagao direta dos sistemas efetores. Num
contexto mais amplo, segundo RIETVELD er al. (1993), o mascaramento € uma forma de descrever
um processo que facilita o organismo a responder imediatamente as mudancgas ambientais. Sendo
assim, o padrdo de atividade pode ser modificado por mascaramento positivo, quando aumenta a
atividade, ou negativo, quando a atividade é eliminada ou suprimida. Esses efeitos causados por

mascaramento dependem da forma e intensidade dos estimulos externos bem como da sensibilidade

do organismo ao estimulo (ASCHOI'F, 1960: 1988).



Além do ciclo claro/escuro, outros ciclos ambientais, como o de temperatura, de
pluviosidade ou o ciclo lunar, podem atuar como “zeitgeber™ Lstudos envolvendo SINCTONIZagaon
pelo ciclo lunar sdo particularmente complexos, pois diversos componentes podem estar atuando
sobre o oscilador. Uma possibilidade € o dia lunar, que possui um ciclo de 24.8 horas; outra, 0 més
lunar com um ciclo de 29,53 dias, além dos ciclos de iluminagio pela lua e das vinculagdes com o
ciclo de marés (HASTINGS e¢r af, 1991) Algumas das associagdes possiveis, como indice de
tluminagdo e fase da lua ou fase da lua e marés foram testadas e demonstrado seu papel como
sincronizadores dos ritmos de atividade e oviposi¢do de (Tunio marinus (Chironomidae)
(NEUMANN, 1981). Ha também demonstragdes claras de sua influéncia na atividade de algumas
especies de Culicidae, apesar de, nestes casos, ser dificil definir sua atuagdo como “zeitgeber” ou
como agente mascarador.

As diferentes formas e graus de interagdo dos organismos com as caracteristicas ciclicas de
seu habitat mostram a importancia da adapta¢do temporal, que lhes permite expressar seus
comportamentos e fungdes nas fases em que o ambiente é mais favoravel para esta expressao. Pode-
se, entdo, dizer que os elementos que garantem a uma espécie ser temporalmente adaptada sio seu
sistema temporal endogeno e sua sensibilidade e responsividade a ciclos ambientais e agentes

mascaradores especificos (MARQUES ef al., 1997).
Atividade de Anopheles cruzii e outros culicideos e os ciclos ambientais

Os trabalhos dedicados ao estudo da flutuagao populacional de Anopheles cruzii pouco
mencionam e analisam os ciclos ambientais como possiveis influéncias na atividade dessa
espécie. FORATTINI ef al. (1968) e GUIMARAES & ARLE (1984) apontam para a precipitagio
pluviométrica, temperatura e umidade relativa do ar como fatores ambientais que influenciam a
atividade da espécie. No trabalho de TUBAKI ¢r a/ (1993), foram feitas correlagdes entre a
atividade hematofagica de Anopheles cruzii e as variaveis temperatura e pluviosidade. Em ambos os
casos, as correlagoes foram positivas.

Com relagdo ao dia lunar, constam, por exemplo, os resultados obtidos por
BIDLINGMAYER (1964) com Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus (Wieldermann, 1821) e Aedes
(Ochlerotatus) sollicitans (Walker, 1856) na Florida e CHARLWOOD et al. (1986) com Anopheles
(Cellia) farauti Laveran, 1902, em Papua na Nova Guiné. Ambos os autores observaram maior
atividade desses anofelineos nos horarios em que a lua estava presente. DAVIES (1975) em
Trinidad e BALSEIRO (1981) em Berisso na Argentina, detectaram maior atividade de varias

espécies de Culicidae na primeira metade da noite. O mesmo fendmeno foi observado por
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PANDIAN & CHANDRASHEKARAN (1980) em Nagamalai, na India, em coletas de Aedes
subalbatus [atual Armigeres (Leicesteria) subalhatus Joshi, Pradham & Dassie, 1965] ¢ CHADEE
(1992) em Trinidad em capturas de Anopheles (Kerteszia) bellator Dyar & Knab, 1906. Nos dois
ultimos trabalhos, os autores discutiram ainda sobre a atividade dos mosquitos considerando o més
lunar. O nimero mais elevado de individuos das diferentes espécies foi obtido durante a lua cheia.

A influéncia do més lunar foi também observada por MILLER ef al (1970), que
constataram a abundancia de algumas espécies de Anopheles e (‘nlex coletadas em armadilha
luminosa significativamente relacionada a fase lunar, sobretuda com a lua nova Resultados
semelhantes foram obtidos por RIBBANDS (1946) com Anopheles (Cellia) fimestus Giles, 1900, na
Africa Ocidental e por RUBIO-PALIS (1992) com Anopheles (Nyssorhynchus) mmeztovari
Gabaldon, 1940, na Venezuela. Existem, entretanto, resultados obtidos com outras espécies que
mostram reagdes diferentes aos mesmos ciclos ambientais. NASCI & EDMAN (1981) nio
encontraram nenhuma significancia quanto as fases da lua para a ocorréncia de Culiseta
(Allotheobaldia)y melamra (Coquillett, 1902) nas coletas que realizaram em Massachusetts, E U A
SINGH & MISHRA (1996) também ndo detectaram efeito significativo das fases lunares nas

coletas de Anopheles (Cellia) culicifacies Giles, 1901, na India Central.
Bases cronobiologicas de alguns dados com mosquitos

Muita controvérsia envolve os trabalhos sobre a influéncia do ciclo lunar no ritmo de
atividade/repouso de organismos terrestres. Na maioria dos casos, € impossivel caracterizar as
diferentes variaveis do ciclo e sua possivel forma de agdo como “zeitgeber” ou como agente de
mascaramento (ERKERT, 1974, ASCHOFF_ 1988) NEUMANN (1981) menciona que a adaptagao
ao ciclo lunar ¢ incerta e requer estudos mais detalhados. Os melhores exemplos da agéo do ciclo
lunar como “zeitgeber” sdo vistas para aqueles organismos que tém uma relagdo com o ciclo tidal.
A periodicidade dos picos de ocoréncia € de aproximadamente 124 horas quando associada ao ciclo
tidal, e € comumente observada em certas espécies marinhas. As explica¢des para duplo pico na
ritmicidade lunar baseia-se na presenc¢a de um relogio circadiano com uma expressdo bimodal ou
entdo, na presenca de dois relogios ultradianos com periodo de 12.4 horas. Uma terceira hipotese
aponta para a preseng¢a de dois osciladores independentes com periodo de 24,8 horas em livre-curso
(PALMER 1995, 1997) Os osciladores, nesse caso. tém uma relagdo mutua de interagao
(acoplamento) de 180°, ou seja, mantém-se em antifase e os picos sdo separados por 12,4 horas. A
hipdtese do autor supra citado aponta o controle do ritmo tidal por dois osciladores que sdo os

mesmos que governam os ritmos circadianos. diferentemente de NAYLOR (1996, 1997) que
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postula a existéncia de osciladores independentes para ritmos tidais e dirios.

Além da influéncia de fatores exdgenos, o estado fisiologico do individuo precisa ser
levado em conta quando se estuda ritmos de atividade. Alguns autores como CHIBA &
TOMIOKA (1992), CHIBA et al. (1990), JONES (1981), JONES e al. (1972), JOSHI (1994) e
ROWLAND (1989) constataram que a atividade diaria de algumas espécies de mosquitos
geralmente € caracterizada por um padrio difasico, com dois picos por ciclo. Porém, a forma da
curva € modificada frente aos diferentes estagios reprodutivos das fémeas. Eles demonstraram
em trabalhos de laboratorio que a inseminagdo, alimentagdo e oviposi¢do causam mudangas na
quantidade total de voo diario bem como no padrdo de 24 horas, podendo levar a perda total da
ritmicidade.

A presenga de dois picos €, em geral, reflexo da agdo de dois osciladores que exibem
diferentes periodos em condigdes de livre-curso. Esta diferenga no t dos dois osciladores ¢
freqiientemente detectada quando acontece um fendmeno chamado parti¢do ou “splitting”. Ocorre a
divisdo da banda de atividade de um registro em livre-curso em dois ou mais componentes porque
cada oscilador passa a exibir o seu proprio periodo. Portanto, observam-se dois ou mais ritmos
distintos e ¢ através desse processo que se evidenciam os sistemas multi-oscilatorios
(PITTENDRIGH, 1960).

Um duplo pico num ritmo diario de atividade pode significar a presenga de dois osciladores.
A constituicdo e modo de agdo de um sistema bi-oscilatorio foi modelada e muito bem
fundamentada por PITTENDRIGH & BRUCE (1959) e PITTENDRIGH & DAAN (1976) , que
propuseram a existéncia de dois osciladores mutuamente acoplados, controlando a atividade
locomotora circadiana ao anoitecer “E” (denota “evening) e ao amanhecer “M” (“morning”) de
animais noturnos.

A presenga de dois osciladores controlando a atividade de voo em mosquitos €
interpretada por JONES (1982), PETERSON (1980) e PETERSON & JONES (1979) como um
modelo que consiste de um oscilador labil “E” acoplado a um mais estavel “M”. Tema muito
bem discutido por CLOPTON (1984) em experimentos com o mosquito Culiseta (Culiseta)
incidens (Thomson, 1868) testado em laboratorio sob as condigGes ambientais controladas.

Em vista do que foi exposto, € importante considerar os estudos dos componentes temporais
como pega fundamental para explicar a adaptagdo de uma espécie a um determinado ambiente. O
aspecto temporal esta relacionado com a programagdo do melhor momento para a realizagdo de
determinada atividade. Isso implica no encadeamento de condigdes fisiologicas adequadas que leva
0 organismo a expressar comportamentos e fung¢des como a busca de alimento, sobrevivéncia a

estagdes adversas, migragdes, diapausas, reprodugdo e outros, nos intervalos de tempo mais



convenientes.

Usando o niimero de mosquitos coletados em armadilha luminosa como critério para avaliar

o padrdo de atividade de Anopheles cruzii, este trabalho tem como objetivos:

Avaliar a distribuigdo da atividade de Anopheles cruzii, ao longo da noite, com a finalidade de
verificar a ocorréncia de picos;

Verificar os efeitos do dia lunar e do més lunar sobre a atividade noturna desse anofelineo;
Observar a influéncia das fases da lua sobre os padrdes de atividade e suas interagdes com
diferentes variaveis ambientais temperatura, umidade relativa do ar e precipitagdo
pluviométrica,

Conferir a possibilidade de as variaveis que influenciam a atividade de Anopheles cruzii

estarem atuando como “zeitgeber” ou agente mascarador.



MATERIAL E METODOS
Area de estudo

As coletas foram realizadas na planicie litordnea do Estado do Parana (Figura 1), seis
quildmetros ao norte da cidade de Morretes (latitude 25730 S_ longitude 48°49 W e 10 m altitude) ¢
dots quilometros ao sul do distrito de Porto de Cima.

O local de coleta faz parte da encosta da Serra do Marumbi na Estagdo H do Instituto
Agrondmico do Parana (IAPAR) A Serra do Marumbi, juntamente com outros macigos, formam
blocos altos e baixos que se elevam de 500 a 1000 m sobre o nivel médio do Planalto. E uma regido
de Floresta Atlantica, itermediaria entre o litoral ¢ o Primeiro Planalto e possui denominagao
regional de “serra” (MAACK. 1981).

A composicao fitoecologica € de floresta ombrofila densa que se caracteriza, segundo
VELOSO er al (1991), pela presenga de fanerofitas, lianas lenhosas e epifitas em abundancia. A
caracteristica ambrotérmica esta vinculada aos fatores climaticos tropicais de elevadas temperaturas
(médias de 25°C) e de alta precipitagio pluviométrica, bem distribuida durante o ano (0 a 60 dias

secos), 0 que determina uma situagao com poucas €pocas secas.

Procedimentos nas coletas

O planejamento de protocolos cronobiologicos deve levar em conta as modificagdes das
condigdes fisiologicas e comportamentais que um organismo sofre a medida que o tempo passa,
percorrendo assim uma sequéncia de estados que se repete periodicamente (BENEDITO-SILVA,
1997). Sendo assim, sdo necessarias medidas e observagdes em repetidas vezes, no menor intervalo
de tempo possivel e o numero total de observagdes varia. dependendo do tipo de fendmeno
estudado.

O protocolo de coletas de Anopheles cruzii foi estabelecido apds a analise dos dados
preliminares de capturas efetuadas durante 72 horas consecutivas na referida area.

As coletas noturnas foram realizadas durante os meses de outubro de 1995 a janeiro de
1996, correspondendo a quatro ciclos lunares. Para cada fase do ciclo, coletava-se por trés noites
consecutivas, totalizando 48 noites de coleta. As fases lunares implicam em quatro padrdes
diferentes de variagdo de intensidade luminosa da lua nova, da lua cheia. da quarto-crescente e da

quarto-minguante.



Morretes

Figura 1. (A) Mapa da América do Sul, destacando o Brasil (amarelo) e o Estado do
Parana (verde). (B) Mapa do Estado do Parana, destacando a localiza¢do do
municipio de Morretes.

Devido as mudangas dos horarios dos crepusculos, decorrentes da variagdo natural do
fotoperiodo, foi padronizado o critério de escolha do momento para iniciar as coletas. Esse
procedimento foi necessario para evidenciar a atividade de Anopheles cruzii em intervalos mais
precisos, utilizando sobretudo o crepusculo vespertino como referéncia. Para isso, a armadilha de
Shannon era instalada uma hora antes do crepusculo vespertino e retirada apos o término do
matutino, seguindo-se horarios crepusculares calculados com auxilio do Almanaque Nautico
(1994).

Os anofelineos eram capturados no interior da armadilha, em intervalos de duas horas com
um aspirador manual movido a pilhas. Ao proceder a captura dos mosquitos, anotavam-se dados de
temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) com um termo-higrometro SIGMA. Também nestes
intervalos horarios eram anotadas “in loco” as precipitagdes pluviométricas (mm) com auxilio de
um pluvidmetro e proveta volumétrica padroes. Além disso, um luximetro de marca LUTRON foi

empregado para medir a intensidade luminosa (lux), a fim de conferir os horarios do anoitecer, do
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amanhecer ¢ para auxiliar a manter a constancia da luminosidade nas paredes da armadilha em orno
de 70 lux.

Os anofelineos eram sacrificados para posterior identificacdo, pela exposi¢ao ao cloroformio
e acondicionados em caixinhas de papelio com tampas previamente etiquetadas conforme os
intervalos horarios

Uma planilha foi elaborada contendo, para cada dia de coleta, os horarios dos crepusculos,
da mstalacdo da armadilha, das capturas iniciais e finais. e ainda do nascer e do ocaso da luva. Os
dados sobre nascer e ocaso da lua foram obtidos no Departamento de Astronomia do Instituto

Astrondmico e Geofisico da Universidade de Sdo Paulo (Apéndices | ¢ 2)
Procedimentos em laboratorio

No laboratorio, os mosquitos eram triados, montados em tridangulos e identificados ao
microscopio estereoscopico Wild M-5 Para identificagao l_llili/,al‘zlln—xé as chaves ¢ descrighes de
FORATTINI (1962), PEYTON ¢t al. (1992), ZAVORTINK (1979). WILKERSON & PEYTON
(1991).

Descriciio dos dados

O protocolo do presente estudo foi preparado para obter séries temporais. Os dados
principais, considerados como variavel dependente, correspondem ao numero de Anopheles cruzii
capturados. As variaveis ambientais sdo as variaveis independentes. As analises desses dados foram
feitas a partir de uma planilha geral (Apéndice 3). contendo 336 linhas, que correspondem ao
numero total de capturas realizadas no decorrer do trabalho. Istes dados representam os intervalos

horarios repetidos por trés noites consecutivas. para cada fase do ciclo lunar, durante quatro meses.

Contém ainda os dados locais da temperatura, da umidade relativa do ar.e da pluviosidade.
Anadlises estatisticas
Para compreender melhor a influéncia do intervalo horario, da fase lunar, da temperatura, da

chuva e ainda analisar a dependéncia e as possiveis interagdes entre esses fatores, foi desenvolvido

um modelo estatistico a partir dos dados coletados.



Modelagem

Segundo DOBSON (1983), um modelo matematico pode ser melhor compreendido
quando comparado a recepcao e transmissdo de um sinal, o qual é distorcido por um ruido.

Considerando dados cientificos como medidas compostas de sinais e ruidos, €
imprescindivel que a construgdo de um modelo incorpore esses dois componentes. O sinal é
deterministico e retne os fatores principais de dados. O ruido envolve todas as caracteristicas
ndo explicaveis pelo componente sinal. Um modelo sugere um resumo ou redugdo dos dados
representado pelo sinal, capaz de descrever padrdes, que podem ser utilizados para estudos
similares em outras épocas e locais.

A combinagdo sinal-ruido é probabilistica e pode ser chamada de modelo estatistico. A
modelagem estatistica envolve trés passos importantes: o primeiro € extrair dos dados o maior
numero de informagdes possivel. Isto envolve uma andlise descritiva prévia das variaveis
envolvidas, como por exemplo, calculo de médias, quartis, coeficientes de correlagdo, etc., bem
como representagdes graficas. Tal analise, combinada com os conhecimentos do pesquisador e
com as caracteristicas e propriedades do fendmeno em estudo, permite que se assuma uma
distribuigdo probabilistica que descreva a relagdo entre a variavel dependente e as variaveis
independentes. A primeira etapa da modelagem define uma formula matematica (sinal) que
representa os dados e inclui parametros desconhecidos que devem ser ajustados.

O passo seguinte ¢ estimar valores para os parimetros envolvidos na descrigdo
matematica do sinal. Os dois métodos mais comuns para estimar parametros sio o método da
maxima verossimilhanga e o método dos minimos quadrados. Eles consistem na escolha de
valores numéricos dos pardmetros pela minimizagdo de uma soma de quadrados (método dos
minimos quadrados) ou maximizagdo de uma certa fun¢do dos pardmetros (método da maxima
verossimilhanga) e, se os dados forem normais, as duas solugdes coincidirio numericamente. A
escolha adequada dos pardmetros implica no melhor ajuste da formula aos dados. O terceiro
passo para uma modelagem ¢é fazer inferéncias, ou seja, obter regides de confianga (intervalos
de confianga) para os parametros, avaliar a qualidade do ajuste dos modelos ("goodness of fit") e
finalmente estabelecer e testar hipoteses de interesse.

a) Analise Descritiva
Na analise descritiva deste trabalho foram calculadas médias, medianas, valores minimos,

valores maximos e quartis. Os quartis separam a distribui¢do dos dados ordenados (neste caso

em ordem crescente) em quatro partes iguais. O primeiro quartil, por exemplo, € um namero tal
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que pelo menos ' (25%) das observagdes sdo menores do que este numero. Todas estas
medidas estatisticas foram utilizadas para a verificagdo de assimetrias, tendéncias e para assumir
uma distribui¢io probabilistica.

No presente estudo € improvavel que os dados sejam independentes, uma vez que foram
feitas observagdes repetidas (séries temporais) dentro de cada noite de coleta. Como a
dependéncia deve ser levada em conta na etapa de estimagao dos parametros do modelo, uma
forma de lidar com o tipo de protocolo experimental elaborado for considera-lo como um estudo
longitudinal. Em estudos longitudinais € analisado o comportamento da variavel dependente
(namero de Anopheles cruzii) nas fases da lua. nos intervalos horarios.

O primeiro modelo especificado € uma curva quadratica para o logaritmo das médias de
mosquitos, com parametros diferentes para cada fase da lua. Esse modelo assume que ha
diferenga na trajetoria das contagens de mosquitos em pelo menos uma das fases da lua. A
variavel continua “temperatura” e a variavel binaria “precipitagdo™ (0 = sem precipitagdo, | =
com precipitagdo) foram incluidas no modelo por serem identificadas na literatura como
importantes para explicar a variagdo nas contagens. Utilizou-se um modelo de Poisson para os

dados,

Yii ~ Poisson ()

onde
log (i) =log E(Yii ) =i+ it +vy ¢+ temperatura - ¢ precipitagaoi; (MODELO 1)

sendo “E” o valor esperado (valor médio teorico) da distribui¢do, Y;; denota a observagio na
noite de coleta i =1,..,12, na fase lunar j = 1,2.3 4, no intervalo horario t = .. 7. Neste modelo
os fatores que compdem o sinal sdo multiplicativos e o ruido foi assumido ter distribui¢io de

Poisson. Os simbolos o, B, v, 8. ¢ sdo os pardmetros estimados de acordo com o item seguinte.
b) Estimagdo de Parimetros

A estimagdo foi feita utilizando-se a abordagem na qual os parametros tém uma
distribui¢do de probabilidade. No contexto deste trabalho. uma inferéncia Bayesiana exata nao
foi possivel pelo fato de os dados ndo terem distribuicio Normal, sendo necessario recorrer a
algum tipo de aproximagdo. Quando a distribui¢do dos dados nao é Normal e a relagdo entre a

variavel dependente e as variaveis independentes ndo ¢ linear (i.e ndo pode ser representada por



uma reta), surgem dificuldades na aplicagio direta dos métodos de estimagdo dos parametros.
McCULLAGH & NELDER (1989) unificaram a metodologia de estimagdo para esses casos,
porém, a aplicagdo exige que os dados sejam assumidos como variaveis independentes.

Aqui foram utilizados métodos de simulag¢do para obter aproximagdes a partir de uma
amostra da distribui¢do de probabilidade dos parametros. Foi calculada uma média amostral e
obtido um intervalo de confianca de 95% para testar a significincia de cada parametro
(verificando se o intervalo ndo inclui o valor zero).

No caso das observagdes perdidas, devido a falhas do equipamento de coleta, foram
geradas amostras de suas distribuigdes, que resultou em um pardmetro automaticamente

simulado. As simulagdes foram geradas no programa “BUGS™ (SPIEGELHALTER e/ al, 1995).
c) Inferéncias

A significancia do fator “fase da lua” foi testada, comparando o modelo 1 com um
modelo que ajusta uma (nica curva quadratica para todas as fases lunares. Assim. foram
estabelecidas e testadas as hipoteses:

Ho : ndo ha influéncia do fator “fase da lua” sobre a atividade de Anopheles cruzii

H, - ha influéncia do fator “fase da lua™ sobre a atividade de Anopheles cruzii,
O modelo desenvolvido para comparar com o modelo | for:
) 2 . o .
log (L) =+ t+yt" +8 temperaturas 4 ¢ precipitacio, (MODELO 2
S 4 i i

Para saber se a influéncia da temperatura depende da fase da lua, foi testada a interacdo
entre o fator “fase da lua” e a variavel “lemperatura”. comparando-se o modelo | com um
modelo que ajusta um efeito (coeliciente) de temperatura para cada fase lunar. Neste caso, as
hipoteses testadas foram:

Hy - ndo ha interagao entre “fase da lua™ e temperatura.

H; : ha interagao entre “fase da lua™ e temperatura.
O modelo utilizado para comparar com o modelo 1 foi

log (1 ) = o + Bt + v, ¢+ Oj temperaturaiy + ¢ precipitagiog (MODELO 3)



A homogeneidade nos dados ao longo dos intervalos horarios foi testada comparando-se
o modelo 1, que descreve curvas, com um modelo que descreve uma reta para cada fase. Assim,
foram testadas as hipoteses:
H, : ndo ha picos ao longo dos intervalos horarios de coleta.

H, : ha picos ao longo dos intervalos horarios de coleta.
Essas hipoteses foram testadas comparando-se o modelo 1 com o seguinte modelo:
log (1t ) = o + & temperatura + ¢ precipitagdo (MODELO 4)

Para testar as hipoteses, foi utilizada uma medida de discrepancia formada a partir do
logaritmo de uma razdo de verossimilhanga, chamada “deviance” (McCULLAGH & NELDER,
1989). A idéia desse indice é comparar dois modelos, verificando se a adigdo de outras variaveis
independentes melhora significativamente o ajuste. Quanto menor o “deviance”, melhor o ajuste
e esse valor pode ser comparado com o percentil (valor tabelado) de uma distribuigdo qui-

quadrado. Para dados com distribuig¢do de Poisson a fungdo “deviance” € dada por

2Zi 2 [ywlog(i)- i -log (yi )]

O namero de graus de liberdade da distribui¢do qui-quadrado foi dado pvéla diferenga
entre o numero de parimetros dos modelos comparados. No modelo 1, tem-se um total de 14
pardmetros (3 parametros por fase lunar, descrevendo a curva quadratica e os coeficientes de
temperatura e precipitagdo = 3x4 + 2). No modelo 2, existem 5 parametros (3 descrevendo a
curva quadratica e os coeficientes de temperatura e precipitagdo = 3 + 2). No modelo 3, ha um
total de 17 pardmetros (3 pardmetros por fase lunar da curva quadratica, os coeficientes de
temperatura por fase lunar e precipitagdo = 3x4 + 4 + 1). No modelo 4, o niimero total de
pardmetros € 6 (uma reta horizontal por fase lunar e os coeficientes de temperatura e precipitag@o

= 4+2).
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RESULTADOS

Primeiramente sdo evidenciados os resultados das analises exploratorias e figuras que
resumem o conjunto dos dados obt‘idos de modo a fornecer o maximo de informagdes possivel
do sistema estudado. Em seguida, sdo apresentados os passos para a selegdo do melhor modelo, e
que levaram a estimativa dos parametros e interpretagdo desse modelo, segundo as hipdteses
estabelecidas. Os horarios de captura constam no Apéndice 1 e 2, e ndo estdo incluidos nas
tabelas e figuras porque variam conforme as modificagdes naturais dos horarios dos crepusculos.
Sdo utilizados algarismos de 1 a 7 para denotar os sete intervalos horarios de coleta do
anofelineo em estudo, sendo que cada intervalo era de duas horas e o intervalo 1 sempre continha
o crepusculo vespertino. Quanto ao crepusculo matutino, sua localizagdo nos intervalos variou ao

longo dos meses, de acordo com a variagido do fotoperiodo (Apéndice 2).
Analise descritiva

Os estudos prévios, mostraram maior freqiiéncia de ocorréncia de Anopheles cruzii na
fase escura do dia (Apéndice 4). Estes dados permitiram elaborar o protocolo de coletas para 48
noites, que foi empregado para o estudo do padrdo de atividade do mosquito no campo.

Nos quatro meses de estudo, um total de 3.105 individuos de Anopheles cruzii foram
coletados, sendo 2.953 (95,10%) fémeas e 152 (4,89%) machos. Os machos diminuiram a
medida que a noite avangava (Tabela I). A ocorréncia de fémeas foi consistentemente maior e a

distribuigdo mostra um padrido bimodal (Figura 2).

Tabela I. Fémeas, machos e nimero total de Anopheles cruzii capturados em armadilha de
Shannon nos sete intervalos de coleta, no interior da Floresta Atlantica, Morretes — PR,
outubro de 1995 a janeiro de 1996.

Anopheles cruzii Intervalos* de coleta

1 2 3 4 5 6 7 Total
Fémeas 346 924 542 351 491 199 97 2953
Machos 62 37 19 15 10 9 3 152
Total 408 961 561 366 501 208 100 3.105

*Intervalos = 2 horas, tendo o creptisculo vespertino como referéncia.
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Figura 2. Numero de machos e fémeas de Anopheles cruzii capturados em armadilha
de Shannon, nos sete intervalos de coleta. Cada intervalo corresponde a 2
horas, tendo o crepusculo vespertino como referéncia. Floresta Atlantica,
Morretes, Parana, outubro de 1995 a janeiro de 1996.

No decorrer da noite, o nimero de Anopheles cruzii variou conforme o intervalo de coleta
(Tabela II). Foi observado um crescimento no segundo intervalo seguido por um padrido
decrescente de atividade, como se pode observar pelas representagdes das médias na Figura 3. A
figura revela que a maior atividade ocorre na primeira metade da noite. O pico no segundo
intervalo indica maior atividade desse anofelineo entre uma e trés horas apos o crepusculo
vespertino. Esse fato pode ser observado porque foi mantida uma relagdo fixa do horario da
instalagdo da armadilha com o horario do inicio do crepasculo vespertino. No decorrer dos
quatro meses de coleta, devido a varia¢ao sazonal do fotoperiodo, as noites do més de outubro
eram mais longas do que as noites dos meses subsequientes (Apéndices 1 e 2). Em outubro, o
pico secundario ocorreu aproximadamente entre quatro e duas horas antes do crepusculo
matutino. Nos meses seguintes esse pico foi observado em torno de trés horas a 48 minutos antes

do amanhecer (Figura 4).
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Tabela I1. Médias e namero total de Anopheles cruzii capturados em armadilha de Shannon
nas 48 noites pesquisadas nos sete intervalos de coleta, no interior da Floresta
Atlantica, Morretes, Parana, outubro de 1995 a janeiro de 1996.

Intervalos* de coleta

1 2 3 4 5 6 7
Totais 408 961 561 366 501 208 100
Médias 8,50 20,02 11,68 7,79 10,89 4,52 2,17

* Intervalos = 2 horas. tendo o crepusculo vespertino como referéncia.
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Figura 3. Média das contagens de Anopheles cruzii capturados em armadilha de
Shannon, nos sete intervalos de coleta. Cada intervalo corresponde a 2
horas, tendo o crepusculo vespertino como referéncia. Floresta Atlantica,
Morretes, Parana, outubro de 1995 a janeiro de 1996.
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Figura 4. Médias das contagens de Anopheles cruzii no més de outubro e nos outros trés
meses de coleta (novembro, dezembro, janeiro), em relagdo ao crepusculo
matutino (=) Cada intervalo corresponde a 2 horas, tendo o crepusculo vespertino
como referéncia. Floresta Atlantica, Morretes, Parana, outubro de 1995 a janeiro de
1996.



Considerando as fases da lua, foram coletados 560 anofelineos (18,04%) na lua cheia,

507 (16,33%) na minguante, 771 (24.83%) na nova e 1.267 (40,80%) na crescente (Tabela 1)

Tabela 111. Totais e médias do numero de Anopheles cruzii capturados em armadilha de Shannon,
nos sete intervalos de coleta por fase do ciclo lunar. Floresta Atlantica, Morretes,
Parana; outubro de 1995 a janeiro de 1996.

Intervalos* Anopheles cruzii por fase lunar

horarios Cheia Minguante Nova Crescente
de coleta lotal média {otal média total média lotal média
| 80 6,67 59 492 140 11.67 129 10,75
2 11 9,25 150 12.50 291 24,25 409 34,08
3 100 8,33 i 9,25 135 1,25 215 17.92
4 02 5,17 80 0.67 84 7,00 140 12.73
5 132 11,00 61 5,08 70 6,30 238 21,064
6 57 4,75 38 317 42 3,82 71 6.45
7 8 1,50 8 0,67 9 0,82 65 591
Tolal 560 507 771 1267

Percentual 18,04 16,33 24 83 40,80

* Intervalos = 2 horas, tendo o crepusculo vespertino como referéncia.

As médias do namero de mosquitos (Figura 5) por fase do ciclo lunar mostraram a
ocorréncia de diferentes padrdes de curvas para cada fase, sendo que a maior atividade de
Anopheles cruzii foi observada na lua crescente. A presenga de um pico principal no segundo
intervalo de coleta ocorreu na lua minguante, na nova e na crescente, além da presenca de um
pico secundario na lua crescente. Na lua cheia ndo ocorreram picos acentuados, no entanto foi
observado um aumento da quantidade desse anofelineo no quinto intervalo.

Diferengas foram detectadas quanto a amplitude do pico de atividade desse mosquito no
segundo e no quinto intervalos conforme a fase lunar. Para facilitar a visualiza¢do dos resultados,
as médias de Anopheles cruzii capturados nesses dois intervalos foram plotadas, separadamente
do resto da série temporal > em um grafico e a curva obtida foi duplicada. A figura assim
construida revela a presenga de uma oscilagdo dentro de um ciclo lunar completo (Figura 6). A
figura mostra modificagdes da quantidade de mosquitos ao longo do ciclo, devidas a um aumento

gradual da atividade dos mosquitos da lua cheia a lua crescente.
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Figura 5. Médias das contagens de Anopheles cruzii por fase da lua, capturados
em armadilha de Shannon, nos sete intervalos de coleta. Cada intervalo
corresponde a 2 horas, tendo o crepusculo vespertino como referéncia.
Floresta Atlantica, Morretes, Parana, outubro de 1995 a janeiro de 1996.
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Figura 6. Dupla plotagem das médias das contagens de Anopheles cruzii nos intervalos 2 e 5 para
cada fase da lua. Esses intervalos representam horarios de ocorréncia de picos de
atividade (1 e 5 representam a lua cheia, 2 e 6 a minguante, 3e 7anovae4e8alua
crescente). Floresta Atlantica, Morretes, Parana, outubro de 1995 a janeiro de 1996.
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Ao relacionar o intervalo 2, em que ocorreram os nameros mais elevados de Anopheles
cruzii na maioria das fases lunares, com os horarios da presenga e auséncia da lua (Apéndice 1 e
Figura 7) ndo foi observado nenhum padrdo de ajuste dos picos, pois eles ocorreram sempre na
primeira metade da noite e ndo acompanharam horarios em que a intensidade luminosa era maior
ou menor conforme o nascer e o ocaso lunar. Este fato € melhor visualizado numa plotagem das
médias de Anopheles cruzii capturados na lua minguante e na crescente (Figura 8). E importante
notar que a fase iluminada da noite nestas duas luas € oposta (Figura 7), mesmo que elas
fornegam a mesma intensidade luminosa. As curvas da Figura 8, mostram uma clara diferenga de

amplitude e a supress@o do segundo pico de atividade na lua minguante.
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Figura 7. Médias das contagens de Anopheles cruzii ao longo dos intervalos de coleta, de acordo
com a presenga e auséncia da lua (nascer e ocaso da lua). Cada intervalo corresponde a
2 horas e as areas sombreadas simbolizam a varia¢do da intensidade luminosa lunar,
Floresta Atlantica, Morretes, Parana, outubro de 1995 a janeiro de 1996. Os valores
das ordenadas sdo diferentes nos quatro graficos para facilitar a visualizagdo do
comportamento do fendmeno.
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Figura 8. Médias das contagens de Anopheles cruzii na lua minguante e
na crescente capturados em armadilha de Shannon, nos sete
intervalos de coleta. Cada intervalo corresponde a 2 horas, tendo
o crepusculo vespertino como referéncia. Floresta Atlantica,
Morretes, Parana, outubro de 1995 a janeiro de 1996.

Na maioria das coletas, o nimero de individuos de Anopheles cruzii foi pequeno e apenas
em algumas capturas ocorreram numeros elevados (Figura 9). A Tabela IV evidencia que os
valores maximos e minimos foram discrepantes em todas as fases da lua, indicando uma grande
dispersdo nos dados. Além disso, as diferengas entre os quartis e a mediana revelaram assimetria
nos dados em todas as fases lunares. Devido a essas caracteristicas, aproximagdes normais (ou
Gaussianas) foram evitadas e considerou-se mais apropriado utilizar um modelo baseado na
distribuigdo de Poisson, que permite a descrigdo de ocorréncias ao acaso quando a probabilidade

de tais ocorréncias € pequena (ZAR, 1996).

Tabela IV. Valores extremos (minimos e maximos) quartis € as médias das contagens de
Anopheles cruzii para cada fase da lua, considerando todos os intervalos horarios
de observagdo. Floresta Atlantica, Morretes, Parana, outubro de 1995 ajaneiro de

1996.
Lua Quartis
Minimo 1° Quartil Mediana* 3° Quartii Maximo Média  Dados perdidos

cheia 0 0.50 3.00 6.00 93 6.67 0
minguante 0 1.00 3.50 1.25 28 6.04 0

nova 0 1.00 4.00 9.00 114 9.52 3
crescente 0 2.00 7.00 21.00 127 15.84 4

* ou 2° Quartil.
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Figura 9. Numero de individuos de Anopheles cruzii coletados em cada fase do ciclo lunar (A,

B, C, D) estdo representados por pontos e as médias dessas contagens por linhas
cheias com escalas diferentes. A escala da Figura B foi aumentada para evidenciar
o pico. Cada intervalo horario corresponde a 2 horas, tendo o crepusculo vespertino
como referéncia. Floresta Atlantica, Morretes, Parana, outubro de 1995 a janeiro de
1996.
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Uma tendéncia de aumento na média de ocorréncia de Anopheles cruzii na presenga de
chuva foi observada no decorrer do trabalho. A Tabela V mostra essa tendéncia em mais da
metade das caselas. Através das plotagens das médias das contagens dos mosquitos nos
intervalos de coleta, foi detectado aumento da amplitude dos dois picos de atividade quando
chovia (Figura 10). Aumento na amplitude dos picos de atividade também foi observado de
acordo com as fases da lua (Figura 11). Estes fatos, associados a indicagdes da importancia da

precipitagdo na literatura, levaram a inclusio dessa variavel no modelo estatistico.

Tabela V. Médias da ocorréncia de Anopheles cruzii por fase da lua ao longo dos intervalos
de coleta com a presen¢a ou auséncia de chuva. Floresta Atlantica, Morretes,
Parana, outubro de 1995 a janeiro de 1996.

Intervalos* de coleta

Lua Precipitagio 1 2 3 4 5 6 7
cheia Sim 500  6.50 5.50 13.67 50.50  23.00 5.00
Nao 7.00 980 8.90 233 3.10 1.10 0.80
minguante Sim 6.50 16.00 1.00 4.33 5.50 2.00 E
Nio 460 |11.33 10.90 7.44 5.00 3.27 0.67
nova Sim - - - 8.00 7.00 - 1.00
Nio 11.67 24.25 11.25 6.91 6.30 3.82 0.80
crescente Sim 15.57 |45.20 20.75 22.50 32.20 11.50 3.50
Nio 400 |26.14 16.50 7.14 12.83 3.57 7.29

- Caselas vazias indicam que ndo houve combinagdo de niveis dos fatores.
* Intervalos = 2 horas. tendo o crepusculo vespertino como referéncia.
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Figura 10. Médias das contagens de Anopheles cruzii ao longo dos intervalos de coleta, em
armadilha de Shannon, com a presenca e auséncia de chuva. Cada intervalo
corresponde a 2 horas, tendo o crepusculo vespertino como referéncia. Floresta
Atlantica, Morretes, Parana, outubro de 1995 a janeiro de 1996.
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Figura 11.M¢édias das contagens de Anopheles cruzii por fase lunar ao longo dos intervalos
de coleta, em armadilha de Shannon, com a presenga e auséncia de chuva. Cada
intervalo corresponde a 2 horas, tendo o crepusculo vespertino como referéncia
Floresta Atlantica, Morretes, Parana, outubro de 1995 a janeiro de 1996.

No local de coleta, a temperatura variou de 12 a 27 °C nos quatro meses de estudo. A
tendéncia observada foi de queda da temperatura ao longo da noite até o intervalo 6, voltando a
subir no intervalo seguinte (Apéndice 6). A Tabela VI evidencia uma tendéncia no aumento das
contagens dos anofelineos com o aumento da temperatura, exceto na ultima classe de valores. As
temperaturas mais freqiientes foram entre 20 e 23°C, em que se verificou também a maior média
de ocorréncia de Anopheles cruzii (Tabela VI). O Apéndice 7 mostra que na maioria dos
intervalos de coleta, as médias mais elevadas de mosquitos ocorreram nessa mesma classe de
temperatura, ou seja, entre 20 e 23°C. Os intervalos 2 e 5 apresentaram as maiores médias de
Anopheles cruzii, sendo observadas sobretudo a 21 e 22°C. Além disso, no intervalo 2 verificou-
se média elevada também entre 17 e 18°C. Sendo assim, a variavel temperatura foi incluida no
modelo e além disso, a literatura aponta a temperatura como possivel “zeitgeber”.

Quanto a umidade relativa do ar, a Tabela VI mostra que os valores mais freqiientes
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ficaram entre 89 e 98 % (86,31%). Como as variagdes das médias de ocorréncia de Anopheles
cruzii foram pequenas, em relagdo a essa variavel no decorrer da noite, a variavel ndo foi

incluida no modelo.

Tabela V1. Distribuicdo da freqiiéncia de temperatura, umidade relativa do ar e médias do
numero de Anopheles cruzii, coletados em armadilha de Shannon, de acordo com as
classes dessas variaveis ambientais. As tomadas de temperatura ¢ umidade relativa
foram feitas nos momentos das capturas dos mosquitos. Floresta Atlantica,
Morretes, Parana, outubro de 1995 a janeiro de 1996.

Temperatura (°C)

Classes  Freqiiéncia absoluta  Freqiiéncia relativa (%)  N°de A. cruzii Médias de A. cruzii*
12-15 36 10,71 179 4,97
16-19 103 30,65 520 5,05
20-23 174 51,79 2276 13,08
24-27 23 6,85 130 6,65
Totais 336 100 3105
Umidade relativa do ar (%) v
67-71 5 1,49 51 10,20
78 — 88 41 12,20 198 483
39-98 290 86,31 2856 9,85
Totais 336 100 3105

* N° de mosquitos pela freqiiéncia absoluta.

Seleciio e interpretacio do modelo estatistico

Na Tabela VII constam as comparagdes, segundo o “deviance”, entre os modelos
considerados neste estudo. E importante evidenciar que quanto menor o “deviance”, melhor a

qualidade do ajuste.

Tabela VII. “Deviance” minimo de cada modelo e as diferengas comparadas com valores
tabelados da distribui¢do qui-quadrado, para verificar se a adigdo de
variaveis independentes melhora significativamente a qualidade do ajuste.
Comparou-se modelol com os modelos 2, 3 e 4. Floresta Atlantica, Morretes,
Parana, outubro de 1995 a janeiro de 1996.

Modelo “deviance” minimo Diferenca Graus de liberdade
1 4110,0 - -
2 4620,0 510,0* 9
3 4110,0 0,0 3
4 4874.0 764,0* 5

* significativo ao nivel de 5%

Para saber se houve influéncia da lua, a comparagio entre os modelos 1 e 2 resultou num

“deviance” significativamente menor para o modelo 1, que descreve uma curva com pardmetros
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diferentes para cada fase da lua, do que aquele calculado para o modelo 2, que ajusta uma curva
para cada fase. Isto indica que o padrio de atividade de Anopheles cruzii foi realmente
influenciado pelas fases lunares, rejeitando-se a hipotese Ho.

Com relagdo a intera¢do entre lua e temperatura, ndo houve diferenga entre o “deviance”
calculado para o modelo 3, que ajusta um coeficiente de temperatura para cada fase da lua e o
calculado para o modelo 1, que ajusta um unico coeficiente. Neste caso, a inclusdo de pardmetros
extras ndo melhorou a qualidade do ajuste e o modelo 1 foi selecionado por ser mais
parcimonioso. Isto resultou na aceitagdo da hipotese Hy de que ndo ha interagdo, ou seja, a
influéncia da temperatura sobre a atividade ndo depende da fase lunar.

As estimagdes dos pardmetros do modelo selecionado (modelo 1) constam na Tabela
VIIL Foi verificado efeito do intervalo de coleta, pois os parametros das curvas quadraticas sdo
significativos (os intervalos de confianga dos pardmetros § e y das curvas ndo contém o valor
zero). Desta forma, verificou-se que ndo ha homogeneidade nos dados, ocorrendo picos em
determinados intervalos horarios. Esse fato foi constatado comparando-se o modelo 1 com o
modelo 4, que descreve uma reta horizontal por fase lunar. O “deviance” do modelo 1 foi
significativamente menor do que o do modelo 4, portanto, a hipotese Hy foi rejeitada. Assim, foi

evidenciada e validada a presenga de um ritmo.

Tabela VIII: Valores estimados e intervalos de confianga de 95% para os
pardmetros do modelo selecionado (modelo 1).

Parimetros Valores estimados Intervalos de confianga
cheia -1,53 -2,02;-1.03
Olminguante -1,74 -2,23;-1,26
Qpova -0,24 -0,65; 0.17
Olerescente -0,73 -1,12;-0,32
Beneia 0,67 0,45; 0.89
Proinguante 0,94 0,71; 1,17
Puova 0.50 0,33 0,70
Berescente 0,73 0,60 0.87
Yeheia -0,10 -0,135-0,07
Yminguante -0,15 -0,18 ;-0,12
Ynova -0,12 0,15 1 -0.09
Yerescente -0,11 -0.13:-0,10
3 (temperatura) 0,12 0.11: 0,13
¢ (precipitagdo) 0,68 0,60 ; 0,76

~ = simbolo que denota valor estimado dos pardmetros do modelo.
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Observou-se também efeitos significativos da precipitagdo pluviométrica sobre o nimero
de mosquitos. Além disso, o efeito de precipitagdo sobre a média do nimero de mosquitos €
exponencial de 0,68 (= 1,97), isto €, deve-se esperar um aumento de aproximadamente 97% nas
contagens quando ocorre precipita¢ao.

O modelo 1 descreve uma equagdo que representa as contagens estimadas ao longo dos
intervalos horarios de observagdo para cada fase lunar. Essa equagdo exibe curvas ajustadas que
sdo curvas médias utilizadas para explicar a agdo conjunta de diversos fatores ambientais sobre a
atividade de Anopheles cruzii. A Figura 12 apresenta as trajetorias das contagens estimadas pelo
modelo 1. Para tragar essas curvas, a equagdo, abaixo descrita, considera a variavel precipitagio
com valor igual a 0, a temperatura igual a 19,80°C (média - Apéndice 5) e a;, B, vi,0¢e ¢

correspondem aos valores estimados dos parametros do modelo.

He=-exp (o +Bitt+y 2 +8 temperatura média + ¢ precipitac@o )

-
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Figura 12. Trajetoria das contagens de Anopheles, segundo o modelo estimado,
ao longo dos intervalos horarios para cada fase lunar. Cada intervalo
corresponde a 2 horas, tendo o crepusculo vespertino como
referéncia. Floresta Atlantica, Morretes, Parana, outubro de 1995 a
janeiro de 1996.
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A Figura 12 mostra que o padrdo ritmico da atividade de Anopheles cruzii mantém-se em
todas as fases lunares. Quanto aos parametros dessa ritmicidade, observa-se ligeiro deslocamento

da fase do pico na lua nova e evidente achatamento da amplitude nas luas cheia e minguante.



DISCUSSAO

Distribuicio noturna da atividade de Anopheles cruzii e evidéncias de um sistema

multioscilatorio

Os critérios para considerar um animal como noturno, diurno ou crepuscular, ndo sio
muito obvios. No presente estudo, observou-se maior atividade de voo de Anopheles cruzii
durante a noite com um padrdo difasico e esses picos ndo ocorreram exatamente dentro dos
intervalos crepusculares. Isto indica que, com a metodologia de coleta empregada, observou-se
uma atividade noturna ao invés daquela efetivamente crepuscular detectada por FORATTINI er
al. (1986a, 1986b) e TUBAKI er al. (1993) com isca humana. A diferenca entre os dados
provavelmente esta relacionada ao tipo de sistema de detecgdo da isca atrativa. Os mosquitos
possuem uma grande variedade de sensilas responsaveis pela percep¢do dos estimulos externos
de natureza muito diversa, como luminosos, mecanicos, quimicos e outros. Quando se trata de
isca humana, estruturas como mecanoceptores, baroceptores e quimioceptores (McIVER, 1973
BOWEN, 1991), estao envolvidas na detecgdo do hospedeiro. Quando se emprega uma fonte
luminosa, como no caso do presente trabalho. a detec¢ao fica a cargo da visio. O emprego de
iscas distintas pode explicar as diferengas dos resultados obtidos no presente trabalho
comparados com os da literatura. Sabe-se que todos os sistema circadianos, segundo MARQUES
(1997), consistem de pelo menos trés elementos principais: uma via aferente que transmite
informagdes do ambiente, um ou mais osciladores circadianos capazes de gerar a oscila¢do e vias
eferentes através das quais o oscilador regula a expressdo de diversos ritmos. Sabe-se que ha
uma diferenga circadiana de sensibilidade que envolve essas vias de recepgdo e geragdo das
respostas ritmicas. Sendo assim, pode-se postular que as diferengas nos horarios dos picos de
atividade entre os trabalhos que envolvem isca humana e isca luminosa para atrair Anopheles
cruzii, parecem ter relacdo com o proprio ciclo de sensibilidade dos receptores envolvidos. Uma
outra possibilidade para as diferencas entre os padroes de atividade observados nesse trabalho,
quando comparados a outros estudos, pode estar relacionada com a variagdo regional das
populagdes, considerando a hipotese dessa espécie ser um complexo (RAMIREZ, 1994).

A atividade da populagao de Anopheles cruzii no presente trabalho descreve um duplo
pico, que se modifica por diferentes componentes externos ligados aos ciclos ambientais. Nesse
contexto, um fato a ser considerado € a rela¢do entre os crepusculos e os picos de atividade, pois
essa relagdo possui um significado adaptativo da espécie frente as mudangas sazonais dos

horarios dos crepusculos. O reconhecimento da hora local pelo sistema oscilatorio € uma das



implicagdes importantes, que tem a sincronizagdo como responsavel por manter uma relagdo
estavel da fase do sistema oscilatorio com a fase do ciclo ambiental. Segundo BECK (1980), os
crepusculos sdo sinais espacados temporalmente pelos quais os insetos respondem de diferentes
formas adaptativas. Neste contexto, foi levantada por PITTENDRIGH & DAAN (1976) a
hipotese de que haveria um sistema de dois osciladores que sugerem o sistema de duplo
oscilador como a base para uma acomodagdo as mudangas sazonais dentro do padrdo diario e
também a resposta diferencial ao amanhecer e ao anoitecer. Estas propriedades fazem deste
sistema bi-oscilatorio um relogio adequado para os diferentes padroes diarios ao longo do ano.
Mesmo considerando que em outubro anoitecia mais cedo do que nos outros meses de coleta,
Anopheles cruzii manteve o pico principal de atividade no mesmo intervalo durante os quatro
meses de estudo, o que evidencia a possibilidade de haver um angulo de fase estavel entre o pico
principal de atividade desse mosquito e o crepusculo vespertino. O mesmo ndo foi possivel
afirmar sobre o segundo pico em relagdo ao crepusculo matutino, porque, como era de se
esperar, ele variou do intervalo 7 em outubro, para o intervalo 6 nos outros meses e essas horas
de diferenga tiveram variagio grande demais para se afirmar que houve uma relagdo com o
amanhecer. No entanto, ha indicagdes que o segundo pico possa estar refletindo a agdo de um
outro oscilador, que mantém uma relagdo de fase mais flexivel com “zeitgeber”.

A interpretagdo de Anopheles cruzii como espécie noturna implica em que a maior parte
de sua atividade locomotora esteja ocorrendo durante a noite e ¢ durante a fase escura do ciclo
diario que diferentes tipos de comportamento devem estar acontecendo. A fotorrecepgdo tem
relagdo com diferentes atividades e sendo assim, além da procura pelo hospedeiro, outras
atividades podem estar envolvidas, como por exemplo, a procura de sitios de oviposigio,
acasalamento e fuga as condigdes desfavoraveis.

Uma populagdo composta por individuos de idades e sexos diferentes tera
necessariamente, diferentes componentes fisiologicos envolvidos. A atividade dos machos, por
exemplo, € provavel que esteja mais proxima do crepusculo vespertino. Apesar da pequena
quantidade de individuos machok capturados no presente estudo, observou-se que sua atividade
acontece no inicio da noite, ou seja, no intervalo onde se encontra o crepusculo vespertino.
ROWLAND (1989) detectou um pico significativo de Anopheles (Cellia) stephensi Liston, 1901
no inicio da noite e demonstrou, em laboratorio, que a fun¢do desse pico ¢ de sincronizar o
acasalamento. Se esse fato também ocorrer em Anopheles cruzii, mais um tipo de atividade deve
estar envolvida dentro ou proximo ao crepusculo vespertino e que tem uma relagdo com a

fotorrecepgdo, além de quimiorrecepgdo, que € a atividade de fémeas preparadas para serem

inseminadas.



A hipotese levantada aqui sobre a possivel presenga de um duplo oscilador ndo deixa
duvida sobre sua importancia para Anopheles cruzii, no entanto, a efetividade dos picos,
principalmente do segundo pico, so podera ser confirmada com estudos dos padides de atividade

em condigdes de laboratorio, conhecendo-se os estados fisiologicos dos anofelineos testados.
Influéncia dos ciclos ambientais sobre o ritmo de atividade de Anopheles cruzii

Os padroes de atividade de Anopheles cruzii observados nesta investigagdo sao
controlados pelos ciclos ambientais em diferentes niveis. Alguns ciclos devem estar
sincronizando os ritmos, atuando, portanto, como “zeitgebers” (ASCHOIF, 1960, 1988) e
outros sdo capazes de induzir respostas de forma imediata, como agentes mascaradores.

E importante saber que certas fases do ritmo estdo mais sob o controle do oscilador e outras
sdo mais sensiveis ao mascaramento (ASCHOFF, 1988). Esse fato foi demonstrado por JONES ef
al. (1967) em actogramas de atividade de voo de Anopheles (Cellia) gambiae Giles, 1902 em que o
pico secundario mostrou-se mais labil e mais suscetivel & acio de fatores ambientais do que o pico
principal. Isso levou o autor a interpretar o pico principal como resultado da ag¢io do oscilador e o
secundario, como a expressao do mascaramento.

O tipo de influéncia dos ciclos ambientais sobre os ritmos depende da espécie estudada e
varia bastante. O ciclo claro/escuro é considerado o “zeitgeber” universal que arrasta os ritmos da
maior parte das espécies que vivem na superficie. Dificilmente um unico “zeitgeber” é responsavel
pela completa sincronizagdo do ritmo. Sua agdo é complementada por outros ciclos, como os de
temperatura, som, disponibilidade de alimentos e interagdes sociais (ASCHOFF, 1981). Todavia,
qualquer um desses fatores pode também atuar como agente mascarador, se atuar diretamente sobre
o ritmo e ndo sobre o relogio biologico.

Os trabalhos de campo ndo permitem que se responda ao certo se um determinado ciclo
ambiental esta atuando como “zeitgeber” ou como agente mascarador, mas algumas inferéncias sdo
possiveis. A seguir , sdo feitas consideragdes sobre os dados obtidos, separados de acordo com os

diferentes ciclos e variaveis ambientais.
a. Influéncia do dia lunar
Tendo em vista as indicagdes, no presente estudo, sobre a manutengdo da relagdo de fase

entre o inicio do crepusculo vespertino € o principal pico de ocorréncia de Anopheles cruzii, ha

evidéncias mais claras de um controle do ritmo circadiano pelo ciclo claro/escuro, do que pela



interferéncia da luminosidade da lua. Na literatura, as interpretagdes sobre os efeitos do dia lunar
sio bastante variadas. BIDLINGMAYER (1964) relacionou a ocorréncia de  Aedes
taeniorhynchus e Aedes sollicitans com horarios com e sem lua. Observou que, tanto na lua
crescente, quanto na minguante, a maior atividade do mosquito ocorria na parte iluminada da
noite. Observagdes semelhantes também’ foram feitas por CHARLWOOD er al. (1986) com
Anopheles  farauti. Estes resultados diferem daqueles de ROSENBERG & MAHESWARY
(1982) em Anopheles (Cellia) dirus Peyton & Harrison, 1979, DAVIES (1975) e BALSEIRO
(1981) com varias espécies de Culicidae. Observou-se em todas as espécies estudadas uma
atividade maior na primeira metade da noite, tanto na lua crescente como na minguante, a
exemplo do que aconteceu no presente trabalho.

Sabe-se pela literatura cronobiologica, que as diferentes intensidades de iluminagido
proporcionadas pelas diferentes fases da lua podem arrastar o ritmo de atividade. como acontece
no caso do Chironomidae Clunio marinus (NEUMANN, 1981). Apesar de no caso de Anopheles
cruzii ter havido manutengao da relagiio de fase entre o crepisculo vespertino e o pico principal
de atividade em todas as fases lunares, ndo parece que tenha ocorrido arrastamento. Observou-se,
como efeito do dia lunar, uma modificagdo da amplitude dos picos, provavelmente causada pelas
diferentes fases iluminadas nas diferentes fases lunares. O que se detectou, aumentos e
diminui¢des da quantidade de mosquitos no segundo e quinto intervalos de coleta, talvez seja
uma resposta direta do ritmo de atividade aos momentos iluminados pela lua ao longo da noite.

Ao contrario do efeito observado por NEUMANN (1981), o dia lunar ndo parece agir
como “zeitgeber” do ritmo de atividade de Anopheles cruzii. Neste caso, a explicagdo mais
provavel parece ser mascaramento. ASCHOFF (1988) mostra que o efeito de um mesmo agente
mascarador tem efeito diferente sobre o ritmo observado, dependendo da fase em que o
mascaramento ocorre. Pode-se dizer que para Anopheles cruzii o efeito da iluminac¢ao lunar nas
fases finais da noite modula o ritmo no sentido de diminuir sua amplitude. O fato de ter sido
observado um segundo pico na lua cheia explica-se por terem sido capturados poucos
exemplares nessa fase. Ambos os picos foram menos acentuados que nas outras fases lunares e
uma pequena variagdo no numero de individuos coletados pode ter causado a acentuacio do

segundo pico. No entanto, novos dados sdo necessarios para comprovar tal hipotese.

b. Influéncia do més lunar

Os dados obtidos mostram um maior nimero de individuos na lua crescente do que nas

outras fases. Resultado semelhante foi obtido por ROSENBERG & MAHESWARY (1982) com



Anopheles dirus em Bangladesh. 'm ambos os casos caracleriza-se uma influéneia do més lunar
sobre a ocorréncia dos mosquitos.

QOutras informagdes da literatura sobre a influéncia lunar mostram sempre maior
abundéancia da espécie ocorrendo em uma ou outra fase. Uma série de trabalhos relaciona a
efetividade da armadilha luminosa com o elevado nimero de mosquitos coletado na lua nova.
Alguns deles incluem resultados obtidos com Anopheles funestus apresentados por RIBBANDS
(1946) na Africa Ocidental, com Anopheles nuneztovari por RUBIO-PALIS (1992) na Venezuela e
varias espécies coletadas por PROVOST (1959) na Florida (E.U.A)). Estas observagdes nao foram
corroboradas no presente estudo, porque a atividade de Anophéles cruzii na lua nova ndo foi mais
intensa do que nas outras fases.

Outros resultados diferentes dos obtidos na presente pesquisa tratam dos padrdes cuja
atividade de mosquitos foi mais acentuada na lua cheia. Resultado desse tipo foi verificado, por
exemplo, por PANDIAN & CHANDRASHEKARAN (1980) com Acdes subalbatus (atual
Armigeres subalbatus) na india, e CHADEE (1992) nas coletas de Anopheles bellator em Trinidad.
No caso da lua cheia, a quantidade de Anopheles cruzii foi a segunda menor comparada com as
outras fases lunares.

O modelo estatistico revelou que ha diferentes padroes de atividade conforme a fase
lunar, levando em consideragdo o aumento e diminui¢do da quantidade de mosquitos. Sendo

assim, o ritmo de més lunar, visto na Figura 5, pode estar refletindo uma condi¢io de

mascaramento.
c. Temperatura

For detectado que a temperatura € um fator ambiental importante para Anopheles cruzii,
influenciando a atividade desse mosquito, independentemente das fases do ciclo lunar. As
maiores médias de ocorréncia de mosquitos foram observadas principalmente em 21 e 22°C, que
foram também as temperaturas mais frequentes, inclusive nos intervalos dos picos (Apéndices 6
e 7). CHIBA ef al. (1982) observaram os efeitos de diferentes temperaturas sobre os dois picos
de atividade observados para Culex pipiens pallens e para Culex pipiens molestus. Numa relagdo
com um ciclo de claro/escuro artificial, observaram no laboratorio diminui¢des na amplitude dos
picos e também deslocamento desses picos conforme a temperatura testada. Os dados obtidos
para Anopheles cruzii parecem manter esta mesma tendéncia. Quando se leva em conta a
temperatura nos momentos que antecedem os picos e nos horarios de picos (Apéndices 6 e 7).

nota-se que um aumento de temperatura provoca um incremento da resposta. Assim, no intervalo

(9S)
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I ocorreram 11 individuos quando a temperatura ficou entre 15 e 16°C, mas, N0 mesmo
intervalo, o niimero saltou para 40 na faixa de 17 ¢ 18°C e para 188 na faixa de 21-22°C.
Também no intervalo 2, esta resposta ¢ evidente quando se observa que entre 157e 16°C
OC(m'erdm 25 individuos e o numero foi quase 6 vezes mator (141) quando a temperatura era 17
e 18°C, aumentando ainda mais (540) na faixa de 21 e 22°C. Estas reagdes € a independeéncia da
influéncia da temperatura daquela do ciclo lunar apontam para o ciclo de temperatura com um
provavel “zeitgeber”. Mesmo assim, o ciclo claro/escuro permanece como “zeitgeber” principal,
uma vez que a intensidade de ocorréncia ¢ significativamente maior no escuro do que no claro.
Em outro nivel, mas igualmente importante, fica a relagdo do pico de atividade com o crepusculo

vespertino, o que € evidente quando se considera os mesmos niimeros acima, na mesma faixa de
temperatura: a 17 e 18°C, ocorrem 40 individuos no intervalo 1 e 141, no intervalo 2; e na faixa
de 21 e 22°C, foram 188 individuos no intervalo | e 546, no intervalo 2. Considerando estas
relagdes, pode-se reafirmar a tentativa de colocagdo da temperatura como “zeitgeber”
secundario. Na verdade, esta hierarquia de “zeitgebers” ocorre com uma certa freqiéncia nos
insetos e vem sendo demonstrada em diversas espécies, desde que ROBERTS (1962) mostrou
que o ritmo de atividade da barata Lencophaea maderae (Blattodea, Blattidae) ¢ eficientemente

sincronizado por um ciclo de temperatura na auséncia do ciclo claro/escuro.
d. Umidade relativa do ar

PITTENDRIGH (1948, 1950) demonstrou a importancia dessa variavel ambiental na
distribuigdo das espécies de Anopheles do subgénero Kerfeszia em Trinidad. O autor detectou
uma diferenga na distribui¢do claramente relacionada com gradientes de umidade de acordo com
um perfil da floresta. A importancia dessa variavel foi também verificada por DOW &
GERRISH (1970), que obtiveram correlagdo positiva da umidade relativa do ar com a
abundancia de Culex (Culex) nigripalpus Theobald, 1901 coletados na Florida, E.U.A. Por outro
lado, esses mesmos autores ndo detectaram correlagdo dessa variavel com a atividade de Aedes
taeniorhynchus na mesma localidade. No presente estudo, as variagdes das médias de ocorréncia
de Anopheles cruzii foram pequenas dentro das freqiiéncias de umidade relativa do ar. A maioria
das medidas no campo mantiveram-se em 89-98%. isto ¢, a umidade mantinha-se alta na maior
parte do tempo. No entanto, como os trabalhos foram conduzidos somente durante a noite e nio
num ciclo diario completo, ndo se tem registros dos limites de variagdo e nenhum tipo de

associa¢do foi possivel. Sendo assim, ela ndo foi incluida no modelo estatistico, mas sua
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importancia deve ser avaliada em trabalhos futuros.

e. Precipitaciio pluviométrica

Raras siio as referéncias na literatura sobre a importincia e possivel influéncia das chuvas
na ocorréncia de anofelineos. Uma excegdo € o trabalho de MILLER ¢f al. (1970) que ndo indica
nenhuma relagdo entre abundancia de mosquitos e temperatura nem umidade relativa do ar. No
entanto, os autores constataram que a abundéancia de algumas espécies coletadas em armadilha
luminosa estava significativamente relacionada a chuva. Com relacdo a Anopheles cruzii, a
temperatura e a pluviosidade sdo as duas variaveis que tiveram grande importancia nas
modificagdes dos padrdes'de atividade dos mosquitos. O regime das chuvas seria provavelmente
um modulador do ritmo, atuando como agente mascarador positivo, pois fot observado aumento
da atividade sempre que chovia. A rapida resposta da populagdo ¢ muito semelhante aos
exemplos de mascaramento que se encontram na literatura (ASCHOIF, 1988), e o efeito
mascarador foi claramente observado nas modificagdes que ocorrem nos dois picos de atividade.
Existe também a possibilidade de que estas respostas possam néo ser devidas a chuva em si, mas
as modificagdes climaticas associadas a ela, como a pressdo baromélrica, por exemplo, que os
mosquitos percebem perfeitamente. A existéncia de estruturas sensoriais que detectam variagdes
de pressdo pode permitir uma rea¢do imediata, no caso de Anopheles cruzii (Apéndices 12 e 13).
A reagdo direta € a caracteristica basica do mascaramento e € considerada por PAGE (1989) uma
adaptagdo fina do sistema circadiano, importante para a sobrevivéncia da espécie. Sabendo-se
que a presenca/auséncia de chuvas ndo ¢ um ciclo tdo preciso quanto o claro/escuro e que a
chuva e as variagdes de pressdo atmosférica, que a precedem, tém influéncia direta na
emergéncia do imago (ver capitulo 2 desta tese), o fato de o adulto reagir a chuva faz do possivel
mascaramento do ritmo um elemento importante para a sobrevivéncia do individuo e

manutengdo da espécie.

Neste ponto, € necessario frisar que diversas inferéncias apresentadas nesta discussao sao
apenas inferéncias e a comprovagio do que esta sendo sugerido vira somente com um trabalho
experimental. A demonstragdo do carater endogeno de um ritmo s pode ser feita quando as
condigdes ambientais sdo constantes (livre-curso). Do mesmo modo, a comprovagdo do papel de
uma variavel ambiental como “zeitgeber” ou como agente mascarador so vem com a verificagio
de sua eficiéncia ao sincronizador um ritmo em livre-curso, no primeiro caso. ou a modificagio

instantanea e temporaria de sua expressdo, no segundo.



Igualmente, ao longo deste trabalho, a captura de Anopheles cruzii no campo foi usada
como indicio de sua ocorréncia e esta como inferéncia de sua atividade. Como se sabe, ambas
interpretagdes podem ser incompletas. A interferéncia do coletor e de seu equipamento no
habitat pode exercer uma atragdo artificial sobre os mosquitos. Quanto a ocorréncia estar sendo
usada para avaliar atividade, também pode levar a uma subestimativa; a ndo ocorréncia do

mosquito n3o significa que ele esteja necessariamente em repouso.



CONCLUSOES

A atividade de Anopheles cruzii é ritmica com distribuigdo predominantemente noturna. Dois
picos de ocorréncia sdo evidentes e o pico principal mantém uma relagdo fixa com o

anoitecer, indicando o claro/escuro como um “zeitgeber” para a espécie.

A presenga do duplo pico de atividade é indicagdo de um controle circadiano por dois

osciladores: um controlando a atividade locomotora ao anoitecer € ao amanhecer.

A maior atividade de Anopheles cruzii ocorre na primeira metade da noite sendo assim, nio

sdo verificados ajustes dos picos quanto aos horarios de presenga e auséncia da lua.

As fases da lua influenciam o padrdo de atividade de Anopheles cruzii. Provavelmente a agdo
dos ciclos e fases lunares aconte¢a via mascaramento, que parece ser dependente da fase do
ritmo circadiano de atividade. O mascaramento pode ser positivo ou negativo e no caso da

lua crescente é positivo e provoca um aumento da amplitude do pico de ocorréncia.

A influéncia da temperatura sobre o padrﬁd de atividade ndo depende da fase da lua. Além
disso, o ciclo de temperatura tem uma relagdo com o ciclo claro/escuro. Ha indicag¢des de que

<

este ciclo seja um “zeitgeber’” secundario.

As temperaturas 21 e 22°C sdo as mais freqiientes durante a noite e nessa faixa verificam-se
maiores médias de ocorréncia dos mosquitos, sobretudo quando ocorrem no segundo e quinto
intervalos de coleta. No segundo intervalo encontram-se médias elevadas também, entre 17 e

18°C.

A umidade relativa do ar é um sinal bastante estavel durante a noite na area de estudo e ¢
possivel que essa variavel seja um sinal importante de marcacdo ambiental para a espécie

estudada.
Espera-se um aumento de aproximadamente 97% na atividade de Anopheles cruzii quando

ocorre precipitagdo pluviométrica. Esse fato aponta para a chuva como um modulador do

ritmo, atuando como agente mascarador positivo. Apesar de ndo ser possivel afirmar se os
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mosquitos respondem a chuva ou a variagdo da pressdo atmosférica, a existéncia de

estruturas sensoriais cuticulares torna a segunda possibilidade mais plausivel.
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Capitulo 2

RITMOS DE POSTURA E DE EVENTOS DO DESENVOLVIMENTO
POS-EMBRIONARIO

“O que, entdo ¢ tempo? Se ninguém me perguntar, eu sei o
que €. Se pretendo explica-lo aquele que me pergunta, ndo sei.
No entanto, eu sei que, se nada se passasse, ndo haveria um
tempo passado; e, se nada mais estivesse para acontecer, ndo
haveria um tempo futuro; e se nada afinal existisse, ndo
haveria um tempo presente.”

St.° Agostinho (354-430 D.C.)



RITMOS DE POSTURAS E DE EVENTOS DO DESENVOLVIMENTO POS-
EMBRIONARIO

Resumo: Foram realizadas observagdes com Anopheles cruzii para caracterizar temporalmente
algumas etapas ligadas a reprodugdo e ao desenvolvimento pos-embrionario desse anofelineo.
Fémeas foram capturadas na Floresta Atlantica, na encosta da Serra do Marumbi, a seis
quildmetros ao norte da cidade de Morretes, Parana. Utilizou-se uma armadilha de Shannon
munida de uma fonte luminosa como isca atrativa. As fémeas foram capturadas individualmente
em frascos de acrilico, contendo mel diluido como alimento e posteriormente levadas ao
laboratorio. As observagdes foram conduzidas sob fotoperiodo natural e temperatura de 25 +
0,7°C. Processos de postura, de ecdise do terceiro para quarto instar larval, de pupagdo e de
emergéncia de adultos foram observados por inspegdo visual, em intervalos de tempo definidos,
durante trés dias consecutivos exceto para as emergéncias, que totalizaram quatro dias. Os
resultados foram analisados através da estatistica circular. Um total de 79 fémeas foi dividido em
dois grupos, as fémeas do primeiro receberam repasto sangiiineo pela manhd e aquelas do
segundo, a tarde. Dessas fémeas, 36 ovipuseram 1063 ovos, e 667 (62,75%) deles eclodiram.
Parte das fémeas efetuaram posturas parceladas. A observagdo continua do processo possibilitou
medir a duragdo das diversas fases do desenvolvimento de Anopheles cruzii. Da postura até a
emergéncia de adultos o tempo médio foi de 30,71 dias (s = 3,57 dias), sendo as fases larvais
bastante longas, sobretudo no primeiro e quarto instares. As posturas tiveram um ritmo
circadiano com um pico noturno as 23:24h (s = 3:47h), ou seja, 2 a 5 horas ap0s o anoitecer. A
analise revelou também que o horario dos repastos sangiiineos ndo interfere no ritmo de postura.
As ecdises de terceiro para quarto instar larval, as pupagdes e as emergéncias dos adultos ndo
seguiram um padrado ritmico. Apesar destas arritmicidades, o trabalho discute a possibilidade de
haver um processo ritmico na sintese e liberagdo de hormdnios nas etapas envolvidas. Inclui
também discussdo sobre hipoteses de funcionamento do sistema oscilatorio no controle da
atividade locomotora das larvas e dos adultos.

INTRODUCAO
Mudas e metamorfose - caracteristicas ritmicas na fisiologia e endocrinologia

A metamorfose nos insetos implica em modificagdes morfologicas ao longo do seu
desenvolvimento até a fase adulta. Insetos sdo denominados hemimetabolos quando sofrem
modificagdes graduais durante o desenvolvimento e mudam para uma outra forma semelhante. Ja
em holometabolos as transformagdes sdo mais acentuadas, sobretudo, entre a ultima fase larval e o
adulto onde ocorre a muda para a pupa. Na fase larval os individuos alimentam-se, crescem e
acumulam reservas, enquanto que na pupa ocorre a metamorfose, quando os tecidos do adulto sdo

formados. A muda € o intervalo de tempo onde acontece a apolise e a ecdise. Na apolise, a cuticula
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velha ¢ fisicamente separada da epiderme e o fluido da muda € secretado no espago formado entre
elas. Quando a nova cuticula ja foi formada, ocorre a ecdise, em que a cuticula velha é descartada
(CHAPMAN, 1982; HEPBURN, 1985).

As mudangas na forma do inseto por metamorfose sdo conhecidas por serem controladas
por um balango entre o hormdnio ecdisona e o hormdnio juvenil. Apesar de haver um grande
numero de estruturas envolvidas na sua sintese e secregdo, estes hormdnios, controladores do
desenvolvimento  dos insetos, sdo  provenientes principalmente da atividade das células
neurossecretoras medianas do cérebro (“pars intercerebralis”) que produzem o horménio
protoracicotropico, os “corpora allata” que produzem o hormdnio juvenil e a glandula protoracica
que produz a ecdisona. A ecdisona é o hormdnio que inicia a ecdise e direciona o desenvolvimento
rumo a diferencia¢@o. Sua agéo é balanceada e/ou modificada pelo horménio juvenil que em nivel
elevado, mantém o carater larval na muda e retarda a ecdise para o imago. A glandula protorécica e
“corpora allata”, por sua vez, sdo controlados pelo hormonio protoracicotropico que ativa a secre¢do
da ecdisona e influencia a produgdo do hormdnio juvenil. (NAYAR, 1967a; 1967b, CHAPMAN,
1982; HEPBURN, 1985).

A questio de como o sistema oscilatorio impde a periodicidade nos processos
fisiologicos e endocrinos da metamorfose tem sido estudada sob o ponto de vista da localizagio
dos osciladores (relogios biologicos) e alguns aspectos das células neurossecretoras do sistema
nervoso central e do sistema endocrino.

Nos hemimetabolos esses osciladores encontram-se nos lobos opticos e nos
holometabolos, na regido protocerebral (CHIBA & TOMIOKA, 1987). Um fator importante é
que os relogios biologicos dos imaturos nem sempre sdo os mesmos dos adultos, ou seja, relogios
das larvas e dos adultos podem apresentar propriedades diferentes. Em Drosophila pseudobscura
(Diptera, Drosophilidae) o mesmo relogio parece controlar as atividades dos imaturos e dos adultos
(PITTENDRIGH, 1966). Ha exemplos em que o relogio do adulto comega a se expressar quando
cessa o funcionamento do relogio da larva, ou entdo, em outras espécies ambos funcionam juntos o
tempo todo (SAUNDERS, 1982). Os estudos com Culex pipiens pallens realizados por CHIBA
(1966) apontam que o reldgio que governa a atividade de véo comega a funcionar pouco antes da
emergéncia do adulto. Em Aedes taeniorhynchus, NAY AR (1967b) sugere que o relogio que
controla o desenvolvimento dessa espécie para apOs controlar o desencadeamento da pupagio e
volta a funcionar um tempo depois da emergéncia. Anopheles gambiae foi considerado por JONES
& REITER (1975) como tendo dois processos distintos de temporizagio ao longo do ciclo de vida,
ou seja, um relogio controlando o desenvolvimento e a metamorfose € outro, 0 comportamento dos

adultos. Nesse contexto é importante assinalar que o reldgio do adulto ndo controla simplesmente a
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atividade de voo, mas sim, todos os processos associados a locomogdo e que desencadeiam a
expressdo de uma atividade circadiana.

Quanto ao controle circadiano nos sistemas hormonais, um exemplo claro foi observado por
TRUMAN (1972) na liberagdo do horménio protoracicotropico, em mudas de larva para larva de
Manduca sexta (Lepidoptera, Sphingidae). O referido autor observou um ritmo na liberagdo desse
horménio que desencadeia um processo ritmico nas mudas larvais. NAYAR (1967a) atribuiu os
picos diurnos de pupagdo de Aedes taeniorhynchus, as diferengas nos niveis do hormdnio
protoracicotropico e do hormdnio juvenil durante o claro/escuro do ciclo diario. Esse autor estudou
a liberagdo de hormdnios das células cerebrais e do complexo glandular (“corpora allata”, glandula
protoracica e “corpora cardiaca”) no tecido cerebral de larvas de 4° instar. Também descobriu que o
padrdo de mitoses nas células cerebrais ¢ diurno e bimodal e demonstrou que os nuicleos das células
neurossecretoras atingiam seu tamanho maximo durante a fase de claro. Este aumento de tamanho
corresponde ao pico de liberagdo do hormonio. Assim como, a exemplo do que ocorre nos demais
processos, a sintese diaria de trealose também tem seu.maximo durante o claro. Pelo fato da
regulagdo da trealose ser controlada por hormdnios neurossecretores estocados nos “corpora

cardiaca”, deduz-se que o ritmo de sintese da trealose seja regulado pela liberag¢o ritmica diurna de
) ]

hormonios dessas glandulas endocrinas.
Ritmicidade nos processos de desenvolvimento

A maioria dos estudos dos padrdes temporais concentra-se na atividade locomotora,
porém, num mesmo Organismo coexistem varios processos que éodem apresentar-se ritmicos.
Eventos relacionados ao desenvolvimento dos insetos, tais como uma determinada ecdise,
pupagdo e emergéncia do adulto ocorrem somente uma vez na vida do inseto e sdo considerados
“ritmos de evento tinico” e, sendo assim, so podem ser detectados em populagdes. Além disso, os
osciladores de todos os individuos devem estar sincronizados pelo mesmo “zeitgeber”. Como
eclosdo dos ovos, ecdise e emergéncia de larvas e adultos representam momentos criticos para a
sobrevivéncia do individuo e, mesmo para a manutengio da espécie devem ocorrer quando as
condi¢des ambientais forem propicias (PITTENDRIGH, 1966). Uma garantia para esta condigio
¢ a de que todos os individuos estejam sincronizados pelo mesmo ciclo ambiental, ou seja, o
sinal que ird deflagrar o inicio do processo € percebido simultaneamente por toda a populag@o.

Ja foi observado em um numero muito grande de espécies, que a oviposi¢do e também os
processos de desenvolvimento ocorrem em fases bem determinadas do dia, naqueles intervalos

que reunem as condi¢des mais favoraveis de iluminagdo, temperatura, umidade relativa do ar,
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pluviosidade entre outras (SAUNDERS, 1982). Em algumds espécies observa-se uma
caracteristica especial do relogio biologico, que € a ocorréncia de “gates” (comportas). Um ritmo
é “gated” quando o fendmeno, emergéncia por exemplo, expressa-se exclusivamente durante um
intervalo muito curto (“gate”) do dia e se esta expressdo ndo ocorrer, somente 24 horas depois 0
fendmeno sera observado, no mesmo intervalo, como foi proposto por PITTENDRIGH (1966).
Segundo o autor, somente o intervalo em que o “gate” se abre reune as condigdes ambientais
permissivas para a expressdo do fendmeno e as outras fases sdo consideradas “ndo-permissivas”.
Um verdadeiro ritmo “gated” foi constatado na pupagdo de Aedes taeniorhynchus e esse
ritmo, com pico diurno, foi comprovadamente circadiano segundo NAYAR (1967a). Ele observou
que a ritmicidade exibe uma forte indicagdo intrinseca do envolvimento do sistema neuro-endocrino

controlando a ecdise pupal.
Arritmicidade nos processos de desenvolvimento

Em Aedes(Stegomyia) aegypti Theobald, 1901 foi observado um ritmo na postura (GILLET,
1962) porém ndo se detectou periodicidade na pupagdo McCCLELLAND & GREEN (1970), nem na
emergéncia de adultos (HADDOW ef al., 1959).

Muitas vezes algumas das etapas do processo de desenvolvimento ndo recorrem
regularmente e portanto ndo se detecta um ritmo na populagdo. No entanto, ndo se pode afirmar
que um evento ndo tenha um controle temporal mesmo quando ndo se observa um padréo ritmico
num determinado processo. Por tras de um processo arritmico pode haver processos ritmicos
como ¢ o caso da liberagdo de hormdnios. A ecdise em si € arritmica mas a liberagio hormonal,
que ocorreu no inicio da muda, pode ndo ser.

Aedes taeniorhynchus é um exemplo onde o controle temporal ocorre em um evento
anterior (NAYAR, 1967a). Nessa espécie, o ritmo de emergéncia de adultos é um reflexo da
pupagdo que € um ritmo “gated”. Entdo as emergéncias sdo uma decorréncia do momento em
que se iniciou a metamorfose. Esse tipo de ritmo, que é reflexo de um evento anterior, ¢
denominado “gate” fortuito. Um outro exemplo classico de “gate” fortuito foi observado por
TRUMAN (1972) em estudos como lepidoptero Manduca sexta. Ele detectou que cada ecdise
ocorria cada vez mais tarde em relagdo a ecdise anterior e que a distribui¢do desses horarios na
populagdo se ampliava. Ele mostrou que as primeiras mudas larvais eram perfeitamente
sincronicas em uma populagdo, mas a precisio do processo perdia-se nos instares mais
adiantados. A explicagdo para esse fendmeno foi que a ecdise em si ndo era “gated” mas a

liberagdo do hormdnio protoracicotropico, que acontecia no inicio de cada muda, era “gated”. A
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medida que a larva crescia, mais tempo era necessario para formar a nova e maior cuticula e
portanto, completar o desenvolvimento requeria mais tempo. Dessa forma, ecdise de individuos
mais velhos acontecia mais tarde no dia e o “gate” da muda desaparecia, mesmo sendo mantido

aquele de liberagdo do hormdnio protoracicotropico (PAGE, 1985).
Ritmicidade no desenvolvimento de Anopheles cruzii e aspectos do seu ciclo de vida

No caso de Anopheles cruzii; os padrdes temporais de posturas e dos processos de
desenvolvimento pds-embrionario ainda ndo sdo conhecidos. Observagdes de RACHOU (1950)
mencionam a possibilidade das posturas e eclosdes dos ovos de Anopheles cruzii acontecerem
durante a noite. Isso aponta para o fato de que, havendo ritmo de alguns dos eventos ligados ao
desenvolvimento, provavelmente o pico seria durante a noite, pelo menos, nas posturas e
emergéncia das larvas.

Anopheles cruzii e outras espécies do subgénero Kerteszia, sio conhecidas pela lentiddo de
desenvolvimento dos imaturos. Essa espécie efetua suas posturas no interior das rosetas de
bromélias onde ha acimulo constante de agua. S3o criadouros permanentes e as condi¢des para o
desenvolvimento dos imaturos sdo favoraveis devido ao ambiente pouco inospito. Esse tipo de
ambiente da condigdes aos imaturos de permanecerem mais tempo num determinado instar.
ARAGAO (1968b) verificou que, dependendo da estagdo do ano, o ciclo de trés espécies de
Kerteszia, inclusive Anopheles cruzii, poderia durar até quatro meses no ambiente natural. Em
experimentos de laboratorio a variagdo da duragdo do ciclo de ovo a adulto dessa espécie ficou entre
20 e 35 dias (CORREA, 1942 e 1943; WILKERSON & PEYTON, 1991). Sendo assim, cuidados
devem ser tomados, sobretudo com a alimentagdo das larvas, quando se pretende um estudo que
envolva as fases de desenvolvimento desse anofelineo.

Algumas etapas do ciclo de vida dos mosquitos, como a postura e a emergéncia de adultos,
estdo relacionadas a atividade de voo. Isso implica no fato de que o padrdo de atividade de vdo de
uma populagdo no campo pode estar refletindo diferentes atividades, inclusive de individuos com
idades distintas como fémeas a procura de locais para postura, atividades hematofagicas,
acasalamento e até mesmo a presenga de mosquitos recém-emergidos.

O estudo dos padrdes de ocorréncia dos eventos ligados a reprodugdo e ao desenvolvimento
dos insetos necessita de um bom conhecimento do ciclo da espécie, sobretudo do tempo de duragdo
desse ciclo e dos instares que o compdem. Esse conhecimento € necessario para se prevenir o
momento em que um evento pode acontecer, principalmente nos casos em que as observagdes sdo

feitas por inspegdo visual sem a ajuda de equipamentos automatizados. Em vista do que foi exposto,



para se obter informagdes sobre a atividade de postura e de alguns eventos relacionados ao

desenvolvimento pos-embrionario de Anopheles cruzii, estabeleceu-se os seguintes objetivos:

Observar padrdes temporais de postura, das ecdises das fases imaturas e das emergéncia de
adultos evidenciando possiveis ritmos,

Averiguar o tempo de duragéo do ciclo das fases de desenvolvimento desse anofelineo;
Comparar os padrdes temporais de postura e emergéncia de adultos com os resultados da

atividade de vdo no seu habitat natural.
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MATERIAL E METODOS
Coleta de adultos

Em 25 de janeiro de 1998, na Floresta Atlantica ao sopé da Serra do Marumbi nas
proximidades de Morretes, Parana, 141 fémeas de Anopheles cruzii foram coletadas
individualmente em frascos de acrilico (5 cm de altura por 2,5 ¢cm de didmetro) cujo fundo foi
forrado com papel de filtro sobre algodao e tampados com tela. Cuidados foram tomados para ndo
capturar fémeas ingurgitadas. As fémeas foram acondicionadas em uma caixa de poliestireno
termicamente isolada (isopor) e alimentadas com mel diluido a 5%. A umidade foi mantida com
auxilio de toalha umida e pela umidade provinda do chumago de algodio embebido em solugdo
alimentar contido em cada frasco. Posteriormente as fémeas foram transportadas ao laboratorio de
Ritmos Biologicos do Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo, para efetuar as
observagdes dos processos de postura, eclosdo, mudas, pupagdo e emergéncia de adultos.

Detalhes da area de estudo e os procedimentos de captura dos mosquitos foram descritos no

Capitulo 1.

Experiéncia-piloto

Para obter dados confiaveis sobre a sobrevivéncia das fémeas de Anopheles cruzii, foram
efetuados testes no laboratorio do Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Parana,
Curitiba - PR, de maio a julho de 1996. A longevidade dessa espécie forneceu seguranga para
transportar fémeas at¢ o Museu de Zoologia da Universidade de Sio Paulo, Séo Paulo — SP e para a
realizagdo dos demais trabalhos de laboratorio.

Para o estudo da postura e fendmenos relacionados ao desenvolvimento de Anopheles cruzii
realizou-se primeiramente uma criagdo-teste, seguindo sugestdes de KAKITANI (1992) e
KAKITANI (1997, informagdo pessoal). Esse estudo foi realizado de maio a julho de 1997 no

Museu de Zoologia da USP e possibilitou o dominio da técnica de criagio.

Condicdes de laboratorio

A criagdo dos mosquitos e a maior parte dos experimentos foram conduzidos em
condi¢des naturais de fotoperiodo. A temperatura e a umidade relativa do ar foram monitoradas
com um termo-higrometro. Para as observagdes noturnas foram mantidas acesas noite e dia,

durante todo o experimento, duas lampadas fluorescentes de 20 Watts revestidas por filtro
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vermelho letraset Letravision modelo LV207 PAF-7 (comprimento de onda 660nm,

aproximadamente).
Monitoramento da postura

No laboratdrio, as fémeas foram mantidas individualizadas nos mesmos frascos em que
vieram do campo e separadas em dois grupos; um que recebia repasto sangiiineo no intervalo
09:00-10:30 h e o outro, no intervalo 18:30-20:00 h. Esse procedimento foi repetido durante trés
dias consecutivos. Antes da oferta de sangue, as fémeas eram mantidas em jejum por
aproximadamente 24 horas. Apos a hematofagia, foi oferecido solugdo de mel ad libitum embebido
em um pequeno chumago de algodado que era substituido a cada 2-3 dias para evitar proliferagdo
de fungos. O monitoramento das fémeas gravidas era feito a cada 3 horas, durante 3 dias
consecutivos para detectar a presenca de ovos sobre o papel de filtro. Posteriormente os ovos eram
contados e transferidos para bacias com agua, devidamente etiquetadas, contendo codigo da fémea,
horario de jejum, de hematofagia e de postura. Essas bacias eram brancas, com 9,5 cm de didmetro
superior, 8,0 cm de diametro inferior e 6 cm de profundidade e continham cada uma, 200 ml de
agua de baixa salinidade (solugdo de cloreto de sodio 1%) e alimento floculado para peixes,
Tetramin. Agua destilada era acrescentada todos os dias para evitar que os ovos aderissem as

paredes do recipiente, por tensdo superficial, em conseqiiéncia da evaporagdo.

Monitoramento da eclosao

Como se conhecem os efeitos adversos da iluminac¢do constante sobre o desenvolvimento
do embrido (PITTENDRIGH & DAAN, 1976) e os possiveis deslocamentos de fase provocados
por pulsos de luz durante a fase escura, optou-se por ndo observar ‘as eclosdes durante a noite.
Deste modo, este processo foi monitorado regularmente a cada 24 horas, no intervalo de 11:00 -
13:00h, quando era possivel visualizar as posturas sem interferéncias mais drasticas. A cada dia
as larvas recém-emergidas eram contadas e transferidas para recipientes de 14,5 cm de didmetro
superior, 11,5 cm de didmetro inferior ¢ 8 cm de profundidade. Um niimero maximo de 50 larvas
era mantido em 400 ml de agua. Da mesma forma que para os ovos, também era usada agua
salinizada com cloreto de sodio a 1% e o mesmo alimento floculado para peixes. A agua era trocada

a cada trés dias ou sempre que houvesse fermentagio do alimento.
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Monitoramento do desenvolvimento larval

As larvas de 1° ao 3° instar foram observadas diariamente e contado o nimero de
exuvias.

Um lote de 114 larvas de 3° instar foi monitorado durante trés dias consecutivos em
intervalos de quatro horas. A cada intervalo horario, eram registradas as larvas que passavam

para o 4" instar.
Monitoramento da pupagiio

Um total de 120 larvas de 4" instar foi observado a cada hora durante 3 dias consecutivos.
Em seguida, as pupas eram individualizadas em pequenos tubos de 2,0 cm de didmetro por 4,5
cm de altura, contendo agua destilada. Esses tubos eram colocados dentro de frasco de vidro com

4.0 cm de didmetro por 8,5 cm de altura tampados com tela afixada por elastico.
Monitoramento da emergeéncia de adultos

Um lote de 145 pupas individualizadas foi monitorado a cada 30 minutos durante 4 dias

consecutivos (96 horas) para observagdo da emergéncia dos adultos.

Analise estatistica

Foram realizadas analises descritivas como percentuais, médias e desvios padrdes e os
resultados foram organizados em tabelas e figuras.

Para o estudo dos ritmos de postura, pupagdo e emergéncia de adultos de Anopheles
cruzii, os dados foram organizados em séries temporais e analisados através de técnicas de
estatistica circular. A hipotese de presenga e auséncia de ritmo foi verificada pelo teste de
Rayleigh (BATSCHELET, 1981; ZAR, 1996) ao nivel de significAncia de 5%. Esse teste mostra
a hora média do pico de ocorréncia (média), tamanho do vetor resultante (R), coeficiente de
correlagdo (r), tamanho da amostra (n) e desvio padrdo (s) em horas. A significincia é verificada
pelo valor de nr* | sendo significativos valores maiores do que 3,0. Os resultados foram obtidos
com auxilio do programa “Circular” (RAMOS, 1998) desenvolvido em Visual Basic. O teste de
Watson & Williams também foi aplicado através do programa “Circular”. Este teste compara os

angulos médios dos vetores de duas amostras e possibilita a detec¢do de diferengas significativas
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entre elas. Para esse teste, o valor critico de /" (valor tabelado de distribui¢do de freqiiéncia) é
4,00, ou seja, valores de /" abaixo do valor critico indicam que diferenga entre as amostras ndo ¢
significativa (a0 = 0,05).

A representagdo grafica dada pela estatistica circular mostra 0 momento em que um
determinado evento acontece. A circunferéncia representa o periodo de 24 horas correspondendo a
360°, assim, 1 hora é 15° | e meio dia ¢ 180° . Cada pequena circunferéncia que se distribui ao redor
do circulo grande representa o evento observado em determinado intervalo horario, ou seja a
postura, a ecdise ou a emergéncia. Esses eventos sdo distribuidos conforme o intervalo em que
ocorrem e os dias sdo representados pelas cores dessas pequenas circunferéncias. A significancia
provém das coordenadas retangulares e polares que levam a um vetor resultante. Para a analise sdo
importantes a magnitude e a diregdo desse vetor. Quanto maior o tamanho do vetor, mais
significativo € o pico de ocorréncia dos dados no horario em que o vetor esta apontado. A linha

cheia que aparece no interior da circunferéncia denota o desvio padrio da distribui¢do dos dados.
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RESULTADOS

Postura

Durante o processo de postura, a temperatura ambiente manteve-se em 251 + 0,6°C e a
umidade relativa do ar em 57 a 81%. Apesar de as fémeas ficarem mantidas dentro dos frascos, elas
realizavam movimentos na forma de episodios de vdo. Apos a ingestdo de sangue, observou-se que
elas realizavam poucos movimentos e esse comportamento se manteve até a postura.

Um total de 1063 ovos foram colocados por 36 fémeas em 65 posturas (Apéndices 9 e 10).
O numero médio de ovos por postura foi de 16,35 ovos, entre nimeros que variaram de 1 a 78.
Dessas posturas, 33 (50,78%) totalizaram de | a 29 ovos e 83,08% do total tiveram menos de 59

ovos (Tabela I). Considerando o niimero de ovos por fémea, a média foi de 29,53 ovos.

Tabela . Distribuigdo de freqiiéncias do niimero de ovos por postura de Anopheles cruzii em

laboratorio sob  fotoperiodo natural, temperatura ambiente 25,1 + 0,6°C e
umidade relativa do ar 57 a 81%.

Numero de ovos Freqii€ncias
Absoluta Relativa Absoluta Relativa
(%) acumulada acumulada (%)

I-14 38 23.08 15 23,08
15-29 15 27,70 33 50,77
30-44 7 10,77 40 61,54
45-59 3 21,54 54 83,08
60-74 1 9,23 60 92,31
75-89 I 7,70 65 100,00
Total 65 100

Das 36 fémeas que realizaram posturas, 18 (50%) colocaram seus ovos num lote tnico e as
18 (50%) restantes, em diferentes horarios ou até mesmo em diferentes dias. Daquelas fémeas que
puseram ovos parceladamente, 10 o fizeram em duas vezes, 5 em trés vezes e 3 delas em quatro
vezes (Apéndices 9 e 10 e 11). O intervalo de tempo entre as posturas parceladas foi bastante

variavel e ndo seguiram um padrdo (Apéndice 11).
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Aspectos cronobiologicos

Nas observagOes a cada trés horas por trés dias consecutivos, foram contadas 58 posturas,
sendo que a estatistica circular revelou a presenga de um ritmo validado pelo teste de Rayleigh. A
acrofase ocorreu em média as 23:24 h com desvio padrdo de 3:47 h para todos os dados de postura,
sendo que o intervalo do pico foi entre 21:00-24:00 h (Tabela II, Figura 1 e 2). Separando os dados
em dois lotes, de acordo com os grupos que receberam repasto sangiiineo em momentos diferentes
do dia, observou-se que, para o grupo de repasto 9:00-10:30 h, a acrofase da postura ocorreu as
00:13 h com desvio de 3:55 h e para o grupo de repasto 18:30-20:00 h, a acrofase foi as 22:36 h
com desvio de 3:24 h (Figuras 3). Pelo teste de Watson & Williams, constatou-se que as diferengas
entre os grupos ndo foram significativas. O valor de I foi 1,45 e isso significa que ficou abaixo do
valor critico para esse teste, que é F'=4,00. Isso significa que 0 momento em que a postura ocorreu
era independente da hora em que a fémea alimentou-se. As figuras 1, 2 e 3, apesar de representarem
dados e métodos de analise diferentes, em todas € possivel identificar um claro ritmo circadiano de

postura, com pico acontecendo no intervalo das 21:00 a 0:00 h (Figura 1).

Tabela 1. Numeros e percentuais de posturas de Anopheles cruzii observados em laboratorio, a cada
trés horas, sob fotoperiodo natural, temperatura 25,1 + 0,6°C e umidade relativa do ar 57
a 81%, durante trés dias consecutivos.

Intervalos Dias
horarios 1¢ % 2° % : 3 % Total
06:00-09:00 0 0,00 4 13,79 2 14,29 6
09:00-12:00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0
12:00-15:00 0 0,00 2 6,90 0 0,00 2
15:00-18:00 3 20,00 2 6,90 1 7,14 6
18:00-21:00 3 20,00 5 17,24 - 4 28,57 12
21:00-00:00 7 46,67 11 3793 6 4286 24
00:00-03:00 0 0,00 2 6,90 1 7,14 3
03:00-06:00 2 1333 3 10,34 0 0,00 5
Total 15 100 29 100 14 100 58
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Figura 1. Frequéncias de posturas de Anopheles cruzii nos trés dias consecutivos a intervalos de trés
horas, sob fotoperiodo natural, temperatura 25,1 + 0,6°C e umidade relativa do ar entre
57 a 81%.

Média=2324h

R=293

r=0,505

n=>58

s=347h

Rayleigh (5%) significativo
360°=24h;0° ~0h.

nr’ = 14,79

Figura 2. Distribuigdo horaria da postura de Anopheles cruzii nas 24 horas do dia
com observagdes em intervalos de 3 horas durante 72 horas consecutivas.
Fotoperiodo natural, temperatura 25,1 + 0,6°C e umidade relativa do ar 57
a 81%.
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Média=0:13 h Meédia=22:36 h
R=14,73 R=15,24
r= 0472 r=0,601
n= 32 n=26
s=3:55h s=3:24
Rayleigh (5%) significativo Rayleigh (5%) significativo
360°=24h;0°~0h 360°=24h;0°~0h
nr’ =713 nr’ = 9,39
A B ’

Figura 3. Distribui¢do horaria da postura de Anopheles cruzii nas 24 horas do dia
com observagdes em intervalos de 3 horas durante 72 horas consecutivas.
(A) Repasto sangiiineo realizado 09:00 - 10:30h e (B) 18:30 - 20:00h.

Fotoperiodo natural, temperatura 25,1 + 0,6°C e umidade relativa do ar 57
a 81%.

Eclosao dos ovos e ecdises larvais

Dos 1063 ovos, 667 (62,75%) eclodiram. Detalhes dos percentuais de eclosdo por fémea
estdo no Apéndice 9 e os percentuais por postura, no Apéndice 10. Os percentuais de emergéncia
das larvas foram bastante heterogéneos, variando de zero a 100% dos ovos de uma determinada
fémea ou lote de ovos.

Nos dois primeiros dias apds a emergéncia, as larvas eram muito pequenas e dificeis de
serem visualizadas. Aquelas recém-emergidas dificilmente eram vistas sem o auxilio de uma lupa.
Durante o 1° instar, observou-se que as larvas tiveram crescimento acentuado antes de passarem
para o 2° instar. No 2° instar, elas proporcionalmente cresceram menos do que no primeiro e em
seguida ja passaram para o 3° instar. No 3° e 4° instares foi observado que as larvas adquiriam
coloragdo de acordo com a cor do alimento oferecido. Aquelas que se alimentavam de flocos
esverdeados adquiriam colorag@o esverdeada e as que ingeriam flocos de cor vermelha ficavam com
coloragdo avermelhada. Quando proximas a pupagdo, as larvas tornavam-se mais escuras e além
disso, também diminuiam a movimentagdo. E um fato que foi observado quanto a movimentagéo
das larvas, independente do instar, € que elas respondem mais intensamente na fase clara do que na
fase escura do dia.

Das 667 larvas que emergiram, 446 (66,87 %) chegaram ao 4° instar e dessas foram

sacrificadas 140, seguindo-se com a criagdo, um total de 306 larvas. Durante o processo de
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desenvolvimento larval, a temperatura no laboratorio foi de 25,1 + 0,6°C e a umidade relativa do ar
variou entre 57 e 81%. De acordo com o teste de Rayleigh, as 72 larvas de 3° instar, observadas a
cada quatro horas durante trés dias consecutivos, ndo mostraram um ritmo de ecdise para o 4° instar

larval (Tabela III, Figura 4).

Tabela III. Numeros e percentuais de ecdise de 3° para 4° instar larval de Anopheles cruzii
observados em laboratorio a cada quatro horas, durante trés dias consecutivos, sob
fotoperiodo natural, temperatura 25,1 + 0,6°C e umidade relativa entre 57 e 81%.

Intervalos horarios Dias
1° % 20 % 3° % Total
12:00-16:00 2 11,76 4 17,39 7 21,88 13
16:00-20:00 3 17,65 6 26,09 8 25,00 17
20:00-00:00 1 5,88 5 21,74 4 12,50 10
00:00-04:00 1 5,88 2 8,70 3 937 6
04:00-08:00 4 23,54 3 13,04 4 12,50 11
08:00-12:00 6 35,29 3 13,04 6 18,75 15
Total 17 100 23 100 32 100 72
Média = 16:15 h
R=12,53
r=0,17
n=72
s=4:54h

Rayleigh (5%) ndo significativo
360°=24h;0°~0h
nr’ = 2,08

Figura 4. Distribuigdo horaria da ecdise de 3° para 4° instar larval de Anopheles cruzii
nas 24 horas do dia com observagdes em intervalos de 4 horas durante 72
horas consecutivas. Fotoperiodo natural, temperatura 25,1 + 0,6°C e
umidade relativa entre 57 e 81%.

Pupacio

As 306 larvas que alcangaram o 4° instar chegaram a pupa. Durante a pupagéo a temperatura
foi de 24,6 + 0,4°C e a umidade relativa do ar variou entre 72 e 87%. Das 306 larvas, 103 foram
isoladas para observagdes das pupagdes, onde constatou-se que elas ndo apresentavam um ritmo.
Essas observagdes foram validadas pelo teste de Rayleigh (Tabela IV e Figura 5). Tanto as larvas
como também as pupas, reagiam a estimulos. Se ndo incomodadas, as pupas permaneciam

flutuando e imoveis. No inicio da fase pupal, os individuos possuiam coloragdo avermelhada que
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escurecia gradualmente a cada dia. Quando proximas a emergéncia, adquiriam uma colora¢do

negra.

Tabela IV. Numeros e percentuais de pupagdo de Anopheles cruzii observados em laboratorio
a cada hora durante trés dias consecutivos sob fotoperiodo natural, temperatura
24,6 +0,4°C e umidade relativa do ar entre 72 e 87%.

Intervalos horarios Dias
1° % o % 3° % Total
17:00-18:00 1 3.23 2 6,06 1 2,56 4
18:00-19:00 1 3,23 2 6,06 1 2,56 4
19:00-20:00 4 12,90 1 3,03 1 2,56 6
20:00-21:00 0 0,00 1 3,03 1 2,56 2
21:00-22:00 1 323 1 3,03 3 7.69 5
22:00-23:00 0 0,00 0 0,00 2 5,13 2
23:00-00:00 2 6.45 2 6,06 1 2,56 >
00:00-01:00 0 0,00 1 3,03 0 0,00 1
01:00-02:00 3 9,67 3 9,09 2 5,13 8
02:00-03:00 3 9,67 0 0,00 1 2,56 4
03:00-04:00 3 9,67 0 0,00 2 5,13 S
04:00-05:00 0 0,00 0 0,00 1 2,56 1
05:00-06:00 0 0,00 3 9,09 1 2,56 4
06:00-07:00 2 6,45 2 6,06 3 7,69 7
07:00-08:00 1 3.23 2 6,06 2 10,26 D
08:00-09:00 2 6,45 2 6,06 2 5,13 6
09:00-10:00 1 3123 2 6,06 4 10,26 7
10:00-11:00 0 0,00 0 0,00 2 13 2
11:00-12:00 2 6,45 1 3,03 1 2,56 4
12:00-13:00 1 3,23 2 6,06 2 5,13 5
13:00-14:00 1 323 0 0,00 2 5,13 3
14:00-15:00 0 0,00 3 9,09 3 7,69 6
15:00-16:00 2 6,45 1 3,03 1 2,56 4
16:00-17:00 1 3,23 2 6,06 0 0,00 3
Total 31 100 33 100 39 100 103

Média=8:58 h

R=6,82

r = 0,066

n=103

s=5:13h

Rayleigh (5%) ndo significativo
360°=24h;0°~0h
nr’ = 0,45

Figura 5. Distribuigdo horaria da pupagdo de Anopheles cruzii nas 24 horas do dia
com observagdes em intervalos de 1 hora durante 72 horas consecutivas.
Fotoperiodo natural, temperatura 24,6 + 0,4°C e umidade relativa do ar
entre 72 e 87%.
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Emergéncia de adultos

Das 306 pupas, 11 morreram e, portanto, emergiram um total de 295 mosquitos; desses,
156 eram machos e 139 eram fémeas. Durante o processo de emergéncia de adultos, a temperatura
foi de 25,2 + 0,8°C e a umidade relativa do ar variou entre 65 e 86%. Um lote de 145 pupas de
Anopheles cruzii foi observado durante quatro dias consecutivos com monitoramento a cada 30
minutos, no entanto ndo se detectou um ritmo de emergéncia (Tabela V e Figura 6). Nesse caso, o
teste de Rayleigh resultou significativo devido ao elevado nimero de mosquitos observados, € o
nr” foi de 3,67 ultrapassando o valor 3,0 que delimita a significincia do teste. No entanto, pode-
se observar pela Figura 5 que o “r” foi extremamente pequeno (0,159).

Durante as observagdes, a ocorréncia da emergéncia parecia distribuir-se de modo
praticamente uniforme ao longo do dia (Figura 6). No entanto, nos dois ultimos dias de
observagdo, quando aconteceram fortes tempestades a tarde, verificou-se um sibito aumento no

nimero de emergéncias nas horas que antecederam as chuvas.

Média=13:29h

R=23,1

r=0,159

n=145

s=4:57h

Rayleigh (5%) significativo*
360°=24h;0°~0h

nr’ = 3,66

Figura 6. Distribuigdo horaria da emergéncia de Anopheles cruzii nas 24 horas do dia
com observagdes em intervalos de 30 minutos durante 96 horas consecutivas.
*Q teste de Rayleigh foi significativo devido ao nr* ser maior do que 3,0, no
entanto, o valor de “r”” é pequeno para se considerar um ritmo. Fotoperiodo
natural, temperatura 25,2 + 0,8°C e umidade relativa do ar entre 65 e 86%.
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Tabela V. Numeros e percentuais de emergéncia de adultos de Anopheles cruzii observados
em laboratorio a cada 30 durante quatro dias consecutivos, sob fotoperiodo natural,
temperatura 25,2 + 0,8°C e umidade relativa do ar entre 65 e 86%.

Intervalos hordrios Dias
1 % 2 % 3¢ Y% 4° % Total
19:30-20:00 26,67 0 000 2 5,13 0 0.00 4
20:00-20:30 1 1,33 2 5,88 () 0,00 | 2.38 4
20:30-21:00 0 0,00 1 2,94 2 5,13 0 0,00 3
21:00-21:30 | 1,33 | 2,94 §] 0,00 1 2,38 3
21:30-22:00 2 0,67 | 2.94 | 2.56 | 2,38 5
22:00-22:30 () 0,00 ] 2.94 () 0).00 () 0,00 |
22:30-23:00 0 0,00 0 000 0 0,00 0 0,00 0
23:00-23:30 1 1,33 | 294 I 2,56 | 2,38 4
23:30-00:00 () 0,00 | 2,94 () 0,00 | 2,38 2
00:00-00:30) () 0,00 | 2.94 | 2.56 ] 2,38 3
00:30-01:00 1L 0 000 0 0.00 2 4,76 3
01:00-01:30 133 0 000 ] 2.56 | 2,38 3
01:30-02:00 2 6,67 0 000 | 2.56 ! 2,38 4
02:00402:30 0 000 0 000 0 0,00 0 0.00 0
02:30-03:00 0 000 1 294 | 2.56 0 0.00 2
03:00-03:30 0 000 0 000 0 0,00 ] 238 1
03:30-04:00 0 0,00 2 5,88 0 0,00 0 0.00 2
04:00-04:30 1 1,33 | 294 () 0,00 I 2.38 3
04:30-05:00 0 000 1294 1256 0 000 2
05:00-05:30 () 0,00 0 0,00 0 0.00 | 238 1
05:30-06:00 I 1.33 () 0,00 0 0,00 | 2,38 2
06:00-006:30 0 0,00 0 0,00 | 2.56 () 0,00 |
06:30-07:00 0 0,00 0 0,00 4 10,26 0 0,00 4
07:00-07:30 4 133 0 000 0 0,00 | 2,38 5
07:30-08:00 0 0,00 | 2,94 | 2,56 0 0,00 2
08:00-08:30 0 000 0 000 0 0,00 2 476 2
08:30-09:00 ] 1,33 ] 2,94 1 2,56 ] 2,38 4
09:00-09:30 | 1,33 ! 2,94 1 2.56 2 476 5
09:30-10:00 0 0,00 | 2.94 | 2,56 | 2.38 3
10:00-10:30 1 1,33 | 2,94 3 7.09 () 0,00 5
10:30-11:00 () 0,00 () 0,00 2 5.13 3 7.14 5
11:00-11:30 () 0,00 | 2.94 0 0,00 | 238 2
11:30-12:00 0 0,00 | 294 1 2.56 1 2,38 3
12:00-12:30 0 0.00 | 294 | 2,56 | 2,38 3
12:30-13:00 2 6,67 | 2,94 0 0,00 3* 7,14 0
13:00-13:30 | 1,33 | 2,94 3 7.69 3* 7.14 8
13:30-14:00 | 1.33 0 0,00 I 2.56 1* 2,38 3
14:00-14:30 2 0,67 1 2,94 0 0,00 0 0,00 3
14:30-15:00 0 0,00 1 2,94 0 0,00 0 0,00 1
15:00-15:30 | 1.33 2 5,88 q4* 10,26 2 4,76 9
15:30-16:00 | 1.33 () 0,00 2* 5,13 2 4776 5
16:00-16:30 0 000 0 000 0 000 0 000 0
16:30-17:00 0 000 0 000 0 000 2 476 2
17:00-17:30 1 1,33 | 2,94 0 0,00 I 2,38 3
17:30-18:00 0 000 | 2,94 | 2,56 | 2,38 3
18:00-18:30 0 0,00 2 5,88 0 0.00 0 0,00 2
18:30-19:00 1 1,33 2 5,88 0 0,00 0 0,00 3
19:00-19:30 0 0,00 0 0,00 ] 2,56 0 0,00 1
Total 30 100 34 100 39 100 42 100 145

* Valores que sc elevaram pouco antes de chuva intensa.
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Duragfo das fases de desenvolvimento

Das 141 fémeas coletadas, 113 sobreviveram as condigdes de transporte do campo ao
laboratorio. Dessas, 79 ingurgitaram, sendo que 36 (45,57%) realizaram posturas. A partir dos ovos
assim obtidos, acompanhou-se o desenvolvimento deste anofelineo até a fase adulta. Para a
avaliagdo do ciclo foram utilizadas 446 larvas que chegaram até o 4° instar e a partir de 306 pupas
atingiram adulto um total de 295. Durante todo o processo de criagdo a temperatura do laboratdrio
foi de 24,2 + 1,8°C e a umidade relativa do ar variou entre 50 e 87%.

A Tabela VI mostra os tempos médios e desvios padrdo, em dias, de cada estadio de
desenvolvimento embrionario e pos-embrionario de Anopheles cruzii. Essa tabela foi elaborada a
partir do Apéndice 8, que inclui todos os dados obtidos durante a criagdo, com as corregdes de
acordo com os hordrios em que cada etapa foi observada. A média do tempo entre o repasto
sangiineo e a postura foi de 4,36 (s = 0,78) dias. A fase de ovo durou em média 4,36 (s = 1,00) e a
larval 23,56 (s = 1,89) dias. Dos instares larvais, as maiores médias de duragdo foram verificadas no
primeiro e quarto instares. Quanto a fase de pupa, esta foi mais curta do que as outras fases,
verificando-se a emergéncia em 3,20 (s = 0,76) dias. O tempo total para esse anofelineo completar o

ciclo foi de 30,71 (s = 3,57) dias.

Tabela VI. Médias e desvios padrdo, em dias, das fases de desenvolvimento de Arnopheles cruzii

criado em laboratorio sob fotoperiodo natural, temperatura 24,2 + 1, 8°C e umidade relativa
do ar entre 50 e 87%.

Tempo médio de: Média (dias) Desvio Padrdo (dias)
Repasto a postura 436 0,78
Fase de ovo 436 | 1,00
1° instar 16,52 2,91
2° instar 3,63 1,21
3% instar 450 1,21
4° instar 7,84 1,25
Desenvolvimento pupal 320 0,76
Desenvolvimento larval 23,56 1,89
Eclosdo ao adulto 26,38 3,56
Total de desenvolvimento pds embrionario 30,71 357
Repasto a adulto 34 43 3,58
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DISCUSSAO
Fases do desenvolvimento

a. Postura

No presente estudo, o tempo médio de 4,36 (s = 0,78) dias, que as fémeas de Anopheles
cruzii levaram para a colocarem seus ovos apos a hematofagia, foi menor do que o tempo esperado
de 6 a 7 dias (KAKITANI, 1992). Uma possibilidade para explicar a diferenga do tempo entre
repasto e postura no presente trabalho é o fato de os individuos terem sido trazidos do campo e,
apesar dos cuidados para ndo capturar fémeas ingurgitadas, é possivel que algumas delas tenham
realizado repasto prévio antes da captura. No entanto, esse fato s6 podera ser confirmado com
estudos sobre o desenvolvimento dos foliculos em fémeas provenientes dessa mesma localidade. O
motivo para isso € que se Anopheles cruzii for realmente um complexo (RAMIREZ, 1994), as
linhagens podem apresentar diferengas nas condigGes reprodutivas como acontece com o complexo
Culex pipiens (SHINKAWA et al., 1994).

No caso de Anopheles (Kerteszia) neivai Howard, Dyar & Knab, 1912 (1913) estudado por
BAERG & MELVIN (1974), as posturas s6 foram conseguidas a partir de uma segunda ou terceira
ingestdo sangiiinea e as fémeas colocaram seus ovos 4-5 dias depois. Resultado semelhante
encontraram MURILLO et al. (1989) com a mesma espécie, que levou 4 % dias para ovipositar
apos uma segunda hematofagia. Esse € provavelmente o tempo médio requerido por essa espécie
para a maturagdo dos foliculos e mostrou-se semelhante ao conseguido no presente trabalho. A
diferenga € que em Anopheles cruzii, o desenvolvimento folicular € completado com uma unica
hematofagia.

O ntimero médio de ovos por postura no presente trabalho foi menor do que o observado por
RACHOU (1950). Esse autor obteve uma média de 67,3 ovos com um maximo de 176 e minimo
de 12 ovos num mesmo processo. Na presente investigagio, considerando o nimero médio de
ovos por fémea, a média aumenta de 16,35 para 29,53 ovos mas, mesmo assim a diferenca entre
os dois trabalhos ainda é grande. E possivel que esse fato seja ligado a alguma condigdo
ambiental ou fisiologica. Associado a isto, o fato de as fémeas terem efetuado posturas
parceladas pode ser uma indicagdo de uma condigdo de estresse, pois, como as observa¢des eram
realizadas em intervalos rigidos, a interferéncia das condi¢des necessarias a observagdo pode ter

causado a suspensio momentinea do processo. Com a interrup¢do, a postura continuaria no
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intervalo seguinte ou mais tarde. Esse fato foi observado algumas vezes, pela diferenca de horas
entre uma postura e outra, como pode ser visto no Apéndice 11. A reten¢do de ovos € um fato
observado por GILLET (1962) e ocorre em Aedes aegypti. Para essa espécie, os ovos podem ficar
retidos e serem colocados antes ou depois da realizagdo da proxima alimentag¢do sangiiinea. Apesar
disso, existe a possibilidade de Anopheles cruzii efetuar realmente suas posturas de forma parcelada
no ambiente natural. Esse fato pode significar uma estratégia da espécie para distribuir seus ovos
por diversos criadouros, usada como recurso para garantir a procri'aq:?lo‘ A distribui¢do parcelada
dos ovos poderia ter essa explicagdo, além da mortalidade natural e predagdo, para o fato de a
densidade larval por bromélia ser tdo baixa. Esse fato foi observado por RACHOU et al. (1949b)
em Brusque, Santa Catarina, onde obtiveram 0,46 larvas por bromélia examinada (2,46 por
bromélia positiva) e também por FORATTINI er al. (1961) com 0,26 larvas por bromélia em

Cananéia, Sao Paulo.
b. Desenvolvimento embrionario

A média de 4,36 (s = 1,00) dias de duragdo da fase de ovo em Anopheles cruzii observada
neste estudo ficou dentro do esperado para a espécie e dos valores obtidos por outros autores.
CORREA (1942) obteve em seus experimentos, duragdo de trés dias da fase de ovo, e RACHOU
(1950), de 2-18 dias, sendo 5 dias a duragdo mais freqiiente. MURILLO et al. (1989) obtiveram,
com Anopheles neivai, uma média 3,17 dias. Isso indica que essa fase possui duragdo semelhante
para ambas as espécies supra citadas do subgénero Kerteszia,

RACHOU (1950) obteve um percentual de eclosao dos ovos de Anopheles cruzii de 34,8%
(5410 ovos e 1884 larvas emergidas), que foi bem menor do que 0s 62,75% (1063 ovos e 667 larvas
emergidas) no presente estudo. As razdes para essa diferenga sdo dificeis de avaliar, pois esse autor
ndo discute em que condigdes os ovos foram mantidos. Esta diferenga pode estar relacionada por
exemplo com a dessecagdo dos ovos, pois eles facilmente aderem as paredes do recipiente no

processo natural de evaporagdo da agua.
c. Larvas e pupas

De acordo com BAERG & MELVIN (1974), a fase larval de Anopheles neivai foi de 20 a
30 dias. Trabalhando com a mesma espécie, MURILLO ef al. (1989) obtiveram dura¢do média de
20 dias, ou seja um tempo médio um pouco menor. Esses ultimos autores atribuem tal diferenga a

temperatura, que foi mantida mais baixa no trabalho de BAERG & MELVIN (1974). A durag¢do da
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fase larval em torno de 20 dias parece ser uma caracteristica comum as duas espécies, Anopheles
neivai e Anopheles cruzii, cuja média foi de 23,56 (s = 1,89) dias. Possivelmente essa duragdo
média deve ser semelhante as outras espécies do subgénero Kerfeszia.

CORREA (1942) registrou uma duragdo de 15 dias da fase larval de Anopheles cruzii. A
diferenga com o presente estudo (23,56, s=1,89 dias) deve-se principalmente & duragdo do
primeiro instar larval, que o autor mostrou ser de apenas 5 dias, ou seja, bem mais curta em
relagio & média de 16,52 dias obtida neste trabalho. E possivel que essa diferenca seja devida a
grande variagdo das condigdes ambientais durante o desenvolvimento. Segundo os estudos da
fisiologia do crescimento realizados por NAYAR (1967a, 1967b) com Aedes taeniorhynchus, onde
a quantidade de alimento disponivel para as larvas € um dos principais fatores controladores do
padrdo de duragdo do crescimento, além da dénsidade populacioﬁal, variagdo fotoperiodica e a
salinidade da agua. Assim uma possivel explicagdo para a diferenga do tempo de duragdo da fase
larval, pode estar relacionada a alimentagdo das larvas e temperatura em que a criagdo foi mantida.
CORREA (1942) utilizou coalhada lavada como alimento, diferindo do presente estudo em que foi
utilizada a ragdo de peixe. Uma causa mais provavel da diferenga dos resultados obtidos por
CORREA (1942) talvez seja a variagio muito acentuada da temperatura ambiente que o autor diz
ter sido de 10 °C (variando entre 20 e 30°C). Esta variagdo pode provocar uma aceleragdo dos
processos metabdlicos subjacentes ao desenvolvimento (CHAPMAN, 1982).

Os dados aqui apresentados estéo de acordo com os de MURILLO e/ al. (1989) que também
detectaram uma duragdo maior do primeiro instar, bem como do quarto instar larval em Anopheles
neivai. E importante salientar que os dados de ARAGAO (1968b) corroboram com estas duragdes
diferentes em estudos de campo, em que observou que as larvas de primeiro e quarto instares, de
algumas espécies de Kerfeszia, eram mais abundantes que as dos demais instares. Nesses instares
ocorre maior crescimento das larvas, e isso provavelmente se deve ao fato de que as reservas
armazenadas nas larvas de insetos holometabolos sdo utilizadas principalmente durante a
metamorfose, quando os tecidos do adulto sdo formados. Cada instar tem sua duragdo, o que parece
refletir uma variagdo no balango nutricional devido a variagdo da necessidade de cada instar. A
larva de primeiro instar de Anopheles cruzii necessita da alimenta¢do para seu crescimento € a do
quarto instar, deve estar acumulando reservas no corpo gorduroso como preparo antecipado para a
fase de pupa.

O desenvolvimento dos caracteres adultos depende do grau de modifica¢do da larva e em
geral, em Diptera, os tecidos sdo quase totalmente reconstruidos apos histolises e fagocitoses dos
tecidos larvais (CHAPMAN, 1982). Apesar dessas transformagdes drasticas, Anopheles cruzii

permanece por bem pouco tempo na fase de pupa, quando se compara com a durag@o dos instares
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larvais. CORREA (1942) detectou uma duragdo de dois dias para as pupas desse anofelineo e
WILKERSON & PEYTON (1991) uma duragdo de trés dias. No presente estudo, a duragio em
Anopheles cruzii coincidiu com a de Anopheles neivai, observada por MURILLO et al. (1989), em
exatamente 3,20 dias, diferindo apenas no desvio padrdo de 0,76 dias para os 0,69 obtidos por esses
autores. O tipo de ambiente aquatico ocupado pelas fases imaturas da maioria das espécies do
subgénero Kerteszia ¢ comum a diversos grupos animais e provavelmente muitos deles devem ser
predadores. Sendo assim, um rapido desenvolvimento pupal, associado a necessidade de evitar
gastos de energia com movimentagdes representa uma provavel estratégia da espécie para evitar a

predac@o nessa fase do ciclo.
d. Duracio do ciclo

Os registros de duragdo entre postura até a emergéncia de adultos variam pouco nos
diferentes trabalhos e entre os representantes do subgénero Kerreszia. A média de 30,71 (s = 3,57)
dias, obtida no presente estudo, pouco difere do resultado de WILKERSON & PEYTON (1991)
com Anopheles cruzii proveniente de coletas em lguape, Sdo Paulo. Apesar desses autores ndo
registrarem as condigdes de cria¢do, pois a criagdo ndo era o objetivo do trabalho deles, e assim
mesmo obtiveram um total de 35 dias para o ciclo. MURILLO er al. (1989), na Colémbia, em
trabalho com Anopheles neivai, observaram 35 dias entre a fase de ovo e adulto. Esses resultados
também ndo diferiram significativamente daqueles registrados por BAERG & MELVIN (1974)
com a mesma espécie no Panama onde obtiveram um total de quatro a cinco semanas na duragdo do
ciclo. O ciclo mais curto de um Kerteszia foi observado por CORREA (1942) com Anopheles
cruzii, totalizando 20 dias e que € reflexo da curta duragdo do primeiro instar larval e da pupa, como

discutido anteriormenrte.
Ritmicidade no processo de postura de Anopheles cruzii

A maioria dos estudos de posturas em anofelineos aponta para um padrdo noturno com
intervalos de pico que variam conforme a espécie. O pico em Anopheles (Lophopodomyia)
albimanus Wildemann, 1821 segundo CHADEE er al. (1993), ocorre entre 24:00-02:00 horas.
CHADEE & BEIER (1996) detectaram um pico noturno de postura de Anopheles
(Nyssorhynchus) oswaldoi (Peryassi) 1922, ocorrendo entre 22:00 e 2:00 h. No caso de
Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis Curry, 1932 o pico de postura foi um pouco mais tarde,

entre 24.00 e 04:00 h (CHADEE & MOHAMMED, 1996). No presente estudo, as posturas de
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Anopheles cruzii mostraram um ritmo com um pico também noturno, porém mais cedo do que as
espécies supra citadas. A maior incidéncia verificada no intervalo de 21:00-24:00 h significa que
as fémeas colocaram seus ovos principalmente entre 2 e 5 horas apds o anoitecer.

GILLET (1962), trabalhando com Aedes aegypti, observou um ritmo “gated” no processo
de postura. Esse autor observou intervalos de 55 horas (2,29 dias) entre a alimentagdo sangiiinea
e as posturas e detectou um intervalo de 24 horas entre as posturas. Em Aedes krombeini, JOSHI |
(1996) também observou “gates” em posturas de duas linhagens dessa espécie. Com relagdo a
Anopheles cruzii, na presente pesquisa, foi detectado que o intervalo entre hematofagia e postura
foi de 4,36 dias e o horario da hematofagia nio interfere significativamente no horario da
postura. Nos anofelineos acima referidos ocorre um ritmo, no entanto, ele ndo ¢ “gated”.
Quando foram observados intervalos entre as posturas, daquelas fémeas que colocaram ovos
parceladamente, também ndo ocorreu um ritmo “gated” caracterizado, pois ndo foram detectados
intervalos fixos entre uma postura e outra.

E comum os picos de oviposicdo estarem associados aos picos de atividade locomotora, ou
seja, ambos ocorrem no mesmo pulso de atividade. Do ponto de vista adaptativo, segundo BRADY
(1981), isto implica que a oviposi¢do depende do ritmo de atividade. No caso de mosquitos, esse
fato foi observado em diversas espécies, como Anopheles gambiae (JONES & GUBBINS, 1978,
JONES ef al ,1972), Anopheles oswaldoi (CHADEE & BEIER, 1996) e Anopheles aquasalis
(CHADEE & MOHAMMED, 1996). No preseﬁte estudo, Anopheles cruzii também mostra um
pico de postura associado ao pico principal de atividade de voo (Capitulo 1), porque ambos

ocorrem na primeira metade da noite e aproximadamente no mesmo intervalo.
Arritmicidade em processos de desenvolvimento de Anopheles cruzii

A vinculagio da emergéncia do imago a um “gate” levaria a pensar na possibilidade de a
hora da emergéncia manter um intervalo fixo com o momento da pupag@o, como verificado em
Aedes taeniorrhynchus por NAY AR (1967a). Para essa espécie, o relogio da larva controla o “gate”
de pupacdo e as emergéncias, por “gate” fortuito, ou seja, existe um intervalo rigido que ndo é
ativamente controlado pelo relogio, mas apenas representa O tempo necessario para O
desenvolvimento completar-se. No entanto, quando foi observado que as pupag¢des de Anopheles
cruzii ndo apresentavam ritmo, era de se esperar, como foi o resultado, que as emergéncias também
nfo seriam ritmicas. Com essas observagdes, surge a pergunta: “se existe um processo ritmico no
desenvolvimento de Anopheles cruzii, onde ele poderia estar? ”

A falta de ritmicidade nas ecdises e emergéncias observadas em Anopheles cruzii leva a crer
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que possa estar ocorrendo um controle hormonal em instares iniciais, como sugerido por TRUMAN
(1972) no Lepidoptera Mandica sexta. Como no anofelineo nao foi detectada ritmicidade na ecdise
de 3° para 4° instar, isto sugere que possivelmente haja um ritmo relacionado a emergéncia da larva
ou entdo na primeira ou segunda muda, com a liberagio do hormédnio protoracicotropico
proveniente das células neurosecretoras medianas do cérebro. Esse ritmo de liberagdo hormonal
geralmente € “gated” e pode estar se refletindo, como num “gate” fortuito, nas mudas posteriores.
Conforme aumenta o tamanho da larva, aumenta o tempo para formar a nova cuticula e o ritmo
acaba se diluindo nos instares posteriores, inclusive na emergéncia dos adultos.

Arritmicidade de ecdise e de emergéncia n#o significa que ndo haja ritmo nos estagios pos-
embrionarios. A atividade locomotora do imaturo e a ocorréncia de muda implicam processos
distintos de temporizagdo. Uma evidéncia disto foi a clara diferenga da taxa de locomogio e de
reagdo a estimulos mostrada pelas larvas de todos os instares ao longo do dia; todas as formas tém
atividade mais intensa e reagem mais prontamente durante o claro. Isto leva a crer que haja um
ritmo circadiano na locomog@o das larvas e na reagdo das pupas a perturbagdes no criadouro. Esse
ritmo circadiano também foi observado em outros grupos de insetos (SAUNDERS, 1982) e sua
natureza enddgena demonstrada. Como o reldgio circadiano dos insetos holometabolos encontra-se
no lobo protocerebral, que ndo € histolisado durante a metamorfose, uma primeira suposigio é que
em Anopheles cruzii o oscilador seja mantido da larva até o adulto sem modificagdes significativas.
Sendo assim, € possivel que o relogio que controla a atividade locomotora das larvas seja 0 mesmo
que controla a atividade locomotora dos adultos.

Por outro lado, ha evidéncias na literatura de diferengas ontogenéticas entre os relogios das
larvas e dos adultos, como menciona SAUNDERS (1982). Essas diferengas levam a algumas
conhecidas hipoteses de funcionamento do sistema oscilatorio em mosquitos, que desvinculam as
fungdes do relogio, que controla a atividade locomotora das larvas, daquelas dos adultos. No caso
de Aedes taeniorrhyncus, o relogio do adulto so inicia seu funcionamento 36 horas apos a
emergéncia (NAYAR, 1967a, 1967b). Ha o caso também do reloégio do adulto que comega a
funcionar pouco antes da emergéncia, como acontece em Culex pipiens pallens, estudado por
CHIBA (1966). Nesse caso, diferentemente do anterior, as emergéncias sdo controladas pelo relogio
do adulto e ndo pelo da larva. Uma outra forma de controle circadiano foi citada por JONES &
REITER (1975) e JONES (1976). Nesta, ha distintos processos de temporizagdo atuando entre larva
e adulto de Anopheles gambiae, porém eles funcionam de maneira sobreposta, isto €, estdo ativos ao
mesmo tempo. Estas evidéncias levam a uma segunda hipotese para o funcionamento do sistema
oscilatorio em Anopheles cruzii que é a possibilidade de serem separados, ou seja, de existirem

relogios distintos para larva e adulto. Como as emergéncias de Anopheles cruzii parecem ser
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reflexos de um controle hormonal no inicio do desenvolvimento larval, este fato leva a crer que as
emergéncias em Anopheles cruzii sejam controladas pelo sistema oscilatorio da larva e n3o do
adulto € se houver os dois sistemas, o oscilador que controla a atividade do adulto deve comegar a
atuar apos a emergéncia do mesmo, ou entdo, como no caso de Anopheles gambiae, ambos devem
estar funcionando a0 mesmo tempo.

Para saber qual das possibilidades aplica-se aos estagios de desenvolvimento de Anopheles
cruzii sera necessario desenvolver um protocolo especifico que inclua experimentos que
caracterizem o oscilador através do mapeamento dos deslocamentos de fase provocados por pulsos
de luz ou temperatura em diferentes momentos do ciclo de vida do mosquito. Seja qual for o tipo de
sistema oscilatorio que controla a ritmicidade em larvas e adultos de um holometabolo, como € o
caso de Anopheles cruzii, é possivel inferir que esse sistema nio seja completamente desorganizado
no decorrer do desenvolvimento e pode estar presente o tempo todo, apesar de sua ativagdo e da

instalagdo das caracteristicas ritmicas do adulto poderem acontecer algum tempo ap0s a emergéncia.
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CONCLUSOES

As fémeas de Anopheles cruzii efetuam posturas em um intervalo médio de 4,36 dias (s = 0,78

dias) apos o repasto sangiiineo.

Parte das fémeas realizam posturas parceladas. Mesmo havendo a possibilidade destes episodios
estarem refletindo na interferéncia do observador, é possivel que posturas parceladas ocorram
naturalmente, relacionadas a uma estratégia da espécie em distribuir seus ovos por diversos

criadouros.

Nas condig¢des cm que os ovos foram mantidos no laboratorio: temperatura de 25,1 + 0,6°C e

umidade relativa do ar de 57 a 81%, o percentual de eclosdo é de 62,75%.

A fase larval tem duragdo média de 23,56 dias (s = 1,89 dias), sendo que o crescimento € mais
lento nos primeiro e quarto instares que sdo também os mais longos. Provavelmente no primeiro
instar, a exigéncia alimentar seja mais intensa, tendo em vista o crescimento das larvas. No

quarto instar reservas sdao acumuladas no corpo gorduroso como preparagdo para a

metamorfose.

A durag@o da fase de pupa € bastante rapida quando comparada com a fase larval € mesmo com
os instares larvais. “A pupa ndo € completamente imdvel, mas observa-se locomogdo apenas
quando ela € perturbada”. O fato de pouca movimentagdo explica que a energia orgénica é

direcionada para a metamorfose pupal.

O tempo meédio do desenvolvimento pos-embrionario de Anopheles cruzii, nas condigGes

mantidas no laboratorio, € de 30,71 (s = 3,57) dias.

Ha um ritmo no processo de postura de Anopheles cruzii, com um pico noturno ocorrendo,

entre 21:00 e 24:00 horas, ou seja, 2 a 5 horas apos o anoitecer.
O fato de ndo terem sido detectados ritmos nas Gltimas etapas do processo de desenvolvimento e

emergéncia do adulto n3o exclui a possibilidade de haver ritmos de sintese e liberagdo de

hormdnios em qualquer uma ou em todas as etapas envolvidas. Neste caso, a arritmicidade
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detectada pode ser devida a maior quantidade de cuticula a ser formada nos tltimos instares € o
tempo gasto para essa formagdo € cada vez maior levando a perda da ritmicidade nas ecdises e

emergéncias dos adultos.

Ha duas hipoteses de relogio circadiano controlando a atividade locomotora de larvas e de
adultos. Uma que seria o mesmo sistema oscilatorio para ambas as formas e outra que seriam
distintos, porém, o oscilador que controla a atividade do adulto, ou esta atuando de maneira

sobreposta ao oscilador da larva, ou ent3o comega a funcionar somente apds a emergéncia do

adulto.

O pico de postura do anofelineo estudado esta associado a atividade de voo. Isto sugere que um

pico de atividade possa estar incluindo individuos envolvidos em atividades diferentes.

Apesar de ndo ter sido detectado um pico de emergéncia noturna, Anopheles cruzii recém-

emergidos podem estar ativos & noite, pois as emergéncias ocorrem durante as 24 horas do dia.
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CONSIDERACOES FINAIS

o Padrdes ritmicos foram evidenciados em Anopheles cruzii na postura, atividade da larva e
ocorréncia do adulto. Os resultados indicaram que para a gera¢do dos ritmos observados existe
por tras dos processos um sistema ativo e auto-sustentado (relogio bioldgico). A auséncia de
ritmos verificada em algumas etapas do desenvolvimento niio desmente a existéncia de um
relogio biologico. Nestas etapas pode estar havendo apenas falta da expressdo ritmica, ou

mesmo esta expressdo estar sendo sobrepujada por outras fungdes.

e Ritmos observados em Anopheles cruzii estio associados ao ambiente em diversos niveis.
Alguns ciclos ambientais podem estar agindo como “zeitgeber” na atividade dos adultos, como
¢ o caso do claro/escuro e possivelmente a temperatura. Por outro lado também ocorrem
modulagdes dos ritmos por eventos ambientais instantaneos e ciclicos. Um importante fator néo-
ciclico é a presenga de chuva, que modula tanto a ocorréncia quanto a emergéncia dos adultos.
O papel modulador do ciclo lunar parece dar-se nos diferentes niveis diarios de iluminagdo ao
longo da noite e nas alternancias ao longo do més lunar. Também ndo pode ser descartada a
hipotese do ciclo do més lunar ser um “zeitgeber” que sincroniza o desenvolvimento p(’)s—-
embrionario de Anopheles cruzii, tendo em vista que a duragdo do desenvolvimento coincide

com a do ciclo lunar.

e Imagens de microscopia eletronica de varredura revelaram a presenga de mecanoceptores do
tipo campaniforme, que provavelmente sio baroceptores (Apéndices 12 e 13). Estas estruturas
ainda ndo foram estudadas detalhadamente, mas tudo indica que sejam responsaveis pela
percepgdo de mudangas da pressdo atmosférica que acompanham chuva. As respostas no
comportamento de Anopheles cruzii a presenga de chuva foram detectadas no campo, com o
aumento da quantidade de mosquitos atraidos pela armadilha e também no laboratorio, com o

aumento no numero de emergéncias.

e O trabalho aponta para uma diversidade de estratégias na adaptacdo da espécie ao ambiente em
que ocorre. Posturas parceladas, auséncia de “gates” e divisdo do pico de ocorréncia parecem
ser eficientes como prote¢do contra a predagdo e também podem aumentar as dificuldades na
eficiéncia de um método de controle ao vetor. Nao é nada facil pensar no controle de uma
espécie como Anopheles cruzii, que vive num ambiente de floresta. Além disto, a estabilidade

do habitat de bromélia também representa uma protegdo importante. Como o micro-ambiente
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ndo muda, ndo se observa o sincronismo de desenvolvimento da populagio, como acontece em
espécies que se desenvolvem em ambientes sujeitos a mudangas periodicas. Nestas espécies, a
aplicagdo de um método de controle baseado na aplicagdo de drogas ou hormonios, surte efeito
uma vez que todos, ou a maior parte, dos individuos da populag¢do vdo estar na mesma etapa de
desenvolvimento. No caso de Anopheles cruzii, os métodos de controle empregados no passado,
destruigdo de bromélias e extensos desmatamentos, ndo sdo mais admitidos hoje. E mesmo
esses métodos podem ndo ser completamente eficientes, tendo em vista os resultados aqui
apresentados. As opgdes ligadas a liberagdo de adultos estéreis parecem mais promissoras do

que aquelas empregadas até o momento e que visam as formas imaturas.

¢ Os resultados apresentados nesta tese apontain para diversas alternativas de prosseguimento do
estudo de padrdes ritmicos em Anopheles cruzii. Somente com experimentos complementares
sera possivel elucidar alguns pontos, tais como:

a) Estudo do estado fisiologico dos mosquitos que apresentam sua atividade concentrada em
diferentes picos. SO assim sera possivel confirmar a efetividade dos picos.

b) Demonstragdo do carater endogeno do ritmo de atividade observado no campo e do papel
das variaveis ambientais que sincronizam ou mascaram o ritmo. Sob condi¢Ges ambientais
constantes pode-se introduzir cada uma das variaveis separadamente e verificar sua eficiéncia como
sincronizador do ritmo em livre-curso, no caso de arrastamento, ou modificador de sua expressio,
no mascaramento.

c) Caracterizagdo do papel do estado de desenvolvimento dos foliculos em fémeas de
Anopheles cruzii provenientes de areas geograficas diferentes, com o objetivo de verificar provaveis
diferengas do tempo entre repasto e postura resultantes de expressdes polimorficas.

d) Estudo dos ritmos de atividade de larvas e adultos em condigdes de laboratorio,
caracterizando cronobiologicamente todos os seus pardmetros. As diferengas e semelhangas desses
pardmetros permitirdo definir quais osciladores, da larva e do adulto, determinam os padrdes

ritmicos de cada uma das fases da ontogénese.
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Apéndice 1 Representagdo dos horarios de crepisculos, de instalagio da armadilha, capturas inicial e
final de Anopheles cruzii e intervalo de tempo da presenga da lua para cada noite de coleta.
Outubro de1995 a novembro de 1996, Floresta Atlantica, Morretes - Parand, Brasil.

OUTUBRO
Datada  Fasesda Crep. Crep. Instalacioda  captura captura  Presenga da Lua
coleta lua vespertino matutino armadilha inicial final (nascer - 0caso)

7 cheia 18:18-18:41  4:59-5:23 17:18 19:18 7:18 17:31-4:56
8 cheia 18:18-18:41  4:59-5:23 17:18 19:18 7:18 18:27-5:35
9 cheia 18:18-18:41  4:59-5:23 17:18 19:18 7:18 19:22-6:15
15 ming, 18:22-18:45  5:16-5:39 17:13 19:13 7:13 *10:44
16 ming, 18:22-18:45  5:16-5:39 17:13 19:13 7:13 00:21-11:35
17 ming, 18:22-18:45  5:16-5:39 17:13 19:13 7:13 1:03-12:26
22 nova 18:25-18:48 5:11-5:34 17:05 19:05 7:05 4:19-17:01
23 nova 18:25-18:48  5:11-5:34 17:05 19:05 7:05 5:01-18:02
24 nova 18:25-18:48  5:11-5:34 17:05 19:05 7:05 5:47-19:04
28 Ccresc. 18:28-18:53  5:05-5:29 17:02 19:02 7:02 9:27-23:09
29 Cresc. 18:28-18:53  5:05-5:29 17:02 19:02 7:02 10:28*
30 Cresc. 18:28-18:53  5:05-5:29 17:02 19:02 7:02 11:30-00:02

NOVEMBRO
5 cheia 18:35-18:59  4:59-5:23 17:35 19:35 7:35 17:134:13
6 cheia 18:35-18:59  4:59-5:23 17:35 19:35 7:35 18:07-4:52
7 cheia 18:35-18:59  4:59-5:23 17:35 19:35 7:35 19:01-5:34
16 ming, 18:41-19:07  4:53-5:19 17:41 19:41 7:41 00:56-12:53
17 ming, 18:41-19:07  4:53-5:19 17:41 1941 7:41 1:33-13:47
18 ming. 18:41-19:07  4:53-5:19 17:41 19:41 7:41 2:12-14:44
21 nova 18:46-19:11  4:52-5:16 17:46 19:46 7:46 4:22-17:48
22 nova 18:46-19:11  4:52-5:16 17:46 19:46 7:46 5:14-18:53
23 nova 18:46-19:11  4:52-5:16 17:46 19:46 7:46 6:10-19:57
27 cresc. 18:47-19:13  4:50-5:18 17:47 19:47 747 10:23-23:33
28 cresc. 18:47-19:13  4:50-5:18 17:47 19:47 7:47 11:24*
29 Cresc. 18:47-19:13  4:50-5:18 17:47 19:47 7:47 12:22-00:16

DEZEMBRO
5 cheia 18:55-19:21  4:50-5:16 17:55 19:55 7:55 17:47-4:14
6 cheia 18:55-19:21  4:50-5:16 17:55 19:55 7:55 18:38-4:58
7 cheia 18:55-19:21  4:50-5:16 17:55 19:55 7:55 19:26-5:44
13 ming, 19:01-19:21  4:52-5:17 18:01 20:01 8:01 23:31-10:45
14 ming, 19:01-19:21  4:52-5:17 18:01 20:01 8:01 *11:37
15 ming, 19:01-19:21  4:52-5:17 18:01 20:01 8:01 00:08-12:31
20 nova 19:07-19:31  4:55-5:21 18:07 20:07 8:07 3:51-17:34
21 nova 19:07-19:31  4:55-5:21 18:07 20:07 8:07 4:50-18:38
22 nova 19:07-19:31  4:55-5:21 18:07 20:07 8:07 5:53-19:39
27 cresc. 19:08-19:34  4:59-5:24 18:08 20:08 8:08 11:12-23:35
28 cresc. 19:08-19:34  4:59-5:24 18:08 20:08 8:08 12:09*
29 Cresc. 19:08-19:34  4:59-5:24 18:08 20:08 8:08 13:04-00:14

JANEIRO
3 cheia 19:10-19:36  5:02-5:28 18:10 20:10 8:10 17:23-3:41
4 cheia 19:10-19:36  5:02-5:28 18:10 20:10 8:10 18:10-4:28
5 cheia 19:10-19:36  5:02-5:28 18:10 20:10 8:10 18:55-5:17
10 ming. 19:11-19:37  5:09-5:34 18:11 20:11 8:11 22:09-9:32
11 ming, 19:11-19:37  5:09-5:34 18:11 20:11 8:11 22:46-10:24
12 ming. 19:11-19:37  5:09-5:34 18:11 20:11 8:11 23:23-11:18
18 nova 19:11-19:36  5:16-5:42 18:11 20:11 8:11 3:30-17:17
19 nova 19:11-19:36  5:16-5:42 18:11 20:11 8:11 4:34-18:16
20 nova 19:11-19:36  5:16-5:42 18:11 20:11 8:11 5:41-19:11
25 cresc. 19:08-19:34  4:59-5:24 18:08 20:08 8:08 10:54-22:51
26 cresc. 19:08-19:34  4:59-5:24 18:08 20:08 8:08 11:50-23:32
27 Cresc. 19:08-19:34  4:59-5:24 18:08 20:08 8:08 12:45%

* indica que nfio ocorreu o fendmeno, pois o dia Lunar ¢ mais longo que o Solar.
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Apéndice 2. Representagdo dos horarios de instalagdo da armadilha (1 hora antes do crepusculo
vespertino), horarios de coleta (1 a 7), crepusculo vespertino e matutino, horarios de picos de ocorréncia
de A. cruzii e também, intervalo de tempo entre o horario 5 (pico-2) e crepusculo matutino. (1) outubro,
(2) novembro, (3) dezembro e (4) janeiro.

Insta-  Crepusculo 1 2 3 4 5 6 e Crepusculo 7 5 até Crep.
lagdo  vespertino (pico-1) (pico-2) matutino matutino
17:18 18:18-18:41 19:18 21:18 23:18 1:18 3:18 5:18 4:59-5:23*% 7:18 1h 41’
17:13  18:22-18:45 19:13  21:13 23:13 1:13  3:13 5:13 5:16-5:39  7:13 2h 3’
17:05 18:25-18:48 19:05 21:05 23:05 1:05 305 5:05 5:11-5:34  7:05 2h 6’
17:02 18:28-18:53 19:02 21:02 23:02 1:02 3:02 5:02 5:05-5:29 702 2h 3’
17:35 18:35-18:59 19:35 21:35 23:35 1:35 335 4:59-5:23 5:35 7:35 1h 24
17:41 18:41-19:07 19:41 2141 2341 1:41 341 4:53-5:19 5:41 7:41 1h 12
17:46 18:46-19:11 1946 2146 2346 1:46 346 4:52-5:16 5:46 7:46 1h 6
17:47 18:47-19:13 1947 21:47 23:47 1:47 347 4:50-5:18 5:47 7:47 1h 19°
17:55 18:55-19:21 19:55 21:55 23:55 1:55 3:55 4:50-5:16 5:55 13 55°
18:01 19:01-19:21 20:01 22:01  0:01 2:01 401 4:52-5:17 6:01 8:01 51°
18:07 19:07-19:31 20:07 22:07 0:07 2:07 4:07 4:55-5:21 6:07 8:07 48’
18:08 19:08-19:34 20:08 22:08 0:08 2:08 408 4:59-5:24 6:08 8:08 51
18:10 19:10-19:36 20:10 22:10 0:10 2:10 4:10 5:02-5:28 6:10 8:10 58
18:11 19:11-19:37 20:11 22:11  0:11 2:11 411  5:09-5:34 6:11 8:11 58
18:11 19:11-19:37 20:11 22:11 0:11 2:11  4:11  5:09-5:34 6:11 8:11 1h 5’
18:08 19:08-19:34 20:08 22:08 0:08 2:08 408 4:59-5:24 6:08 8:08 51

* Coleta dentro do crepusculo
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Apéndice 3. Total de capturas realizadas (No) de outubro de 1995 a janeiro de 1996 (Més) divididos em
sete intervalos de hordrios de coleta (Int.) nos trés dias consecutivos (Dia) para cada fases da
lua (Lua). Constam as varidveis ambientais: temperatura (Temp.), umidade relativa do ar

](BURil) e precipitagdo pluviométrica (Chuva e Chuvisco). Floresta Atlantica, Morretes, Parana,
rasil.

No Més Lua Int. Dia Temp. UR. Chuvisco Chuva Chuva ( mm) Chuva + Chuvisco
9 out cheia 1 1 19 98 NAO NAO 0 NAO
6 out cheia 2 1 19 98 NAO NAO 0 NAO
3 out cheia 3 1 18 98 NAO NAO 0 NAO
5 out cheia 4 1 17 98 NAO NAO 0 NAO
2 out cheia 5 1 17 98 NAO NAO 0 NAO
3 out cheia 6 1 16 98 NAO NAO 0 NAO
2 out cheia 7 1 17 98 NAO NAO 0 NAO
3 out cheia 1 2 20 98 NAO SIM 17 SIM
3 out cheia 2 2 19 98 NAO SIM 21,25 SIM
6 out cheia 3 2 19 98 NAO SIM 1,5 SIM
11 out cheia 4 2 18 98 NAO SIM 1,5 SIM
8 out cheia 5 2 18 98 NAO SIM 2,5 SIM
6 out cheia 6 2 17 98 NAO SIM 2,5 SIM
3 out cheia 7 2 18 98 NAO SIM 2,5 SIM
7 out cheia 1 3 21 98 NAO SIM 0,5 SIM
0 out cheia 2 3 20 98 NAO NAO 0 NAO
2 out cheia 3 3 18 98 NAO NAO 0 NAO
3 out cheia 4 3 17 98 NAO NAO 0 NAO
1 out cheia 5 3 16 98 NAO NAO 0 NAO
0 out cheia 6 3 14 98 NAO NAO 0 NAO
0 out cheia 7 3 16 98 NAO NAO 0 NAO
2 out ming 1 1 20 87 NAO NAO 0 NAO
7 out ming 2 1 19 94 SIM NAO 0 SIM
1 out ming 3 1 19 98 SIM NAO 0 SIM
6 out ming 4 1 19 98 SIM NAO 0 SIM
4 out ming 5 1 19 98 SIM NAO 0 SIM
4 out ming 6 1 18 98 NAO NAO 0 NAO
0 out ming 7 1 19 98 NAO NAO 0 NAO
1 out ming 1 2 22 83 NAO NAO 0 NAO
3 out ming 2 2 21 82 NAO NAO 0 NAO
1 out ming 3 2 20 92 SIM NAO 0 SIM
2 out ming 4 2 20 98 NAO SIM L5 SIM
7 out ming 5 2 19 98 NAO SIM 45 SIM
2 out ming 6 2 18 98 NAO SIM 1 SIM
4 out ming 7 2 18 98 NAO NAO 0 NAO
0 out ming 1 3 20 90 NAO NAO 0 NAO
1 out ming 2 3 20 95 NAO NAQ 0 NAO
0 out ming 3 3 19 97 NAO NAO 0 NAO
0 out ming 4 3 18 98 NAO NAO 0 NAO
2 out ming 5 3 18 98 NAO NAO 0 NAO
0 out ming 6 3 18 98 NAO NAO 0 NAO
0 out ming 7 3 19 98 NAO NAO 0 NAO
9 out nova 1 1 16 92 NAO NAO 0 NAO
13 out nova 2 1 16 95 NAO NAO 0 NAO
4 out nova 3 1 15 95 NAO NAO 0 NAO
2 out nova 4 1 14 96 NAO NAO 0 NAO
5 out nova 5 1 13 96 NAO NAO 0 NAO
2 out nova 6 1 12 97 NAO NAO 0 NAO
0 out nova 7 1 14 97 NAO NAO 0 NAO
3 out nova 1 2 18 87 NAO NAO 0 NAO
4 out nova 2 2 16 91 NAO NAO 0 NAO
2 out nova 3 2 15 94 NAO NAO 0 NAO
1 out nova 4 2 14 95 NAO NAO 0 NAO
1 out nova 5 2 13 95 NAO NAO 0 NAO
1 out nova 6 2 12 95 NAO NAO 0 NAO
1 out nova 7 2 14 95 NAO NAO 0 NAO
0 out nova 1 3 19 86 NAO NAO 0 NAO
5 out nova 2 3 18 90 NAO NAO 0 NAO
2 out nova 3 3 17 94 NAO NAO 0 NAO
1 out nova 4 3 16 96 NAO NAO 0 NAO
0 out nova 5 3 17 97 NAO NAO 0 NAO
1 out nova 6 3 17 97 NAO NAO 0 NAO
0 out nova 7 3 19 98 NAO NAO 0 NAO
28 out cresc 1 1 17 67 SIM NAO 0 SIM
63 out cresc 2 1 17 98 NAO SIM 2 SIM
28 out cresc 3 1 16 98 SIM NAO 0 SIM
21 out cresc 4 1 16 98 NAO SIM 1,5 SIM
25 out cresc 5 1 15 98 NAO SIM 2 SIM
15 out cresc 6 1 14 98 SIM NAO 0 SIM



No Més Lua Int. Dia Temp. U.R. Chuvisco Chuva Chuva ( mm) Chuva + Chuvisco
5 out cresc 7 1 14 98 NAO SIM 0,5 SIM
2 out cresc 1 2 15 95 SIM NAO 0 SIM

22 out cresc 2 2 14 98 NAO NAO 0 NAO

18 out cresc 3 2 14 98 NAO NAO 0 NAO
3 out cresc 4 2 14 98 NAO NAO 0 NAO

13 out cresc 5 2 14 98 SIM NAO 0 SIM
7 out cresc 6 2 14 98 SIM NAO 0 SIM
3 out cresc 7 2 14 98 SIM NAO 0 SIM
0 out cresc 1 3 16 97 SIM NAO 0 SIM
8 out cresc 2 3 15 98 NAO SIM 0,5 SIM
4 out cresc 3 3 15 98 NAO NAO 0 NAO
0 out cresc 4 3 15 98 NAO NAO 0 NAO
8 out cresc 5 3 15 98 NAO NAO 0 NAO
3 out cresc 6 3 15 98 NAO NAO 0 NAO
1 out cresc 7 3 15 98 SIM NAO 0 SIM
3 nov cheia 1 1 23 88 NAO NAO 0 NAO
2 nov cheia 2 1 22 95 NAO NAO 0 NAO
1 nov cheia 3 1 21 97 NAO NAO 0 NAO
2 nov cheia 4 1 21 98 NAO NAO 0 NAO
4 nov cheia 5 1 20 98 NAO NAO 0 NAO
4 nov cheia 6 1 20 98 NAO NAO 0 NAO
0 nov cheia 7 1 21 98 NAO NAO 0 NAO
4 nov cheia 1 2 22 93 NAO NAO 0 NAO
4 nov cheia 2 2 21 97 NAO NAO 0 NAO
4 nov cheia 3 2 21 97 NAO NAO 0 NAO
1 fnov cheia 4 2 20 98 NAO NAO 0 NAO
1 nov cheia 5 2 19 98 NAO NAO 0 NAO
1 nov cheia 6 2 19 98 NAO NAO 0 NAO
0 nov cheia 7 2 22 98 NAO NAO 0 NAO
2 nov cheia 1 3 24 89 NAO NAO 0 NAO

17 nov cheia 2 3 23 94 NAO NAO 0 NAO
2 nov cheia 3 3 22 95 NAO NAO 0 NAO
1 nov cheia 4 3 22 96 NAO NAO 0 NAO

10 nov cheia 5 3 22 97 NAO NAO 0 NAO
0 nov cheia 6 3 22 98 NAO NAO 0 NAO
0 nov cheia 7 3 23 96 NAO NAO 0 NAO
5 nov ming 1 1 21 90 NAO NAO 0 NAO

11 nov ming 2 1 21 94 NAO NAO 0 NAO
9 nov ming 3 1 21 94 NAO NAO 0 NAO

11 nov ming 4 1 20 95 NAO NAO 0 NAO
3 nov ming 5 1 15 96 NAO NAO 0 NAO
6 nov ming 6 1 18 96 NAO NAO 0 NAO
1 nov ming 7 1 23 89 NAO NAO 0 NAO
1 nov ming 1 2 24 79 NAO NAO 0 NAO
7 nov ming 2 2 22 80 NAO NAO 0 NAO
7 nov ming 3 2 20 83 NAO NAO 0 NAO
3 nov ming 4 2 18 88 NAO NAO 0 NAO
1 nov ming 5 2 17 90 NAO NAO 0 NAO
2 nov ming 6 2 16 91 NAO NAO 0 NAO
0 nov ming 7 2 21 81 NAO NAO 0 NAO

15 nov ming 1 3 20 85 NAO NAO 0 NAO

21 nov ming 2 3 19 87 NAO NAO 0 NAO
7 nov ming 3 3 18 89 NAO NAO 0 NAO
5 nov ming 4 3 18 89 SIM NAO 0 SIM
1 nov ming 5 3 17 91 NAO NAO 0 NAO
2 nov ming 6 3 16 93 NAO NAO 0 NAO
0 nov ming 7 3 19 90 NAO NAO 0 NAO

15 nov nova 1 1 20 77 NAO NAO 0 NAO

24 nov nova 2 1 17 84 NAO NAO 0 NAO
0 nov nova 3 1 16 88 NAO NAO 0 NAO
2 nov nova 4 1 15 89 NAO NAO 0 NAO
2 nov nova 5 1 15 90 NAO NAO 0 NAO
1 nov nova 6 1 14 92 NAO NAO 0 NAO
0 nov nova 7 1 19 89 NAO NAO 0 NAO
8 nov nova 1 2 21 77 NAO NAO 0 NAO
9 nov nova 2 2 20 81 NAO NAO 0 NAO
2 nov nova 3 2 20 87 NAO NAO 0 NAO
5 nov nova 4 2 19 89 NAO NAO 0 NAO
2 nov nova 5 2 17 90 NAO NAO 0 NAO
0 nov nova 6 2 17 91 NAO NAO 0 NAO
0 nov nova 7 2 19 89 NAO NAO 0 NAO
3 nov nova 1 3 21 82 NAO NAO 0 NAO
6 nov nova 2 3 21 88 NAO NAO 0 NAO
1 nov nova 3 3 20 92 NAO NAO 0 NAO
5 nov nova 4 3 20 93 NAO NAO 0 NAO
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No Més Lua Int. Dia Temp. UR. Chuvisco Chuva Chuva ( mm) Chuva + Chuvisco
2 nov nova 5 3 20 94 NAO NAO 0 NAO
0 nov nova 6 3 20 95 NAO NAO 0 NAO
0 nov nova 7 3 22 93 NAO NAO 0 NAO
5 nov cresc 1 1 22 97 NAO NAO 0 NAO
5 nov cresc 2 1 22 96 NAO NAO 0 NAO
1 nov cresc 3 1 21 96 NAO NAO 0 NAO
0 nov cresc 4 1 20 96 NAO NAO 0 NAO
2 nov cresc 5 1 20 96 NAO NAO 0 NAO
1 nov cresc 6 1 20 96 NAO NAO 0 NAO
0 nov cresc 7 1 22 97 NAO NAO 0 NAO
1 nov crese 1 2 18 91 NAO NAO 0 NAO
7 nov cresc 2 2 17 94 NAO NAO 0 NAO
2 nov cresc 3 2 17 94 SIM NAO 0 SIM
9 nov cresc 4 2 17 94 SIM NAO 0 SIM
6 nov cresc ‘5 2 17 95 SIM NAO 0 SIM
3 nov cresc 6 2 17 95 NAO NAO 0 NAO
1 nov cresc 7 2 19 95 NAO NAO 0 NAO
2 nov cresc 1 3 20 83 NAO NAO 0 NAO
7 nov cresc 2 3 20 86 NAO NAO 0 NAO
0 nov cresc 3 3 19 90 NAO NAO 0 NAO
1 nov crese 4 3 19 92 NAO NAO 0 NAO
0 nov cresc 5 3 19 94 NAO NAO 0 NAO
0 nov cresc 6 3 19 95 NAO NAO 0 NAO
1 nov cresc 7 3 23 87 NAO NAO 0 NAO
5 dez cheia 1 1 23 82 NAO NAO 0 NAO
0 dez cheia 2 1 22 88 NAO NAO 0 NAO
0 dez cheia 3 1 20 89 NAO NAO 0 NAO
4 dez cheia 4 1 20 92 SIM NAO 0 SIM
2 dez cheia 5 1 19 94 NAO NAO 0 NAO
0 dez cheia 6 1 19 95 NAO NAO 0 NAO
5 dez cheia 7 1 20 95 NAO NAO 0 NAO
0 dez cheia 1 2 23 79 NAO NAO 0 NAO
1 dez cheia 2 2 21 81 NAO NAO 0 NAO
1 dez cheia 3 2 20 92 NAO NAO 0 NAO
1 dez cheia 4 2 19 93 NAO NAO 0 NAO
0 dez cheia 5 2 19 94 NAO NAO 0 NAO
0 dez cheia 6 2 19 95 NAO NAO 0 NAO
0 dez cheia 7 2 23 85 NAO NAO 0 NAO
6 dez cheia 1 3 23 83 NAO NAO 0 NAO
3 dez cheia 2 3 23 86 NAO NAO 0 NAO
1 dez cheia 3 3 21 90 NAO NAO 0 NAO
1 dez cheia 4 3 20 92 NAO NAO 0 NAO
0 dez cheia 5 3 19 93 NAO NAO 0 NAO
0 dez cheia 6 3 18 94 NAO NAO 0 NAO
0 dez cheia 7 3 23 86 NAO NAO 0 NAO
8 dez ming 1 1 18 88 NAO NAO 0 NAO

25 dez ming 2 1 18 91 NAO NAO 0 NAO

18 dez ming 3 1 17 91 NAO NAO 0 NAO
6 dez ming 4 1 16 92 NAO NAO 0 NAO
2 dez ming 5 1 14 92 NAO NAO 0 NAO
1 dez ming 6 1 14 92 NAO NAO 0 NAO
0 dez ming 7 1 19 90 NAO NAO 0 NAO
2 dez ming 1 2 19 83 NAO NAO 0 NAO
4 dez ming 2 2 17 90 NAO NAO 0 NAO
5 dez ming 3 2 16 91 NAO NAO 0 NAO
6 dez ming 4 2 15 91 NAO NAO 0 NAO
6 dez ming 5 2 14 92 NAO NAO 0 NAO
] dez ming 6 2 14 92 NAO NAO 0 NAO
0 dez ming 7 2 19 88 NAO NAO 0 NAO
0 dez ming 1 3 21 81 NAO NAO 0 NAO
10 dez ming 2 3 19 88 NAO NAO 0 NAO
2 dez ming 3 3 18 90 NAO NAO 0 NAO
3 dez ming 4 3 17 91 NAO NAO 0 NAO
6 dez ming 5 3 17 92 NAO NAO 0 NAO
0 dez ming 6 3 16 92 NAO NAO 0 NAO
0 dez ming 7 3 20 89 NAO NAO 0 NAO
7 dez nova 1 1 23 82 NAO NAO 0 NAO

31 dez nova 2 1 22 87 NAO NAO 0 NAO

21 dez nova 3 1 21 90 NAO NAO 0 NAO
5 dez nova 4 1 21 93 NAO NAO 0 NAO
4 dez nova 5 1 21 94 NAO NAO 0 NAO
3 dez nova 6 1 20 93 NAO NAO 0 NAO
0 dez nova 7 1 24 82 NAO NAO 0 NAO
5 dez nova 1 2 25 86 NAO NAO 0 NAO
3 dez nova 2 2 24 92 NAO NAO 0 NAO



No Més Lua Int. Dia_ Temp. U.R. Chuvisco Chuva Chuva (mm) Chuva + Chuvisco
4 dez. nova 3 2 23 94 NAO NAO 0 NAQ
5 dez nova 4 2 23 95 NAO NAO 0 NAO
dez nova 5 2 22 95 NAO NAO 0 NAO
dez nova 6 2 23 94 NAQ NAO 0 NAQ
dez nova 7 2 24 94 NAO NAO 0 NAQ
3 dez nova I 3 23 94 NAO NAO 0 NAO
12 dez. nova 2 3 23 96 NAO NAO 0 NAO
8 dez nova 3 3 23 96 NAO NAO 0 NAO
2 dez nova 4 3 23 97 NAO NAOQ 0 NAQO
2 dez nova 5 3 22 97 NAO NAO 0 NAO
7 dez, nova 6 3 23 97 NAO NAO 0 NAO
2 dez. nova 7 3 25 97 NAO NAO 0 NAO
59 dez, cresc 1 1 21 95 NAO SIM 0.5 SIM
127 dez crese 2 | 21 96 NAO NAO 0 NAO
27 dez crese 3 1 21 97 NAO NAO 0 NAO
37 dez cresc 4 1 21 97 SIM NAO 0 SIM
13 dez cresc 5 ] 21 97 NAO SIM 0.7 SIM
13 dez cresc 6 1 21 97 SIM NAO 0 SIM
5 dez, cresce 7 1 22 98 SIM NAO 0 SIM
7 dez crese 1 2 22 96 NAO SIM 3.6 SIM
36 dez cresc 2 2 21 97 NAO SIM 10 SIM
43 dez, crese 3 2 21 97 NAO SIM 8.5 SIM
dez crescy 4 2 21 R SIM NAO 0 SIM
dez. crese S 2 21 98 SIM NAO 0 SIM
dez crese 6 2 21 98 SIN NAO 0 SIM
dez crese 7 2 22 98 SIM NAO 0 SIM
7 dez cresc ] 3 20 95 NAO NAO 0 NAO
5 dez cresc 2 3 20 96 NAO NAO 0 NAO
10 dez cresc 3 3 19 97 SIM NAO 0 SIM
3 dez cresc 4 3 19 97 NAQ NAO 0 NAOQ
3 dez cresc 5 3 19 98 NAO NAQ 0 NAO
3 dez cresc 6 3 19 98 NAO NAO 0 NAO
1 dez cresc 7 3 20 97 NAO NAO 0 NAO
21 jan cheia 1 1 22 95 NAO NAO 0 NAO
53 jan cheia 2 1 21 96 NAO NAO 0 NAO
69 jan cheia 3 1 21 96 NAO NAO 0 NAO
0 jan cheia 4 1 21 97 NAO NAO 0 NAQ
11 jan cheia S ] 21 97 NAO NAO 0 NAO
3 jan cheia 6 1 21 97 NAO NAO 0 NAO
1 jan cheia 7 1 23 96 NAO NAO 0 NAO
4 jan cheia 1 2 23 94 NAO NAO 0 NAO
12 jan cheia 2 2 23 96 NAO NAO 0 NAO
6 jan cheia 3 2 22 96 NAO NAO 0 NAO
7 jan cheia 4 2 22 96 NAO NAO 0 NAO
0 jan cheia 5 2 24 68 NAO NAO 0 NAO
0 jan cheia 6 2 24 78 NAO NAO 0 NAO
0 jan cheia 7 2 26 77 NAO NAO 0 NAO
16 jan cheia | 3 23 91 NAO NAO 0 NAO
10 jan cheia 2 3 23 95 SIM NAO 0 SIM
5 jan cheia 3 3 23 96 NAO SIM 4 SIM
26 jan cheia 4 3 22 98 NAO SIM 2 SIM
93 jan cheia s 3 21 98 NAO SIM 1,4 SIM
40 jan cheia 6 3 21 98 NAO SIM 0.7 SIM
7 jan cheia 7 3 21 98 NAO SIM 53 SIM
6 jan ming 1 1 23 95 NAO SIM 0,5 SIM
28 jan ming 2 I, 22 96 SIM NAO 0 SIM
28 jan ming 3 1 21 96 NAO NAO 0 NAO
19 jan ming 4 1 21 96 NAO NAO 0 NAO
19 jan ming 5 1 20 96 NAO NAQ 0 NAO
7 jan ming 6 I 20) 96 NAO NAOQ 0 NAO
1 jan ming 7 i 24 95 NAO NAO 0 NAO
12 jan ming I 2 25 {9 NAO NAQ 0 NAO
20 jan ming 2 2 25 94 NAO NAO 0 NAO
16 jan ming 3 2 25 96 NAO NAO 0 NAO
2 jan ming 4 2 24 97 NAO NAO 0 NAO
1 jan ming 5 2 23 97 NAO NAO 0 NAO
3 jan ming 6 2 23 97 NAO NAO 0 NAO
0 jan ming 7 2 27 &8 NAO NAO 0 NAO
7 jan ming 1 3 23 98 NAO SINM 5.5 SIM
13 jan ming, 2 3 23 98 SIM NAO ] SIM
17 jan ming 3 3 23 98 NAO NAO 0 NAO
17 jan ming 4 3 23 98 NAO NAO 0 NAO
9 jan ming 5 3 22 98 NAO NAO 0 NAO
1 jan ming, 6 3 22 98 NAO NAQ 0 NAO
2 jan ming 7 3 25 98 NAO NAO 0 NAO
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No Més | na Int. Dia Temp. LR Chuvisco Chuva Chuva ((mm) Chuva - Chuvisco

28 jan nova 1 ] 22 94 NAO NAO 0 NAO
14 jan nova 2 1 22 93 NAO NAO 0 NAO
53 jan nova 3 1 21 95 NAO NAO 0 NAO
16 jan nova 4 1 20 93 NAO NAO 0 NAO
29 jan nova N 1 20 96 NAO NAO 0 NAO
b jan nova 9 l 19 96 NAO NAO 0 NAO
0 jan nova 7 1 21 96 NAO NAO 0 NAO
54 jan nova | 2 22 93 NAO NAO 0 NAO
63 jan nova 2 2 21 BN NAO NAO 0 NAO
26 jan nova 3 2 21 96 NAO NAO 0 NAO
32 jan nova 4 2 20 a6 NAO NAO () NAO
16 jan nova 5 2 20 96 NAO NAO 0 NAO
12 jan nova g 2 20) 26 NAO NAO 0 NAO
5 jan nova 7 2 22 96 NAO NAO 0 NAO
S Jan nova 1 3 23 97 NAO NAO 0 NAO
7 jan nova 2 3 21 98 N1O NAO () NAO
12 jan nova } 3 22 98 NAO NAO 0 NAO
8 Jan nova } 3 22 98 SIN NAO 0 SIN
7 jan nova S 3 2 9% SIN NAO 0 SIN
10 jan nova 6 3 22 98 NAO NAO 0 NAO
1 jan nova 7 3 22 98 SIN NAO 0 SIN
6 Jan crese 1 | 24 91 SIN NAO 0 SIM
64 Jan crese 2 1 23 0s SIN NAO 0 SIM
32 jan crese 3 | 23 96 NAO NAO 0 NAO
23 jan crese | 1 23 97 SIN NAO 0 SIM
104 jan erese 5 1 P 97 NAO SIM 1.6 SIN
n Jan crese G | 21 07 SINI NAO 0 SIN
31 jan crese 7 | 25 97 NAO NAO 0 NAO
S jan crese ! 2 25 90 NAO NAO () NAO
10 jan crese 2 2 25 94 NAO NAO 0 NAO
11 jan Tes 3 2 24 04 NAO NAO 0 NAO
17 jan crese | 2 23 97 NAO NAO 0 NAO
& jan crese s 2 23 97 NAO NAO 0 NAQ
2 jan crese 6 2 23 97 NAO NAO 0 NAO
1 jan crese 7 2 26 92 NAO NAO ] NAO
7 jan Crese 1 3 22 07 NAO SIN 10.5 SIN
55 jan crese 2 3 22 9R NAO SIN 1.3 SIN
39 jan crese 3 3 21 9% NAO NAO [0} NAO
21 Jan cresce 4 3 21 9% NAO NAO 0 NAO
56 jan crese 5 3 21 98 NAO NAO 0 NAO
13 jan crese 6 3 20 98 NAO NAO 0 NAO
16 jan arese 7 3 23 9% NAO NAO 0 NAO
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Apéndice 4. Captura de Anopheles cruzii no estudo preliminar. durante 72 horas
consecutivas na floresta Attintica. Morreles - Parand. Brasil. maio de
1995 (T°C = (emperatura).

Horario Numero de 1. cruzii TeC
15:00 5 o 23 '
18:00 20 21
21:00 142 19
24:00 95 18
3:00 39 18
6:00 40 19
9:00 O 20
12:00 | 20
15:00 | 21
18:00 2 21
21:00 o4 20
24:00 45 20
3:00 31 20
6:00 Gl 20
9:00 22 19
12:00 2 19
15:00 | I8
18:00 07 18
21:00 101 I8
24:00 75 18
3:00 41 18
6:00 18 I8
9:00 17 18
12:00 | 20

897 média = 19.3
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Apéndice 5. Médias e valores extremos (minimos e maximos) da temperatura
ambiente para cada fase da lua, considerando os intervalos de
observagdo como um todo.

Lua Temperatura ("C)
Minima Maxima Meédia
cheia 14,00 20,55 26.00
minguante 14,00 27,00 10,63
nova 12,00 25,00 19.56
crescente 14,00 26,00 29,46
e 200 B ?7(_)6‘ TR
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Apéndice 6. Distribuigio da freqiiéncia de temperatura em tomadas feitas nos momentos de capturas
de Anopheles cruzii nos sete intervalos de coleta em Floresta Atlantica, Morretes, Parand, Brasil.

Classes Freqiiéncia relativa
1 2 3 + 5 6 7
12-15 1 2 + 6 9 9 5
16 -19 9 13 15 16 18 19 13
20-23 32 30 27 25 20 19 21
24-27 6 3 2 1 1 1 9
Totais 48 48 48 48 48 48 48
35
g I
2 30 —12a15
]
[ i
g 2. 16a19
£ 20a23
2 20/ o 24a27
p- 5 e — \\\
.§ 151 /// \\\
g10{ _—
= ,
0 -
w : IR
1 2 3 4 5 6 7
Intervalos de coleta

Representacdo Eréﬁm da distribui¢do da freqiiéncia de temperatura em tomadas feitas nos momentos
ge cﬁnums de Anopheles cruzii nos sete intervalos de coleta em Floresta Atlantica, Morretes, Parana,
rasil.
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Apéndice 7. Distribuicdo das médias de Anopheles cruzii de acordo com a temperatura em cada intervalo
de coleta. Entre parénteses constam numeros de mosquitos € 0 numero de vezes em que a
temperatura ocorre (freqiiéncia). As tomadas de temperatura foram feitas nos momentos
das capturas dos mosquitos em Floresta Atlantica; Morretes, Parana, Brasil.

Intervalos de coleta

TioC 1 2 3 4 5 6 7
12 (3/2)
1,50
13 (6/2)
3,00
14 1) (18/1) (6/3) (2173) (24/6) (9/4)
22,00* 18,00* 2,00 7,00 4,00 229
15 @n) (8/1) (10/3) (8/3) (38/4) (3/1) (1)
2,00* 8*.00 3,30 2,70 9,50 3,00% IS
16 (9R) (172) (33/3) (28/3) a/m (7/4) (0/1)
4,50 8,50 11,00 9,30 g 1,70 O**
17 (28/1) (111/4) (22/3) (20/4) (18/7) (10/4) (2/1)
28,00* 27,75 7,30 5,00 2,60 2,50 2,00*
18 (12/3) (30/2) (14/4) (19/4) (1012) (12/5) (712)
4,00 15,00 3,50 4,70 5,00 2,40 3,50
19 (11/3) (47/5) (17/5) (21/5) (17/8) (9/6) (119)
3,70 9,40 3,40 4,20 2,10 1,50 0,01%2%
20 (44/7) (22/5) (12/6) (72/9) (72/6) A41/7) (6/3)
6,30 4,40 2,00 8,00 12,00 5,90 2,00
21 (82/6) (304/9) (322/13) (84/6) (177/5) (67/4) (7/4)
13,70 33,70 24,80 14,00 35,40 16,75 1,70
22 (106/8) (242/8) (203) (42/4) (132/5) (21/3) (11/6)
13,30 30,25 6,70 10,50 26,40 7,00 1,80
23 (63/11) (121/8) (66/5) (64/5) (912) (12/3) (19/7)
5,70 15,1 13,20 12,80 4,50 4,00 2,70
24 (973) (3/1) (11/1) QN (o) (0/1) (112)
3,00 3,00* 11,00* 2,00* ** 0%+ 0.5%%e
25 (22/3) (30/2) (16/1) (35/3)
7,30 15,00 16,00* 11,70
26 (12)
0’5###
27 (071)
0**
* uma ocorréncia de temperatura

** ndio ocorreu nenhum mosquito
*** niimero de mosquito foi menor do que a freqiiéncia de temperatura

40 ~

e [
e 112

h3

h4
e 15
e 1
e [

35 4
30 A
25
20

15 4

Médias de A. cruzii

10

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Temperatura
Representacdo grafica da distribuigdo das médias de Anopheles cruzii de acordo com a temperatura em cada

intervalo de coleta. As tomadas de temperatura foram feitas nos momentos das capturas dos mosquitos em
Floresta Atlantica, Morretes, Parana. Brasil.
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Apéndice 8. Contagens e calculos relacionados aos processos de hematofagia (Hem), postura (ovi), eclosdo (Eclos),

ecdises(Muda 1-3), pupagéo (Pupa)e a emergéncia de adultos (Adult) de A. cruzii em laboratério de janeiro a
margo de 1998. Estdo incluidas corregdes (Co), levando em conta a hora minima (min) e maxima (max)
em que os mosquitos realizavam um determinado processo. As expressdes matematicas constam em
observagdes ao rodapé da tabela.

=
Codigo Dia* Hora** Hem' Dia*** Horamin Hora max Co-min Co-max Tempo® Ovi’ DiaEclos Hora min
da fémea Hem Hem Ovi Hem Hem  Hem’ Hem® Hem-Ovi Eclos
r 1 9,5 33,5 5 15 18 135 138 103 136,5 9 11
1b 1 9,5 33,5 5 18 24 138 144 107,5 141 9 11
Ic 1 95 33,5 7 3 6 17 174 139 172,5 11 1
7 1 96 33,6 5 18 24 138 144 107,4 141 9 11
g 1 94 334 5 18 24 138 144 107,6 141 10 11
6 1 18,7 42,7 5 18 24 138 144 98,3 141 9 11
6b 1 18,7 42,7 6 6 9 150 153 108,83 151,5 10 11
6¢ 1 18,7 42,7 6 21 24 165 168 123,8 166,5 10 11
6d 1 18,7 42,7 3 12 15 204 207 162,8 205,5
17 1 19 43 6 15 13 159 162 117,5 160,5
5° 1 19,2 43,2 5 18 24 138 144 97,8 141 9 11
2° 1 19,2 43,2 5 15 18 135 138 93,3 136,5 13 11
4 1 19,9 43,9 5 18 24 138 144 97,1 141 9 11
4b 1 19,9 43,9 6 21 24 165 168 122,6 166,
15° 2 9,2 57,2 6 6 9 150 153 94,3 151,5 10 11
24 2 9,25 57,25 6 21 24 165 168 109,25 166,5 12 11
13° 2 9,5 57,5 6 6 9 150 153 94 151,5 9 11
13b 2 9,5 57,5 6 12 15 156 159 100 157,5 9 11
13¢ 2 9,5 57,5 6 18 21 162 165 106 163,5 11 11
13d 2 9,5 57,5 7 21 24 189 192 133 190,5 13 11
10° 2 9,75 57,75 5 18 24 138 144 83,25 141 9 11
10b 2 9,75 57,75 6 3 6 147 150 90,75 148,5 10 11
14° 2 9.8 57,8 6 6 9 150 153 93,7 151,5 9 11
14b 2 9,8 57,8 6 21 24 165 168 108,7 166,5
23° 2 9.8 57,8 6 21 24 165 168 108,7 166,5 13 11
23b 2 9,8 57,8 7 3 6 171 174 114,7 172,5 11 11
23c 2 9,8 57,8 7 6 9 174 177 117,7 175,5 11 11
23d 2 9.8 57,8 7 18 21 186 189 129,7 187,5
25° 2 10,1 58,1 7 6 9 174 177 1174 175,5 12 11
25b 2 10,1 58,1 8 6 9 198 201 141,4 199,5
9 2 10,2 58,2 5 18 24 138 144 82,8 141 10 1
9% 2 10,2 58,2 6 18 21 162 165 105,3 163,5 10 1
27 2 10,3 58,3 7 21 24 189 192 132,2 190,5
3! 2 18,3 66,25 5 15 18 135 138 70,25 136,5 9 11
3b 2 18,3 66,25 5 18 24 138 144 74,75 141 9 11
22° 2 18,6 66,6 6 21 24 165 168 99,9 166,5
22b 2 18,6 66,6 7 0 3 168 171 102,9 169,5 11 11
22¢ 2 18,6 66,6 7 15 18 183 186 117,9 184,5 11 11
16" 2 19,1 67,1 6 12 15 156 159 90,4 157,5 10 1
16b 2 19,1 67,1 6 15 18 159 162 93,4 160,5 10 11
18° 2 19,4 67,4 6 18 21 162 165 96,1 163,5
18b 2 19,4 67,4 6 21 24 165 168 99,1 166,5
18¢ 2 19,4 67,4 7 0 3 168 171 102,1 169,5
12° 2 19,4 67,4 6 3 6 147 150 81,1 148,5 10 11
12b 2 19,4 67,4 6 21 24 165 168 99,1 166,5 1 1
12¢ 2 19,4 67,4 8 6 9 198 201 132,1 199,5
29 2 18,7 66,7 7 21 24 189 192 123,8 190,5
31° 2 19,3 67,3 7 21 24 189 192 123,2 190,5 13 11
34 2 19,5 67,5 6 18 21 162 165 96 163,5 13 11
34b 2 19,5 67,5 3 9 12 201 204 135 202,5
19° 3 10,2 82,2 6 18 21 162 165 81,3 163,5 10 1
19b 3 10,2 82,2 6 21 24 165 168 84,3 166,5 10 11
21° 3 10,2 82,2 6 21 24 165 168 84,3 166,5 10 11
21b 3 10,2 82,2 7 18 21 186 189 105,3 187,5 13 11
20° 3 10,3 82,3 6 21 24 165 168 84,2 166,5 10 11
20b 3 10,3 82,3 7 3 6 171 174 90,2 172,5 11 11
20c 3 10,3 82,3 7 18 21 186 189 105,2 1875
26° 3 9,7 81,7 7 13 21 186 189 105,8 187,5 13 11
28 3 10,3 82,25 7 21 24 189 192 108,25 190,5 13 11
30° 3 18,5 90,5 7 21 24 189 192 100 190,5 12 1
32 3 18,6 90,6 8 0 3 192 195 102,9 193,5 12 11
33° 3 18,8 90,75 8 6 9 198 201 108,75 199,5
e 3 19 91 5 18 24 138 144 50 141 9 11
35
36
Meédia 104,71 166,54
Desvio padrido 18,864
Média (dias) 436
Desv. pad. (dias) 0,78
'Dia Hem x 24 + Hora Hem; Dia Ovi x 24 + Hora min Hem; *Dia Ovi x 24 + Hora max Hem; *Ovi - Hem; =

*Co-min Hem + Co-max Hem + 2; * Foram 3 dias de hematofagja:dia 28-30/janeiro=1,2,3 e ***dias subsequentes até 11/margo= 43
para todas as etapas de desenvolvimento. ** Hora + minuto (0=0; 5=1; 10=2; 15=25; 20=3; 25=4; 30=35; 35=6; 40=7,45=75; 50=8;

55=9)
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2 It 8 9 . . P
Hora max Co-rmgl Co-ma7x Tempo™ Eclos” Tempo'® Dia Dia  Co-min'' Co-max”>  Tempo™
Eclos  Eclos Eclos’ Ovi-Eclos Hem-Eclos Mudal Mudal Mudal Mudal Eclos-Mudal
min max
13 27 229 91,5 228 1945 14 14 336 336 108
13 227 229 37 228 194,5 16 16 384 384 156
13 275 277 103,5 276 242,5 18 18 432 32 156
13 27 229 87 228 194,4 18 18 432 432 204
13 251 253 111 252 218,6 19 21 456 504 228
13 227 229 87 228 185,3 20 23 480 552 288
13 251 253 100,5 252 209,3 20 2 430 528 252
13 251 253 85,5 252 209,3 19 19 456 456 204
13 227 229 87 228 1848 16 16 384 384 156
13 323 325 187,5 324 280,8 19 19 456 456 132
13 227 229 37 228 184,1 18 23 432 552 264
13 251 253 100,5 252 194,8 18 18 32 432 180
13 299 301 133,5 300 242,75 17 17 408 408 108
13 227 229 76,5 228 170,5 19 19 456 456 228
13 227 229 70,5 228 170,5 17 17 408 408 180
13 275 277 112,5 276 218,5 18 18 432 32 156
13 323 325 133,5 324 266,5 18 18 432 432 108
13 227 229 37 228 170,25 14 14 336 336 108
13 251 253 103,5 252 194,25 16 16 384 384 132
13 227 229 76,5 228 170,2 18 18 432 432 204
13 323 325 157,5 324 266,2 18 18 432 432 108
13 275 277 103,5 276 218,2 18 18 432 432 156
13 275 277 100,5 276 218,2
13 299 301 1245 300 241,9 18 13 432 432 132
13 251 253 111 252 193,8 17 17 408 408 156
13 251 253 38,5 252 193,8 20 20 430 430 228
13 27 229 91,5 228 161,75 16 16 384 384 156
13 227 229 37 228 161,75 19 19 456 456 228
13 275 277 106,5 276 209,4 18 18 432 432 156
13 275 277 91,5 276 209,4 20 20 480 430 204
13 251 253 94,5 252 184,9 16 16 384 384 132
13 251 253 91,5 252 184,9 17 21 408 504 204
13 251 253 103,5 252 184,6 19 19 456 456 204
13 275 277 109,5 276 208,6 20 23 480 552 240
13 323 325 133,5 324 256,7 18 18 432 432 108
13 323 325 160,5 324 256,5 18 18 432 32 108
13 251 253 88,5 252 169,8 20 24 480 576 276
13 251 253 85,5 252 169,8 20 23 480 552 264
13 251 253 85,5 252 169,8 17 22 408 528 216
13 323 325 136,5 324 241,8 18 18 32 32 108
13 251 253 85,5 252 169,7 18 23 432 552 240
13 275 277 103,5 276 193,7 18 23 432 552 216
13 323 325 136,5 324 242,3 19 19 456 456 132
13 323 325 133,5 324 241,75 18 18 432 432 108
13 299 301 109,5 300 209,5 19 19 456 456 156
13 299 301 106,5 300 209,4 20 24 480 576 228
13 227 229 87 228 137 14 14 336 336 108
14 14 336 336 336
14 14 336 336 336
Média 104,71 204,29 183,25
Desvio padrio 24,142 32,712 62,16878193
Média (dias) 436 8,511 16,52
Desvio padrio (dias) 1,005 1,363 2,917
°Dia Eclos x 24 + Hora min Eclos; ’Dia Eclos x 24 + Hora max Eclos; *Eclos - Ovi; °Co-min Eclos + Co-max Eclos + 2 =

YEclos - Hem; !'Dia Mudal min x 24; '?Dia Mudal méx x 24; *Mudal - Eclos
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Mudal* Dia Muda 2 Dia Muda 2 Co-min”*  Co-méx' Tempo" Muda2®  Dia Muda3
min max Muda 2 Muda2  Mudal - Muda2 min

336 18 21 432 504 132 468 22
384 18 21 432 504 84 468 21
432 22 24 528 576 120 552 28
432 21 21 504 504 72 504
480 23 23 552 552 72 552 27
516 22 25 528 600 48 564 27
504 22 22 528 528 24 528
456 22 22 528 528 72 528
384 21 21 504 504 120 504 23
456 22 24 528 576 96 552 26
492 22 24 528 576 . 60 552 27
432 21 21 504 504 72 504
408 20 24 480 576 120 528 25
456 22 22 528 528 72 528 26
408 22 22 528 528 120 528 24
432 21 23 504 552 96 528 27
432 21 21 504 504 72 504
336 21 21 504 504 168 504 25
384 18 22 432 528 96 430 24
432 21 22 504 528 84 516 24
432
432 21 21 504 504 72 504
432 21 21 504 504 72 504
408 21 24 504 576 132 540 25
430 23 23 552 552 72 552 28
384 19 21 456 504 96 480 21
456 25 25 600 600 144 600
432 22 24 528 576 120 552 25
430 22 23 528 552 60 540 27
384 18 22 432 528 96 480 22
456 23 23 552 552 96 552 28
456 25 25 600 600 144 600 30
516 22 27 528 648 72 588 28
432 22 22 528 528 96 528 25
432 21 21 504 504 72 504
528 22 26 528 624 48 576 26
516 23 25 552 600 60 576 28
468 20 25 480 600 72 540 26
432 21 21 504 504 72 504
492 22 24 528 576 60 552 25
492 22 24 528 576 60 552 25
456 24 24 576 576 120 576 27
432 21 21 504 504 72 504
456 21 23 504 552 72 528 27
528 24 27 576 648 84 612 28
336 18 18 432 432 96 432
336 17 17 408 408 72 408 20
336 17 17 408 408 72 408 20

Meédia 87,31914894

Desvio padrio 29,04053118

Meédia (dias) 3,638

Desvio padrio (dias) 1,21

1Co-min Mudal + Co-max Mudal + 2; °Dia Muda2 min x 24; '°Dia Muda2 méx x 24 =

7 Muda2- Mudal;  '®Co-min Muda2 + Co-max Muda2 + 2
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DiaMuda3  Co-min"” Co-max® Tempo®! Muda3?” Dia Pupa DiaPupa  Co-min®
max Muda3 Muda3 Muda2-Muda3 min max Pupa
30 528 720 156 624 30 38 720
27 504 648 108 576 29 38 696
29 672 696 132 684 34 34 816
29 648 696 120 672 33 36 792
27 648 648 84 648 33 36 792
34 36 816
26 552 624 84 588 30 37 720
27 624 648 84 636 34 34 816
30 648 720 132 684 36 38 864
29 600 696 120 648 31 36 744
26 624 624 96 624 33 33 792
25 576 600 60 588 29 35 696
28 648 672 132 660 31 36 744
26 600 624 108 612 33 36 792
26 576 624 120 600 31 36 744
24 576 576 60 576 31 34 744
36 36 864
29 600 696 108 648 32 37 768
29 672 696 132 684
27 504 648 96 576 29 34 696
32 34 768
25 600 600 438 600 31 37 744
27 648 648 108 648
27 528 648 108 588 31 38 744
30 672 720 144 696 33 38 792
30 720 720 120 720
29 672 696 96 684
26 600 624 84 612 32 33 768
34 34 316
29 624 696 84 660 35 39 840
30 672 720 120 696 35 39 840
29 624 696 120 660 33 39 792
30 600 720 108 660
29 600 696 96 648 35 39 840
33 39 792
27 648 648 72 648
36 36 864
27 648 648 120 648
30 672 720 84 696 34 36 816
37 39 888
35 35 840
26 480 624 144 552 28 31 672
30 430 720 192 600 29 33 696
Meédia 108
Desvio padrio 29,104275
Meédia (dias) 4,5
Desvio padrio (dias) 1,21
“Dia Muda3 min x24; °Dia Muda3 max x24; *'Muda3- Muda2; **Co-min Muda3 + Co-max Muda3 + 2 =

BDia Pupa min x 24
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s 24 25 . .
Co-max Tempo Pupa® Dia Adult Dia Adult Co-min?’
pupa Muda3-Pupa min max Adult
912 192 816 33 41 792
912 228 804 32 41 768
816 132 816 37 37 888
864 156 828 36 42 864
864 180 828 36 39 864
864 840 37 39 388
888 216 804 33 41 792
816 180 816 38 38 912
912 204 888 39 41 936
864 156 304 34 41 816
792 168 792 36 864
840 180 768 32 38 768
864 144 804 34 39 816
864 216 828 36 39 864
864 204 804 34 39 816
816 204 780 34 37 816
864 864 39 39 936
39 39 936
888 180 828 35 41 840
816 180 756 32 37 768
816 792 35 37 840
888 216 816 34 41 816
912 240 828 34 41 816
912 156 852 36 41 864
36 42 864
792 168 780 35 36 840
816 816 37 37 888
936 228 888 38 42 912
936 192 888 38 42 912
936 204 864 36 42 864
38 42 912
936 240 8838 36 42 864
936 864
39 39 936
864 864
38 39 912
864 144 840 41 42 984
936 912
840 840 38 38 912
744 156 708 28 35 672
912 204 804 32 41 768
Meédia 188,1428571
Desvio padrio 30,12039334
Meédia (dias) 7,839
Desvio padrio (dias) 1,255
*Dia Pupa max x 24;  2° Pupa- Muda3; **Co-min Pupa + Co-méx Pupa =+ 2; *’Dia Adult min x 24 =
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Co-max™ Tempo”  Adult®  Tempo™" Tempo™ Tempo™ Tempo™

Adult Pupa-Adult Eclos-Pupa  Eclos-Adult  Ovi-Adulto  Hem-Adulto
984 72 388 588 660 51,5 854,5
984 72 876 576 648 735 842,5
388 7 388 540 612 715,5 854,5
1008 108 936 576 684 795 902,6
936 7 900 600 672 759 857,3
936 n 912 588 660 760,5 869,3
984 84 888 576 660 747 844,8
912 9% 912 492 588 7755 868,8
984 7 960 660 732 819 916,1
984 9% 900 504 600 733,5 842,75

432 564 204 280,5 374,5
912 n 840 540 612 682,5 782,5
936 7 876 528 600 712,5 818,5
936 7 900 600 672 759 842,25
936 n 876 552 624 77,5 818,25
888 7 852 552 624 700,5 794,2
936 ) 936 540 612 769,5 878,2
936 936 660 763,5 878,2
984 84 912 576 660 771 853,8
888 7 828 528 600 691,5 761,75
888 7 864 564 636 723 797,75
984 84 900 540 624 730,5 8334
984 7 900 576 648 742,5 832,9
984 7 924 600 672 763,5 856,9
1008 936 660 769,5 868,6
864 7 852 456 528 661,5 784,7
888 ) 888 492 564 724,5 820,5
1008 7 960 636 708 796,5 877,8
1008 7 960 636 708 793,5 877,8
1008 72 936 612 684 769,5 853,8
1008 960 708 793,5 8777
1008 48 936 612 660 763,5 853,7
936 936 612 748,5 854,3
540
936 924 624 733,5 833,5
1008 156 996 540 696 802,5 905,4
912 7 912 612 684 7 821
840 48 756
984 7 876
Média 76,875 565,5 633,3333333 737,125 833,4736111
Desvio padrio 18,2522646 45,490871 85,48617265 85,75816288 85,99843976
Média (dias) 3,20 23,56 26,38 30,71 34,428
Desv. pad. (dias) 0,76 1,89 3,561 3,57 3,583

®Dja Adult méx x24; PAdult- Pupa; 39Co-min Adult + Co-méx Adult + 2; 31Pupa -Eclos; *2Adult - Eclos
BAdult - Ovi;  3*Adult - Hem
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Apéndice 9. Horario do repasto sangiiineo, niimero de ovos por fémea de Anopheles cruzii,
numero de larvas e percentual de eclosio obtidos em laboratério.

Codigoda  Hordrio do repasto No de Numero de Numerode Percentual
fémea (manhd* ou noite**)  posturas 0vos larvas de eclosdo
1 manhi 3 79 66 83,54
2 noite 1 7 4 57,14
3 noite 2 70 21 30,00
4 noite 2 72 47 65,28
5 noite 1 38 37 97,37
6 noite 4 50 33 66,00
7 manhi 1 4 1 25,00
8 manh3 1 21 14 66,67
9 manh3 2 26 24 92,31
10 manhi 2 30 22 73,33
11 noite 1 17 11 64,71
12 noite 3 43 25 58,14
13 manhi 4 25 19 76,00
14 manhi 2 21 6 28,57
15 manhi 1 6 1 16,67
16 noite 2 45 41 91,11
17 noite 1 2 0 0,00
18 noite 3 10 0 0,00
19 manhi 2 74 59 79,73
20 manhi 3 56 42 75,00
21 manha 2 82 67 81,71
22 noite 3 51 22 43,14
23 manhi 4 20 4 20,00
24 manhi 1 15 10 66,67
25 manhi 2 10 1 10,00
26 noite 1 12 3 25,00
27 manhi 1 2 0 0,00
28 manh3 1 2 1 50,00
29 noite 1 2 0 0,00
30 noite 1 15 10 66,67
31 noite 1 3 3 100,00
32 noite 1 51 23 45,10
33 noite 1 2 0 0,00
34 noite 2 21 1 4,76
35 - 1 34 22 64,71
36 - 1 45 27 60,00
Total manhd=16; noite=18 65 1063 667 62,75%

Total =34 +2 () =36

*Manha: 09:00 - 10:30h
**Noite: 18:30 - 20:00h
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Apeéndice 10. Numeros de ovos, larvas, ovos nfo eclodidos e percentual de eclosfo de cada postura das
65 fémeas de Anopheles cruzii que sobreviveram do total de 141 capturadas.

Codigoda Hordrio do repasto:  Horario de postura:  Ovos Larvas Ovos ndo Percentual

postura*  manhi' ou noite? manhi’, tarde’, eclodidos de ecloso
noite’, madrugada®
0la manhi tarde 19 17 2 89,47
01b noite 32 30 2 93,75
Olc madrugada 28 19 9 67,86
02a noite tarde 7 4 3 57,14
03a noite tarde 40 17 23 42,50
03b noite 30 4 26 13,33
04a noite noite 69 47 22 68,12
04b noite 3 0 3 0,00
05a noite noite 38 37 1 97.37
06a noite noite 23 19 4 82,61
06b manhd 14 11 3 78,57
06¢c noite 7 3 4 42,86
06d tarde 6 0 6 0,00
07a manha noite 4 1 3 25,00
08a manha noite 21 14 7 66,67
09a manhi noite 19 17 2 89,47
09b : noite 7 7 0 100,00
10a manhi noite 9 8 1 88,89
10b madrugada 21 14 7 66,67
11a noite noite 17 11 6 64,71
12a noite madrugada 5 4 1 80,00
12b noite 37 21 16 56,76
12¢ manha 1 0 1 0,00
13a manhi manhi 4 2 2 50,00
13b manhi 9 6 3 66,67
13¢ noite 10 10 0 100,00
13d noite 2 1 1 50,00
14a manhi manhi 20 6 14 30,00
14b noite 1 0 1 0,00
15a manhd manhd 6 1 5 16,67
16a noite tarde 25 21 4 84,00
16b tarde 20 20 0 100,00
17a noite tarde 2 0 2 0,00
18a noite noite 3 0 3 0,00
18b noite 6 0 6 0,00
18¢c madrugada 1 0 1 0,00
19a manha noite 27 23 4 85,19
19b noite 47 36 11 76,60
20a manhd noite 27 23 4 85,19
20b madrugada 26 19 7 73,08
20c noite 3 0 3 0,00
21a manhi noite 78 66 12 84,62
21b noite 4 1 3 25,00
22a noite noite 12 0 12 0,00
22b madrugada 34 19 15 55,88
22¢ tarde 5 3 2 60,00
23a manhi noite 2 2 0 100,00
23b madrugada 6 1 5 16,67
23c manhi 11 1 10 9,09
23d noite 1 0 1 0,00
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Codigoda Hordrio do repasto:  Hordrio de postura:  Ovos Larvas Ovos ndo Percentual

postura*  manhd’ ou noite®  manh4’, tarde®, noite’ eclodidos de eclosdo
24a manhd noite 15 10 5 66,67
25a manhi manhi 8 1 7 12,50
25b manhi 2 0 2 0,00
26a noite noite 12 3 9 25,00
27a manhd noite 2 0 2 0,00
28a manhi noite 2 1 1 50,00
29a noite noite 2 0 2 0,00
30a noite noite 15 10 5 66,67
31a noite noite 3 3 0 100,00
32a noite madrugada 51 23 28 45,10
33a noite manh? 2 0 2 0,00
34a noite noite 8 1 7 12,50
34b manhi 13 0 13 0,00
35a ? ? 34 22 12 64,71
36a ? ? 45 27 18 60,00

Total manhi=16; noite=18 manhd=11; tarde=8 1063 667 396 62.,75%
Total=34 +2(?)=36  noite=36; madrugada=8
Total=63+2 (?) = 65
* a5 letras a, b, ¢, d indicam posturas parceladas (a=1%, b=2%, c=3%, d=4%).
!manha: 09:00 - 10:30h; noite: 18:30 - 20:00h
3manhi: 6:00-12:00h; “tarde: 12:00-18:00; *noite: 18:00-0:00; °madrugada: 0:00-6:00h
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Apéndice 11. Fémeas de Anopheles cruzii que ovipositaram mais de uma vez ¢ as diferengas (em horas)
entre uma ¢ outra parcela. As letras a,b,c,d indicam posturas parceladas (a= 15
b=2% c=3% d=4*%). Anotacdo dos intervalos entre 20 ¢ 30 horas.

Cédigodas Diada Horaminimada Horamaxima Diferenca Intervalo de postura
fémeas postura postura da postura (horas) entre 20 ¢ 30 horas

la 5 15 18

1b 5 21 24 6

Ic 7 3 6 30 *
3a 5 15 18

3b 3 21 24 6

4a 5 21 24

4b 6 21 24 24 *
6a 5 18 21

6b 6 6 9 12

6¢c 6 21 24 15

6d 8 12 15 39

9a 5 21 24

9b 6 18 21 21 *
10a 5 18 21

10b 6 3 6 9

12a 6 3 6

12b 6 21 24 18

12¢ 8 6 9 33

13a 6 6 9

13b 6 12 15 6

13c 6 18 21 6

13d 7 21 24 27 *
14a 6 6 9 15

14b 6 21 24 15

16a 6 12 15

16b 6 15 18 3

18a 6 18 21

18b 6 21 24 3

18¢ 7 0 3 3

19a 6 18 21

19b 6 21 24 3
20a 6 21 24
20b 7 3 6

20c 7 18 21 15
2la 6 21 24
21b 7 18 21 21 *
22a 6 21 24

22b 7 0 3 3
22¢ 7 15 18 15

23a 6 21 24
23b 7 3 6 6

23¢ 7 6 9 3
23d 7 18 21 12

25a 7 6 9
25b 8 6 9 24 *
34a 6 18 21

34b 8 9 12 36
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Apéndice 12. Conjunto de botdes sensoriais (setas), provavelmente sensilas campaniformes, sem
poro, com bordos elevados e filamentos radiais entre 0 domo e o bordo. Diversas
sensilas tricodeas (T) e escamas (E) recobrem a regido proximal da perna
protoracica de Anopheles cruzii. Eletromicrografia ao microscopio eletronico de
varredura. Material recoberto com carbono. x 1.500
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Apéndice 13. Botdo sensorial (S) isolado com cupula em domo, sem poro, com bordos elevados
e na base trés sensilas tricodeas (setas), localizados na perna mesotoracica de
Anopheles cruzii. A estrutura é recoberta por escamas (E) e no campo aparecem
ainda sensilas tricodeas (T) esparsas. Eletromicrografia ao microscopio eletronico
de varredura. Material recoberto com ouro. x 5.150
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