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Resumo

O complexo de espécidgsdulex pipienscompreende alguns dos mais importantes
mosquitos vectores com distribuicdo global. Os nresdeste complexo séo vectores
de doengas humanas, comdilariase linfatica, a febre do Nilo e a encédatle St.
Louis.

Culex pipiend.innaeus, 1758 ¢é a espécie do compl€xtex pipiensnais ubiqua em
regibes temperadas. Nesta espécie estdo desardadatmas bioldgicas distintas que
apresentam caracteristicas fisiologicas e comperitais particulares, a fornmaolestus
e a formapipiens A maioria dos estudos e@ulex pipiend.. que abordaram niveis de
diferenciacédo genética entre estas formas temidwctincipalmente em populacdes do
Norte da Europa, onde a forrpgienspredomina em habitats de superficie e a forma
molestusocorre quase exclusivamente em habitats subtesafesta separacéo fisica
tem sido considerada um factor determinante pasalamento genético entre as duas
formas, consideradas por alguns autores como espiécipientes. Contudo, no Sul da
Europa, populacdes simpatricas g@giens e molestus ocorrem em habitats de
superficie, proporcionando assim a oportunidadsuwtgirem hibridos. Estes hibridos
poderdo servir como vectores-ponte na transmissaords entre as aves (reservatorio
natural) e o homem.

Neste trabalho determinou-se a variacdo morfolégitee as duas formas bioldgicas
(pipiens e molestuy e estimou-se o nivel de diferenciacdo genéticee eag mesmas
(com base na analise de ADN microssatélite), atilip-se amostras provenientes da
regido da Comporta, Setubal, Portugal.

Tanto a andlise morfolégica (com especial énfasa psa caracteres “comprimento
das antenas” e “indice sinfonal” das larvas e aatar “razdo D/V” da genitalia dos
machos adultos) e a analise genética concordaremarttracdo da existéncia de duas
subpopulagfes distintas de mosquitos na regidostumda@ correspondentes as formas
pipiens e molestus Verificou-se ainda a presenca de um numero ceréiél de
hibridos, sendo estes mais proximos da fomudestus Os resultados sao discutidos
com base em aspectos evolutivos e epidemiolégesEcados a esta espécie.

Palavras-chave:
Culex pipiend.., sistemética de mosquitos, morfologia, micro&igats



Abstract

The Culex pipienscomplex is a group of sibling species that inchidectors of
several diseases such as St. Louis encephalitiphgtic filariasis and West Nile Fever.
One of these specieSulex pipiend.innaeus 1758, is the most ubiquitous mosquito in
temperate regions. It presents two distinct biaabforms with different behaviour and
ecology:pipiensandmolestus

In northern Europe, thmolestusorm is found in underground habitats whereas the
pipiensform occurs at the surface. In southern Europ#) mmlestusandpipiensforms
occur in sympatry in surface habitats. In northBurope the physical discontinuity
between forms (underground versus surface) mayceedene flow and thus promote
isolation between the forms. The same does notssadéy hold for sympatric
populations of southern Europe, where the absehgysical barriers to gene flow
may extend the opportunity for hybridisation. Hyglsrbetween the two forms have been
reported, the occurrence of which is a major camder public health. Hybrids may
readily feed upon both mammals and birds and thezelfiave the potential to act as
bridge vectors, incidentally transmitting arbovegago humans from their natural avian
reservoirs.

Morphological and genetic (microsatellite) variatiovas determined in samples of
pipiens and molestusforms, identified by molecular and bio-ecologi@dproaches,
from Comporta, Setubal, Portugal.

Both morphological data (with emphasis for the feiral index” and the “length of
antennae” in larvae and the “D/V ratio” in adult Imaenitalias) and genetic data
provided evidence for the occurrence of two distipgpulations corresponding to the
molestusand pipiensforms of Culex pipiend... Hibrids between forms were detected
and found to be genetically and morphologicallyated to thenolestusorm. Results
are discussed regarding evolutionary and epidewicdb aspects of this species.

Keywords:
Culex pipiend.., mosquito systematics, morphology, microsatslit
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1. Introducao

O presente trabalho insere-se no projecto de iigagsto cientificaSistematica e
evolucao de Culex pipiens em Portugal e em ilhasMiecaronésia(POCI/BIA-
BDE/57650/2004) levado a cabo por uma equipa desbgacdo do CMDT.LA
liderada pelo Dr. Jodo Pinto. Este projecto temadmalidade estudar os padrdes de
estrutura genética de populacdes do compexiex pipiengdo sudoeste Europeu e de
ilhas da Macaronésia, com vista a uma clarificagae relacdes filogenéticas e do
estatuto taxonémico dos membros deste complexcobctivos especificos séo: i)
identificar as diferentes espécies e formas corapwhtais do complexBulex pipiens
em Portugal continental e nas ilhas da Madeira €aleo Verde por métodos bio-
ecolégicos e moleculares; ii) avaliar os niveisdiferenciacdo genética inter e intra-
especifica em areas de simpatria e de alopai)i@ointribuir para uma clarificacédo do
estatuto taxondmico das formaipiense molestusem populagdes meridionais Galex
pipienscom base numa abordagem de genética populacional.

A maioria dos estudos eBulex pipiensque abordaram niveis de diferenciacdo
genética entre estas formas tém incidido principab® em populacbes do Norte da
Europa, onde a formgipienspredomina em habitats de superficie e a fonmagestus
ocorre quase exclusivamente em habitats subtesafmsta separacéo fisica tem sido
considerada um factor determinante para o isolaongahético entre estas formas,
consideradas como espécies incipientes. ContudoSuloda Europa, populacdes
simpatricas deipiense molestuscoexistem em habitats de superficie, proporcionand
assim a oportunidade de ocorrer hibridagéo.

Este trabalho pretende contribuir para uma mellemaaterizagdo das formas
molestuse pipiens bem como determinar o seu grau de isolamentgagulacdes de
superficie do Sul da Europa. Para tal, utilizoussga combinagdo entre marcadores
moleculares e morfoldégicos na analise de amostasfarmaspipiens e molestusde
Culex pipiensprovenientes da regido da Comporta, Setubalyairt

Os objectivos centrais desta tese consistem em:

= Determinar a variacdo morfoldgica entre as duasdsrbiolégicagpipiense

molestug

= Estimar os niveis de diferenciacdo genética ergtaseformas com base na

analise de ADN microssatélite.

Enquadrado o tema desta dissertacédo e definidssuss objectivos, apresenta-se a
seguir a sua estruturagao.

No capitulo 2 é feito o posicionamento do probledpresentam-se as principais
doencas transmitidas pelos artrépodes, realcarglonals das suas consequéncias. E
descrito o complex&ulex pipiense sdo apresentadas as formas biolégicas da espécie
Culex pipiend.. (formamolestuse formapipiens.

O capitulo 3 descreve 0s objectos em estudo, cpmisnateriais empregues e
apresenta de uma forma sucinta as técnicas e agloséutilizados para a obtencéo,
tratamento e analise de dados.

Os resultados adquiridos pela aplicagdo dos métedésnicas descritos no capitulo
3 sdo expostos no capitulo 4.

Termina-se com a apresentacdo das conclusfes ohtata a realizagdo deste
trabalho e séo identificados alguns dos problemaalserto que perspectivam linhas de
desenvolvimento futuro.



2. Posicionamento do problema

2.1. Doencas transmitidas por Artropodes

As doencas transmitidas por Artropodes sdo um itapta problema de salde
publica. Estas doengas sdo provocadas por ageategépicos €.g. virus, bactérias,
protozoarios, helmintas, rickettsias) que desemrolparte do seu ciclo de vida num
artropode (vector da doenca), sendo transmitidoa pa humanos e outros animais
durante a alimentagdo sanguinea do vector. De estw@rios Artropodes vectores de
doencas humanas (Tabela 1), os mosquitos sdo exirente importantes, sendo
responsaveis pela transmissédo de doencas taoasef@st a populacdo humana como a

Maléaria e as arboviroses Dengue, Filariase Lird&id-ebre do Nilo (virus West Nile)
[22].

Tabela 1 - Principais vectores e doencas que trangem (adaptado de [60]).

Vectores Doencas
. malaria, filariase linfatica (elefantiase), endegal
mosquitos . > .
japonesa, febre amarela, dengue, virus West Nile
glossinas (mosca tsé-tsé) doenca do sono (tripamdsse africana)
triatomideos doenca de chagas (tripanossomiasécamey
flébotomos leishmaniose
similios Simulium damnosum) oncocercose (cegueira dos rios)
pulgas tifo, peste bubénica
piolhos tifo, febre das trincheiras, febre recoren
carragas ricketsioses, doencga de Lyme, febre euerr
acaros sarna humana (escabiose)

As doengas transmitidas por Artropodes tém um eadmpacto tanto a nivel de
saude publica (Figura 1) como em termos econéondcds desenvolvimento. Afectam
particularmente as regifes tropicais do globo, gqaarticular énfase nos paises em
desenvolvimento, onde as condicdes meédicas e sagitééo permitem fazer frente a

propagacdo destas doencas e a implementagcdo derpesyde controlo vectorial €
muitas vezes ineficaz [22].

°

N° mortes/milhdo
0-1
1-20
[ 120-50
[ 50 - 200
I 200 - 500
I 500 - 1900
___ Semdados

Figura 1 — Mortes no ano de 2002 associadas a doas¢ransmitidas por vectores (adaptado de [60]).



2.2. Influéncia de alteracdes ambientais na (re-)emeigé&te doencas
transmitidas por vectores

Devido essencialmente as alteracdes climaticagsid® a ocorrer no nosso planeta,
mas também as mudangas no comportamento e denaodeafipopulagbes humanas,
tem havido uma crescente preocupacao relativandegneergéncia ou re-emergéncia de
doencas transmitidas por vectores (Tabela 2).

Tabela 2 - Factores que influenciam a (re-)emergéiac de doencas transmitidas por vectores
(adaptado de [42]).

Factor Doencas

Desenvolvimento mais rapido de vectores e agemt@g@nicos,
alteracdes na sua distribuicao.

Aumento da temperatura

Aumento de eventos de

grande precipitacio Alteracdo no padrdo de reprodugédo de mosquitos.

Aumento da taxa de transmissao para uma mesmalddagio vector,
aumento de locais de reproducao de vectores.

Urbanizacéo Aumento do contacto entre humanos e vectores egs dogestais
peri-urbanas.

Aumento da transferéncia de agentes patogénicewveatiores de
regides endémicas para regides sem ocorrénciastheao

Aumento da exposicdo de viajantes a zonas endémicas

Aumento da mobilidade de
pessoas e bens

Doengas (re-)emergentes definem-se como doencasegestemente aumentaram
em incidéncia ou em area geogréfica, colonizaramasipopulacbes de hospedeiros ou
ainda que sdo causadas por novos agentes patag¢hldoNa Figura 2 apresenta-se
um mapa do mundo com as principais doengas (reremis humanas. A (re-)
emergéncia de doencas transmitidas por artropatésreimamente ligada a mudancas
na relacdo hospedeiro/vector — agente patogénitodts pontos-chave na abordagem
do problema das doencas transmitidas por artropbdesstudo do vector [11].
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® Fbolae Febre hemomigica da @ Novavariante da doenga V Leptospirose
Crimeia-Congo de Creutzfeld-Jakob
. V' Bormeliose ou doenga de Lyme
@ Gripe das Aves (virus H5N1) B SARS (pneumonia atipica)
O Febrede lassa @ Encefalomielite equina % Escherichia coli 0157
¢ Variola dos macacos daVenezuela W Salmonella multi-resistente
(virus monkeypox) @  Febre amarela

@ Virus Hendra e Nipah O Febre do Nilo (virus West Nile) ¥ Peste
© Febredo vale do Rift V¥V Criptosporidiase

Figura 2 - Doencas emergentes e re-emergentes, 12884 (adaptado de [60]).
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Estudos bio-ecolégicos e genéticos de populacdesarttépodes vectores sao
fundamentais para o desenvolvimento de estratédpasontrolo. Em particular, a
genética populacional desempenha um papel impertaog estudos epidemioldgicos.
A genética populacional permite estimar o graulabeofgenético dentro de uma mesma
populacdo e entre diferentes populagbes de formetexminar barreiras geograficas,
ecoldgicas e comportamentais [15].

2.3. O complexaCulex pipiens
2.3.1. Posicéo sistematica e ciclo de vida

Os mosquitos (Diptera: Culicidae) sdo Artropodasepeentes a classe Insecta que
se caracterizam por possuirem um aparelho bucaipdopicador-sugador alongado,
denominado probdscis, constituido por varios dstleprotegidos por uma bainha
comum, antenas formadas por 2 segmentos basaisflageto de 13 segmentos sub-
iguais e asas com 3 nervuras bifurcadas na metsid, dom escamas em pelo menos
algumas das nervuras. A familia Culicidae encosgradividida em 3 sub-familias:
Toxorhynquitinae, Anophelinae e Culicinae. O compl€ulex pipienspertence ao
géneroCulexda sub-familia Culicinae [30].

O ciclo de vida dos culicineos é semelhante ao rdetantes mosquitos, sendo
constituido por uma fase aquética que engloba todasstados imaturos (ovo, larva e
pupa) e uma fase aérea correspondente ao estdto (&ifyura 3).

Os mosquitos fémea fazem posturas de 50 a 500 emmolabitats aquaticos cujas
caracteristicas variam consoante as espécies. Aasfase aquatica pode ocorrer em
pantanos, campos de arroz, pocgas de agua, origéoiodrvores e estruturas feitas pelo
homem, como pogos, pneus e recipientes abandon@dosvos dos culicineos néo
possuem flutuadores e no caso do gérfeatex sdo postos em grupos formando
“jangadas” que flutuam a superficie da agua. N@gitos os ovos eclodem 2 a 3 dias
apoés a oviposicao, mas em regides temperadas padedir apos 7 a 14 dias [48].

As larvas dos mosquitos caracterizam-se por nasufresn apéndices locomotores e
pelo térax ser mais largo que a cabeca e abdongurdF3). A fase larvar compreende
qguatro estados, ocorrendo uma muda sempre quessa @@ um estado para o seguinte,
de forma a permitir o aumento de tamanho (por cadda é libertado o exoesqueleto
quitinoso ou exuvia). As larvas respiram oxigéntimasférico. A respiragdo faz-se a
superficie da agua através de um par de espirasitiosdos dorsalmente no VIII
segmento abdominal. Os espiraculos estdo situardlépine de um tubo, o sifao, o que
permite as larvas ficarem posicionadas obliguamargeperficie da dgua para respirar
(Figura 3) [48].

As pupas tém forma de “virgula” e tal como as largdo aquaticas (Figura 3). O
tegumento (cuticula) € semi-rigido, servindo dagmgéo para o desenvolvimento das
estruturas do adulto. A cabecga e o torax estaadaadcefalotérax) e a regido dorsal
apresenta um par de trompetas respiratorias. Ap#saactivas, as pupas nao se
alimentam. A duracdo do estado de pupa € determipald espécie em causa e pela
temperatura. Nas zonas tropicais este periodo @enemn regra, entre 2 e 3 dias
podendo, no entanto, decorrer apenas durante 26 ljprando a temperatura média
ronda os 30°C. Nas regides temperadas, a fasgdepde durar até uma semana [48].

Os mosquitos adultos emergem das pupas e apresentarorpo alongado dividido
em cabeca, térax e abdomen. A cabeca possui dois @ompostos e um par de
antenas, plumosas nos machos e pilosas nas fékigasa(3). A armadura bucal dos
mosquitos evoluiu para formar um probdscis adapéeperfuracdo e succao (Figura 3).
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Nas fémeas das sub-familias Anophelinae e Culicinaprobdscis € utilizado para
perfurar a pele e sugar o sangue dos vasos sangueeanimais vertebrados [48].

O térax é constituido pelo protérax, mesotérax etatbeax. Cada um destes
segmentos tem um par de patas. O par de asasrahaisere-se no mesotdrax e no
metatorax existe um par de asas modificadas detagnaor halteres ou balanceiros. O
abddémen é constituido por 10 segmentos, dos ged@ditiimos estdo modificados para
o desempenho de fung¢des reprodutoras (Figura B) [48

cabega

abdomen

abdomen

VII segmento

wompetas
respiratorias

cefalotorax

Figura 3 - Ciclo de vida do mosquitoCulex pipiens (adaptado de [4,5,13,])A — oviposi¢édo; B —
“jangada” de ovos; C — morfologia da larva; D, EG— larvas no estado L4; H — morfologia da pupa;

J — pupas a superficie da agua; L — morfologia @exho adulto; M — fémea durante alimentagéo
sanguinea; N — antenas pilosas das fémeas; O raanpéumosas dos machos; P — macho a emergir da

pupa.

No processo de acasalamento dos mosquitos esté@dvidog estimulos visuais,
quimicos e auditivos. Em algumas espécies o acasata pode ser limitado pelo
espaco. Espécies caracterizadas por necessitareamples espacos para efectuarem
copula sdo denominadas de eurigdmicas. As espficge®m a capacidade de acasalar
em espacos reduzidos (< 0)rséo denominadas de estenogamicas. A fémea, ea reg
necessita apenas de uma copula para ser insenpaaaldoda a vida, pois durante o
acasalamento armazena (nas espermatecas) espéinieatgupara varias posturas [48].

Apés a copula as fémeas dos mosquitos iniciamlo ganotréfico que corresponde
ao desenvolvimento dos ovos. Este comeca comiaaeab de uma refeicdo sanguinea
num hospedeiro vertebrado, prossegue com a digekidsangue e maturacdo de
oocitos, dando origem aos ovos, e termina com posigao. A maturagcdo dos odécitos
contempla 5 estados definidos com base na mortldgs foliculos ovaricos (estados
de Christopher) [48].
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Na maioria das espécies a fémea necessita de afgodlo menos uma refeicdo
sanguinea de modo a obter as proteinas necessdnatiracdo dos ovos. Fémeas que
ndo necessitam de refeicdo sanguinea para efeotupwsturas denominam-se
autogénicas. Clements [9] define autogenia como redugdo de ovos ou O
desenvolvimento gonotréfico até ao estado Il desBbpher, sem que haja ingestao de
proteinas pelo adulto. Por outro lado considerameseo anautogénicas fémeas que
necessitam obrigatoriamente da ingestédo de refegdguinea para que a fémea atinja o
estado Il de Christopher.

Para realizar uma refeicdo sanguinea, as fémeasitsdidas para o hospedeiro
através de estimulos como o odor corporal, diGxddocarbono e calor, tendo os
estimulos visuais alguma importancia em certascespéDe uma forma geral, todas as
espécies demonstram preferéncia por um determitigpdo de hospedeiro, sendo
algumas especificas quanto a escolha da refeicAguisea. As espécies que se
alimentam preferencialmente em hospedeiros humsdmslenominadas antropofilicas,
enquanto as espécies que se alimentam preferercigmem outros hospedeiros
vertebrados que ndo o homem, denominam-se deizasfil

Os mosquitos adultos de zonas temperadas e salsaviiem entre 4 a 5 semanas
enquanto em zonas tropicais a longevidade é limitaderca de 2 semanas [48]. Por
outro lado, as fémeas que hibernam vivem mais tef@goCulex pipiensna Europa
podem sobreviver de Agosto até Maio do ano seguibtas fémeas sdo denominadas
de heterodindmicas, visto apresentarem um periodo rderripcdo reprodutivo
(diapausa) de forma a resistir aos meses mais ff@meas que se reproduzem durante
todo o ano e ndo fazem diapausa séo classificatas komodinamicas [48].

2.3.2. Espécies do complex@ulex pipiens

Existe alguma controvérsia relativamente a taxomodtis membros do complexo
Culex pipiens Para além das espécies gémeas descrit@slex (Culex) pipiens
Linnaeus, 1758, Culex (Culex) quinquefasciatuSay, 1823;Culex (Culex) pallens
Coquillett, 1898 eCulex (Culex) australicuBobrotworsky & Drummond, 1953 [54] - o
complexo é constituido por varias formas, racasiantes fisiolégicas ou biétopos.
Geralmente populacdes de regides tropicais pemreacgulex quinquefasciatuSay) e
populacdes de regides temperadas séo represept@dasiex pipiengLinnaeus) [57].
Existem ainda duas espécies proxim@silex (Culex) torrentiunMartini, 1925 eCulex
(Culex) pervigilans/on Bergroth, 1889 - em relacdo as quais ndo etosad consenso
sobre se devem ou néo ser incluidas no complegarg#) [54].

Figura 4 - Distribuicdo dos membros do complex@ulex pipiens e espécies proximas [54Linzento
claro - Culex pipiens Preto - Culex quinquefasciatusCinzento escuro Culex pipiens+ Culex
quinquefasciatuysLinha ponteada €ulextorrentium Linha tracejado -€Culex pallens Linha fechada -
Culex australicusLinha ponteada e tracejada (Nova Zelandi@lilexpervigilans.
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Os mosquitos deste complexo séo vectores de algloeagas humanas importantes
tais como a febre do Nilo (virus West Nile), a dalie de St. Louis e a filariase
linfatica.

2.4. Formas biologicas déulex pipiens

Culex pipiend.innaeus, 1758 apresenta duas formas bioldgicasaavatteristicas
fisioldgicas e comportamentais distintas. A formalestus® estenogamica, autogénica,
mamofilica /antropofilica (alimenta-se em mamifenqmsncipalmente em humanos) e
homodindmica. A formapipiens por outro lado, é eurigdmica, anautogénica,
ornitofilica (alimenta-se em aves) e heterodinarfii@bela 3) [26,27,56].

Tabela 3 - Bio-ecologia das formapipiens e molestus [7].

Caracteristica molestus pipiens
Producgé&o de ovos = Autogénicq ~ . _Anautogé_nif:o .
(ndo necessita de refeicdo sanguinea) (necessita de refeicdo sanguineg)
Preferéncia hemética Mamofilico Ornitofilico
(alimenta-se em mamiferos) (alimenta-se em aves)
Acasalamento Estenogémico Eurigamico
(ocorre em espagos confinados) | (ndo ocorre em espagos confinadgs)
Ciclo de vida Homodinénico HeterodinAmico
(ndo efectua diapausa) (efectua diapausa no Inverno)
Local de postura Hip6geo Epigeo
(subterraneo) (superficie)

Ambas as formas bioldgicas tém distribuicdo gedgaéemelhante. No entanto, no
norte da Europa e RUssia estas possuem habitdistadis molestushabita locais
subterraneos (tuneis de metro, caves e outrasrggfiss subterrdneas) enquanto a
forma pipiensvive a superficie. Neste caso as diferencas estriormas podem ser
interpretadas como adaptagfes ao habitat subterrdte subsolo, a capacidade de
acasalamento em espaco confinado € um pré-requasieonperatura € superior (0 que
leva a que ndo seja necessario diapausa no invero®nutrientes sdo adquiridos com
maior facilidade no estado larvar. As refeicdegaareas sdo mais facilmente obtidas a
partir de mamiferos do que a partir de aves. Eitarencas poderéo ser hereditarias, e
presumivelmente desvantajosas para populacdespaefisie [3,7]. O fluxo genético
entre populacdes do subsolmdlestuy e de superficiepfpieng é dificultado pela
separacao fisica dos dois habitats. Assim, no marteuropa e Russia a diferencga entre
pipiens e molestusé mais acentuada. Nas regides mais a Sul, amb&snaas co-
habitam a superficie e o caracter que melhor asetitia é a autogenia [3,7].

O estatuto taxondémico destas formas € um tematsugeigrande controveérsia.
Alguns autores sugerem que a formalestugeflecte apenas a plasticidade adaptativa
da espécie, tendo derivado de populagiipgensde superficie, através da adaptacao
local a habitats subterraneos [27]. Outros defengeena ocorréncia destas formas no
Norte da Europa corresponde a um fendémeno de eggeciincipiente e estudos
recentes de estrutura populacional com base emmzisogs e ADN microssatélite
suportam esta ultima hip6tese [19,7]. Neste ceroitsecaet al [19] sugerem que as
populacbes que colonizaram os habitats subterrémederte da Europa derivam de
populacdes autogénicas do Sul da Europa e Norf&ram. No Sul da Europa, Norte
de Africa e Estados Unidos da América, populacGe®génicas e anautogénicas
coexistem nos mesmos habitats, estando associad@g@enia a preferéncia alimentar
em mamiferos e ao grau de antropofilia. A antrdjpofioi o caracter que originalmente
levou & descricdo de uma espéCielex molestugpor Forskal em 1775, a partir de
espécimes provenientes do Egipto [19]. Apesar dasadas diferencas bio-ecoldgicas,
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esta espécie foi considerada sinbnimaCiiex pipiensdevido a falta de caracteres
morfologicos diagnosticantes, bem como a auséneidatreiras reprodutoras pos-
copulatérias [19,49]. Para além disso, sao enaderaformas intermédias com
caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas variaeeigie sugere a ocorréncia de hibridacdo
entre populagfes naturaimlestuse pipiense a existéncia de fluxo genético entre elas

[71

2.4.1. Importancia do estudo das forn@piense molestus

As formas bioldgicaspipiens e molestus apresentam diferentes capacidades
vectoriais, facto que estard sem duvida associadsua diferentes preferéncias
alimentares. E de particular importancia sabeesesituacdes de simpatrigipiense
molestusapresentam isolamento reprodutor e representanolggdies distintas. O
estudo do isolamento genético entre as formas dic@é de Culex pipiensé
fundamental, na medida em que hibridos epipéense molestugpoderdo manifestar a
capacidade de realizar refeicdes sanguineas tantoumanos como em aves. Hibridos
pipiens-molestupodem assim constituir vectores-ponte na trangimide virus entre as
aves (reservatério natural) e o homem. No casoimdis West Nile, os vectores-ponte
sdo cruciais para a transmissdo da doenga umaueeasghumanos e outros mamiferos
ndo desenvolvem normalmente virémia suficientemeleteada para infectar mosquitos
que neles se alimentem [19].

Uma das questbes essenciais para este tipo deoeStadpossibilidade de tracar
cenarios epidemiolégicos. Por outro lado, conheacesgda ocorréncia e distribuicao da
forma molestusbem como as suas diferencas relativamemtipianstorna-se possivel
desenvolver estratégias de controlo mais eficidBies

Para além das questdes relacionadas com a sauamdaenanimal, as relacdes entre
0os membros do complex@ulex pipiens,e em particular entre as formagiens e
molestusyepresentam um fascinante objecto para estudasiorhdos com especiacao
e evolucdo de sistemas de espécies gémeas.

2.4.2. Diferenciacao das formas

A distincdo entre as formagipiens e molestustem sido efectuada através da
avaliacdo dos parametros bio-ecologicos que caizente cada forma. Isto implica
experiéncias em insectario, nas quais se determigsgancialmente os parametros
autogenia e estenogamia a partir da progenia dea®roapturadas no campo. Estas
experiéncias ndo s6 sdo bastante demoradas coni@rtanmplicam uma enorme
logistica [11]. Actualmente aposta-se em trés apaaa a obtencdo de métodos mais
rapidos, praticos e eficientes para a diferenciag&duas formas bioldgicas Gelex
pipiens estudos morfoldgicos, identificacdo moleculaseigos genéticos [2,3,19,56].

Estudos morfolégicos

A morfologia desempenha um papel crucial na Sisiem& Evolucdo. Apesar dos
recentes avangos em ferramentas moleculares, adeiscaracteres morfolégicos e
fenéticos ainda constitui um elemento crucial nassificacdo e identificacdo de
espécies [45].

Apesar da enorme semelhanca morfolégica gripiense molestus estudos feitos
com populagbes dos EUA, Norte da Europa e RduUssigemsiam algumas
caracteristicas morfologicas importantes para &ndé&o entre as duas formas. No
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estado larvar, sao indicados o indice sinfonabrogrimento das antenas, o nimero de
dentes do pente do sifdo e o nimero de ramos dadseskla (Figura 5) [6,44,57].

A

Figura 5 - Detalhes da morfologia da larva do mosdto Culex pipiens (estado L4) [57].A — cabeca e
sifao de larva da formgipiens B - cabeca e sifao de larva da formalestusEscala em milimetros.

No estado adulto sdo referidos os palpos e asa$édesas. Para a diferenciacédo
entre outros membros do complexo sdo bastantead#s diferencas morfoldgicas na
genitélia dos machos (Figura 6) [6,44,57].

Figura 6 - Falossoma de machos do complexX@ulex pipiens [57]. 1 — Culex quinquefasciaty® —
Culex pipiens3 — Hibrido entre as duas espécies. Escala eimatibs.

Existem, no entanto, alguns problemas com estalBpdentificacdo. Por exemplo, a
possibilidade da degradacédo do material conduzibieaaicéo de resultados. Por outro
lado, as espécies gémeas, sendo muito semelhaotésiagicamente, tornam a sua
distincdo com base no fenotipo uma tarefa difioispa maioria dos caracteres
morfomeétricos apresentam uma grande sobreposigao.
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Identificagéo molecular

Uma das técnicas de identificacdo molecular quenipera distincdo entrpipiense
molestusé a electroforese de proteinas. Verificou-se queenes que codificam as
enzimas Manosefosfato desidrogenase (MPI), Fosfuglitase (PGM), Adenilato
cinase (AK-1, AK-2), Hexocinase (HK-1, HK-2, HK-® Esterases (EST-1, EST-2,
EST-3) apresentam diferencas nas frequénciasadéiatre formas [3].

Bahnck & Fonseca [2] desenvolveram uma técnicadosea variacdo presente nas
regides flanqueadoras de um dos microssatélitdads® para o complex@ulex
pipiens o microssatélite CQ11. Geralmente os microssasétiofrem mutagdes a uma
taxa bastante superior a de outras regides do Aliear e normalmente sao regides
hiper-polimérficas. Isto pode explicar porque é @ueegido flanqueadora docus
CQ11 apresenta polimorfismos nas duas formas ba@égEsta técnica tem por base a
presenca de delecBes (até 18pb) na regido flangeeddlocus CQ11, delegbes essas
especificas da formgipiense da formamolestug[2]. Estes polimorfismos podem ser
facilmente detectados através de ensaios baseadesecdo em cadeia da polimerase
(PCR).

Microssatélites e estudos de genética populacional

Os microssatélites sdo actualmente dos marcademstigos mais utilizados em
estudos evolutivos e ecoldgicos. A sua populariddelee-se a sua ubiquidade no
genoma de eucariotas, elevado grau de polimorfisma@lominancia e facilidade de
deteccédo e visualizagdo. Para além disso sdoesufisi pequenas quantidades de ADN
para a genotipagem destes marcadores, com basaegies de PCR [37].

Fonsecaet al.[19] utilizaram um conjunto de oito microssatdittesenvolvidos para
especies do complexdCulex pipiens para analisar populagfe€ulex pipiens
autogénicas e anautogénicas da Europa e EUA. Oseautemonstraram que no Norte
da Europa as formgsipiens e molestusapresentam elevados niveis de diferenciacao
genética nos microssatélites analisados, sem eraée fluxo genético entre elas. No
entanto, nos Estados Unidos existe bastante hgdadantrepipiense molestuso que
poderd ter estado na origem das relativamente tecepidemias do virus West Nile na
América do Norte.

2.5. Culex pipienem Portugal

Em Portugal,Culex pipiensé o mosquito mais abundante e com maior dispersao
[16]. Esta espécie foi implicada na transmissdovidos West Nile, mas ndo existe
informacéo sobre qual das formas bioldgicas estmalvida [1,16]. Recentemente,
estudos bio-ecoldgicos conduzidos na regido da Gdmfdistrito de Setubal, Portugal)
confirmaram a presenca de populagbes simpétricgspiEns e molestusnessa zona
[12,21]. Interessa assim caracterizar a variac@@tgm e morfoldgica destas formas
bem como determinar o grau de hibridagéo entre ééamodo a melhor compreender a
taxonomia da espécfeulex pipiense a avaliar o potencial estabelecimento de cidéos
transmissao de infec¢des arbovirais na regiao ame@s
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3. Materiais e Métodos

3.1. Material biolégico

Para a elaboracdo desta tese foram utilizadas mas@ulex pipienspreviamente
capturados na regido da Comporta e analisados gmrparametros autogenia e
estenogamia através de experiéncias realizadasactario do IHMT [21].

As colheitas entomoldgicas foram realizadas entn@Me 2005 e Setembro de 2006
[21] na regido da Comporta. A area do estudo apteseerca de 170 Kme 3000
habitantes distribuidos pelas freguesias da Comg@bncelho de Alcicer do Sal) e
Carvalhal (Concelho de Grandola), pertencentessiotd de Setubal, Portugal. Trata-
se de uma é&rea de reduzida altitude (0-60m), qestsade até a costa maritima a oeste
e onde existem varios campos agricolas, montadosodeo e pinhais. A norte e
noroeste sado encontrados sapais, salinas e ceds0deectares de arrozal, sendo estas
zonas de particular interesse uma vez que repegaepmbtenciais areas de criacdo de
mosquitos. O clima é temperado com a temperatudiandiaria oscilando entre os
10°C em Janeiro e os 21°C em Agosto. A precipitagddia mensal apresenta valores
entre os 45 e os 80 mm, ao longo do ano, excepé&stagao seca (Junho a Setembro)
em que os niveis de precipitacdo rondam os 20 mmgse [21].

As experiéncias realizadas em insectario foranmt@delas com temperatura média de
27+2C e humidade relativa de 75+5%.

As fémeas capturadas (fémeas parentais) foram adagném insectario em gaiolas
individuais, até efectuarem postura, morrerem oundaximo, durante 30 dias. Apés a
experiéncia as fémeas foram conservadas a tempem@tbiente para futura analise
molecular em tubos de 0.5ml contendo silica géjedéio.

As posturas (geragdo F1) provenientes de cada fémeantal foram criadas
individualmente. De cada uma das 4 fases larvads estado pupa retiraram-se duas
larvas/pupas ou respectivas exuvias (quando o mimerexemplares era reduzido)
sendo conservadas em alcool (70%) com 4% de glacepara futuros estudos
morfologicos.

A partir do aparecimento da 12 pupa, as tinas decdw foram transferidas
individualmente para gaiolas cubicas com 20cm d#.leDurante o periodo de
emergéncia dos adultos e até 2 dias apés a eme&rgémalltimo, uma solugdo de
frutose (10%) constituiu o Unico alimento dispohiveoi diariamente observado o
possivel aparecimento de posturas F2 (descendimtgsracéo F1). As familias em que
ocorreu postura sem alimentacdo sanguinea forasifit@adas como autogénicas. Para
as familias em que ndo houve postura autogéniddirdim-se os mosquitos em duas
gaiolas com racio sexual 1:1. Uma das gaiolas seoomo controlo para o
aparecimento tardio de posturas autogénicas, teitbomantida apenas com frutose
(10%). Os mosquitos da outra gaiola foram alimevgguhra determinar a ocorréncia de
posturas ndo autogénicas/anautogénicas, de acordoocprocedimento descrito em
Freitas [21]. ApOs 10 dias de disponibilizacao efeicdo sanguinea, mantiveram-se as
F1 nas gaiolas por mais 10 dias apenas com fr(tid¥¥), de modo a observar a
ocorréncia de posturas tardias, tendo em contdvessvariagdes na duragdo do ciclo
gonotrofico.

Apos este periodo, sacrificou-se cada familia Flhgootermia e retiraram-se dois
ou trés individuos de ambos os sexos para futistgles morfoldgicos. Os machos
restantes foram conservados em tubos com siliceogalins a cada familia enquanto as
fémeas foram dissecadas, de modo a avaliar a inae&u e paridade (fecundacéo). A
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disseccdo permitiu a determinacé@o do estado dend@senento dos ovarios, segundo

Christopher [48], das fémeas F1. O estado de imsg&0 de cada fémea foi

determinado pela observacdo microscopica das espmras para a deteccao de
esperma. A cabeca e o torax de cada exemplar disdoram acondicionados em

tubos de 0,5ml com silica gel e algodéo, e condessa temperatura ambiente para
posteriores estudos moleculares.

3.2. Extraccao do ADN

Procedeu-se a extrac¢do do ADN das fémeas F1 stdavwém protocolo derivado do
meétodo descrito por Collires al.[38].

Homogeneizou-se cada individuo (utilizando homogam®r plastico) em 100ul de
tampao de lise (Tris-HCI 0.1M pH 8.0, NaCl 0.08M)™A 0.06M pH 8.0, SDS 0.5%,
sacarose 0.16M emyH,0), em tubos de 1.5ml. Seguiu-se uma incubagédo®@ 65
durante 30 minutos. Precipitaram-se as proteinas &l de uma solugéo de acetato
de potassio 8M e incubaram-se em gelo durante 3Qitos. Apds centrifugacdo a
12000xg durante 10 minutos transferiu-se o sobmaradoara outro tubo. Procedeu-se
a precipitacdo do ADN com 200ul de etanol absofeiguindo-se uma incubacéo a -
20°C durante 1 hora. Efectuou-se centrifugagédo @@%) durante 15 minutos e
desprezou-se o0 sobrenadante. Cpeldet de ADN foi lavado com 200ul de etanol a
70%, seguindo-se centrifugagcdo a 12000xg durantenib@tos. O sobrenadante foi
desprezado e os residuos de etanol evaporadosoéiizallor durante cerca de 30
minutos. Por fim eluiu-se o ADN com 100ul gl,O e 100ul de tampéo TE (Tris-HCI
10mM pH 8.0, EDTA 1mM pH 8.0). Na extraccdo de A¥am utilizados controlos
negativosi(e. sem material biol6gico) de modo a avaliar possigentaminagoes.

3.3. Identificagcao molecular

As formas bioldgicapipiense molestusoram identificadas a partir de um método
descrito por Fonsecat al. [2]. Este método consiste na utilizagdo de umai¢écde
PCR para a deteccdo de um polimorfismo dialélicoregido flanqueadora 5 do
microssatélite CQ11, cujos alelos alternativos e a distingdo molecular entre as
formaspipiens(200pb)e molestug250pb)

A mistura de reacc¢do utilizada consistiu emulfd® ddHO, 4ul de Tampéo PCR 5x
contendo BSA a uma concentracdo deptdl, 2ul de MgCh 25mM, 2ul de dNTPs
2mM, 1ul de primer CQ11F2 3M, 1ul de primer pipCQ11R M, 1ul de primer
molCQ11R M e 02ul de Tag ADN polimerase 5Ull, perfazendo um total de [iP
por amostra, ao qual se juntoul ie ADN “molde”.

O programa de PCR incluiu uma desnaturacgéo initdad minutos a 94°C, seguida
de 40 ciclos de desnaturacao a 94°C durante 3@dideguhibridacdo a 54°C durante 30
segundos e extensdo a 72°C durante 40 segundos. &%pd0 ciclos ocorreu uma
extensdo final a 72°C durante 5 minutos, a segquuad a reaccao foi interrompida a
4°C.

Os produtos da amplificacdo foram conservados a &R & separacdo por
electroforese em gel de agarose a 2% (Promegajaa@m brometo de etideo numa
concentracdo de 10mg/ml (Sigma) em TBE 1x. As ammsdoram carregadas com 4pl
de tamp&o de arrastamento 5x (Fermermgag)licados 20ul no gel. Utilizaram-se 5ul de
marcador de peso molecular de 100pb (Fermentasje@&roforese decorreu a 120V,
500A durante uma hora. A visualizagéo das bandasféotuada num transiluminador
com luz UV e o gel foi fotografado num sistema UQIO®.
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3.4. Grupos de comparacgao

Com base nas experiéncias em insectario e disselosiovarios das fémeas, para
determina¢éo da autogenia, classificaram-se ogithdis em 2 grupos:

» AU - autogénico (pode ocorrer postura sem alimé&aaanguinea).
= NA - anautogénico (ndo ocorre postura sem aliméotagnguinea).

As taxas de inseminacgaoe( propor¢cdo de fémeas fecundadas), estimadas em cada
familia por observagédo das espermatecas levardassificacdo dos individuos em 2
grupos:

» ES - estenogamico (taxa de inseminacao da fam@o).
= NS - néo estenogamico (taxa de inseminacéo daidax309%).

A partir do protocolo experimental para a determpéita da forma molecular
classificaram-se os individuos em 3 grupos:

= P -pipiens(200/200pb).
= M —molestug250/250pb).

= MP - hibridos entre as duas formas (200/250pb).

Considerou-se que todos os individuos da geracdérmr’a mesma classificacdo que
a das suas irmas em gque foram testados os paré&maetapenia, estenogamia e forma
molecular.

3.5. Estudo morfolégico

Para a realizagéo do estudo morfologico utilizassnmdividuos das familias obtidas
em insectario (geracdo F1), no estado larvar (faeva estado L4 e respectivas exuvias
larvares) e no estado adulto (machos adultos).oTasmtarvas e exdvias larvares como
as genitalias dos machos, foram montadas entrend&milamela em meio H. Ribeiro
(PCFF, [43]) e observadas ao microscapio.

Nos individuos de estado larvar foram medidas lracteristicas morfolégicas
descritas na Figura 7. Todos os caracteres moita$gestudados consistem em
variaveis discretas, excepto o comprimento dasnaste o indice sinfonal que s&o
variaveis continuas. O comprimento das antenasemprimento e largura do sifédo
foram determinados através de medigdo com ocularométrica e posterior
correspondéncia das unidades da ocular a unidadesmétricas.
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Comprimento das antenas
4. Namero escamas do VIl segmenio
5. Niimero de ramos da seda da sela (seda 1X)
7.
3.

10. Niamero de ramos no tufo subventral 4

12. Indice sinfonal (quociente entre o
comprimento e a largura do sifdo)

Figura 7 - Caracteres morfolégicos estudados (adagdo de [56]).A — sifdo; B — dente do pente do
sifdo; C — escama do segmento VIl do abdémenicBbeca.

Nos individuos de estado adulto foram determinaZldsdices morfolégicos na
genitalia dos machos, as razdes DV/D e D/V (FigraEstes indices apresentam
valores continuos.

A D DV
\

Figura 8 - Falossoma da genitdlia do mach&ulex pipiens (adaptado de [56]).A — medi¢bes
efectuadas (D, V e DV); B - form@ipiens C — formamolestusEscala em milimetros.
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3.6. Microssatélites
3.6.1. Descrigdo dofoci e reacgédo de PCR
Foram utilizados 14 microssatélites descritos pazamplexcC. pipiens(Tabela 4).

Tabela 4 - Descrigdo dobkoci dos microssatélites

Locus Repeticdo Primers Ta | REF
con | onmeonoon | Sieeponetieme
care | oroToTenn, | ARG |
cQu1 (T HexACCACTCAGCARCATCOGGC | 56 | 1
CXpGT4 | (GTHGTTT,GCGTICT(GTy | ool OCTAACCOTTOIT o 54 | 2
CxpaTo (@D NedTATARGACCAGTOAAGECAG | 52 | 2
CxpGTL2 (TG bamCAGCTGTTGCACAMTGTE | 54 | 2
CxpGT20 (T6)s Ned-GCARACCCOATACCOAAT 54 | 2
A Y
L G I
CxpGT51 (TGLCG(TC)s ﬁ?ﬁgéggﬁéchTGTTcTTGTcTsé%ﬂéTCTGT 41 2
e | e | Smoeee | o
CxQGT4 (G b om TCTAAACACGOAGCACGTACA | 54 | 3
N R TIE
oo | e | lecmeecheennieneme | |

Ta - Temperatura de hibridac@o, REF — referénciadghifica: 1 - Fonsecet al.[18], 2 - Keyghobadet
al. [32], 3 - Smithet al.[55].

A mistura de reaccao utilizada consistiu enuB@.0ul no caso dosoci GT46 e
CxpGT53) de ddkD, 4ul de Tampdo PCR 5X).4ul de BSA 10mM, Rl de MgCh
25mM, 2ul de dNTPs 2mM (248 no caso dosoci GT46 e CxpGT53), dl de primer
forward 4uM, 1pl de primer reverse2uM, 0,1ul de Tag ADN polimerase 54/l e 1ul
de ADN molde, perfazendo um total depR@or amostra. Utilizaram-s@rimers
marcados com os fluorocrombhi&ED, HEX e 6FAM conforme indicado na Tabela 4.

O programa de PCR incluiu uma desnaturagéo initgad minutos a 94°C, seguida
de 30 ciclos de desnaturagéo a 94°C durante 3Gdeguhibridacdo com temperatura
de 52°C, 54°C ou 56°C consoantlaus (Tabela 4) durante 30 segundos e extensdo a
72°C durante 30 segundos. Apos os 30 ciclos ocameuextensdo final a 72°C durante
5 minutos, a seguir & qual a reacc¢éo foi interroiajai 4°C.

3.6.2. Genotipagem em sequenciador automatico

Para a genotipagem dos Ibti de microssatélites foram realizados agrupamentos
dosloci por individuo, de acordo com o intervalo de tamadbs alelos e a marcagéo

fluorescente. Assim, foram aliquotados|0.8e cada produto amplificado aos quais se
juntaram 1Ql de FormamidaHi-Di e 0.5 do marcador internéeneScan-ROX500
(Applied BiosystemsAs misturas foram efectuadas em placas de 96spagie foram
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seladas, identificadas e enviadas para uma emplessequenciagdoYé@le DNA
Analysis Facility, EUA para andlise de fragmentos num sequenciador atitam
ABI3730 (Applied Biosystems

Apés a corrida das amostras no sequenciador autanéima imagem digital da
electroforese é criada. O marcador inteR@X500¢ indicado a vermelho enquanto os
produtos amplificados sao visiveis a amarelo pareaadoNED, a verde para BEX
e a azul para o BAM. O tamanho dos alelos foi determinado tendo casferéncia o
tamanho padrdo do marcador interno. Esta imageitnafisida pelo softwar@eneScan
(Applied Biosystemsproduzindo-se electroferogramas para cada amd3ttamanho
dos alelos (em pares de base) foi determinado @ pls electroferogramas com
auxilio do programa GeneMarker (SoftGenetics).

3.7. Anadlise dos dados
3.7.1. Morfologia

Para determinar quais 0s caracteres que apresentar@dias estatisticamente
diferentes entre os grupos determinados nas amdliseacoldgicasvide ponto 3.1) e
moleculares\ide ponto 3.3) utilizaram-se varios testes estatistipes se descrevem a
sequir.

O teste T de Student permite testar hipéteses soédias de uma variavel de nivel
guantitativo em dois grupos, formados a partir de wariavel qualitativa [39]. Este
teste quando aplicado em amostras de dimensddomfer30 exige que 0S grupos
tenham distribuicdo normal. A verificacdo da noidede foi efectuada através do teste
de aderéncia de Kolmogorov-Smirnov [39]. Para &agio do teste T é necessario que
se verifique a homogeneidade das variancias, grestu que foi testado através do
teste de Levene [40].

O teste de Mann-Whitney é um teste ndo paraméfieo serve de alternativa ao
teste T quando as suas condi¢des de aplicabilidadeséo verificadas. Um teste néo
paramétrico, tal como 0 nome sugere, € um teste aacentidades em estudo nao sao
os parametros de uma populagdo. No teste Mann-#haa hipoteses a testar sdo: as
duas amostras sé@o provenientes de popula¢des nwema distribuicdversusas duas
amostras sdo provenientes de popula¢des com digbés distintas [39].

Procedeu-se também a uma andlise de componentegpais (ACP) para melhor
compreender a diferenciacdo morfoldgica entre amdspipiens e molestusquando
considerados todos os caracteres estudados.

A analise estatistica multivariada incide sobre odacdcom varias dimensdes
(diferentes caracteristicas em estudo) relativommasmo individuo. A origem comum
de cada observacao individual leva geralmente adepandéncia ou correlagdo entre
as dimensdes [20]. A analise de componentes pdisc# uma das técnicas da analise
estatistica multivariada que permite transformar cwmmjunto de variaveis iniciais
correlacionadas entre si, noutro conjunto com ummaneximero de variaveis nao
correlacionadas e designadas por componentesgaiscque resultam de combinagdes
lineares das variaveis iniciais. O seu objectiva keducdo da dimenséo do problema
[50]. Os coeficientes que definem cada uma dassnesmaveis sdo escolhidos de modo
a que as variaveis derivadas (componentes prisgigaipliquem a variagdo maxima
nos dados originais e ndo estejam correlacionadae si. A primeira componente
principal € construida de forma a explicar a méaxiragéancia dos dados, a segunda
componente principal é construida de maneira #sefdiferente” da primeira quanto
possivel e a explicar a maxima varidncia ainda exggicada pela primeira, e assim
sucessivamente [20].
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Toda a andlise estatistica dos dados morfologiobgehlizada com recurso aos
packagesle softwareestatistico SPSS 16.0.1 (SPSS Inc.), MiniTab®MiBifab Inc.)
e Microsoft® Office Excel (2003).

3.7.2. Genética populacional

Com base nos gendétipos obtidos para os 14 micédssat para cada grupo
analisado, calcularam-se varias estimativas deabiidade e diferenciacdo genética
gue se descrevem a sequir.

A riqueza alélicaR9 € uma estimativa do niumero de aleloslpousajustada pelo
tamanho da amostra de menor dimenséo, o que peromtparacdes entre amostras de
diferentes tamanhos. Estas estimativas foram abpdbo algoritmo de El Mousadik &
Petit [14], disponivel no programa FSTAT 2.9.3.2][2

A heterozigotia esperadlld) é a propor¢céo esperada de gendtipos heterozngaie
populagdo, assumindo as propor¢bes do equilibrio Hdedy-Weinberg. Estas
estimativas foram calculadas no programa FSTABadedo com Nei [36].

O principio de Hardy-Weinberg traduz a transposidgd@rimeira lei de Mendel do
nivel familiar para o nivel populacional, sendaxpresséo da nogdo de uma populagéo
em “equilibrio genético” [51]. O equilibrio de HgrilVeinberg assume uma populagéo
hipotética de tamanho teoricamente infinito (ouicsemitemente grande de modo a
minimizar o efeito da deriva genética), constituidar individuos dipléides que
acasalam ao acaso, onde a migracdo, a mutacéexred® natural sdo negligenciaveis.
Dados estes pressupostos, 0s genétipos de umaapap as suas frequéncias alélicas
manter-se-ao inalteraveis durante sucessivas geyae@ populacdo sera considerada
em equilibrio de Hardy-Weinberg [28]. Os desvioseauilibrio de Hardy-Weinberg
podem resultar de acontecimentosusespecificosi(e. afectam apenas determinados
loci), tal como a seleccdo, a presenca de alelos uias acasalamento preferencial
entre individuos que partilham um determinado fipedtassortative mating ou de
acontecimentos que afectam todo o genoma, tal @ooomsanguinidadénpreeding e
a subdivisdo da populacdo (efeito de Wahlund) [B&lra a deteccdo de desvios ao
equilibrio de Hardy-Weinberg, foi seguido o proceeinto descrito por Guo e
Thompson [25] que utiliza um teste analogo ao testeto de Fisher para tabelas de
contingéncia, disponivel no programa ARLEQUIN 3.p47]. Para cadalocus
microssatélite testou-se a hipétese nula=Hunido aleatdria de gametas, com uma
hipétese alternativa de défice de heterozigoticos.

O coeficiente denbreeding(Fs) representa a medida da reducdo da heterozigstia d
um individuo devido a acasalamentos ndo aleatd@opopulacdo. Quando ndo existe
inbreeding Fs=0), as frequéncias genotipicas encontram-se epoprdes de Hardy-
Weinberg. A presenca de inbreeding compléig=(Q) resulta numa populagédo com
acasalamentos néo aleatdrios composta inteiranpenterganismos homozigoéticos. A
determinagdo do coeficiente debreeding de cadalocus foi levada a cabo pelo
programa FSTAT. Para avaliar a significancia désnesivas deFs foram efectuados
testes de randomizacaae( troca de alelos entre individuos), em que o valor
corresponde a proporcao de randomizagdes (em fj0@®@presentaram um valor e
superior ao observado.

O desequilibrio déinkage € um termo utilizado para a associacdo ndo alaadér
alelos em dois ou malsci, nd0 necessariamente N0 Mesmo cromossoma, etwonsti
também um indicador de subdivisdo populacional.[Z9]desequilibrio ddinkage
descreve a situagdo na qual algumas combinac@aglde ou de marcadores genéticos
ocorrem mais ou menos frequentemente numa poputi;§ae o que seria esperado da
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formacéo aleatdria de haplotipos a partir de aldlaseados nas suas frequéncias [38].
De modo a avaliar a independéncia bhws microssatélite em estudo, foram executados
testes de desequilibrio d@kage genotipico para todos os pareslde através dos
testes exactos de Fisher para tabelas de contiagf®], disponiveis no programa
ARLEQUIN. Foi usada como hipétese nula os gendtiges um locus serem
independentes do gendtipo de outrous

O efeito principal da substrutura das populagéama diminuigcdo da heterozigotia
média entre subpopulacdes, relativamente a hegettzi esperada se ocorressem
acasalamentos aleatérios numa hipotética populeatab[29]. Wright [61] propbs a
medicdo dos desvios das frequéncias genotipicasesmos do parametro indice de
fixacdo ouFst O Fst mede os efeitos da subdivisdo da populacdo e wdedda
heterozigotia de uma subpopulacdo devido a deenatica. Os métodos que definem a
estatistica-F baseiam-se em suposi¢fes do modslaldios infinitos (IAM), no qual
cada alelo idéntico em estado é por definicdo idémtor descendénciad. ndo existe
homoplasia)Fsr significativamente diferentes de zero indicam guderiva genética se
faz sentir mais do que o fluxo genético entre papigs. Os acasalamentos dentro da
mesma populacdo sdo mais provaveis, mas € necesg@nas um pequeno fluxo
genético para contrap6r os efeitos da deriva gemf3B]. Segundo Wright [62], uffst
maior ou igual a 0.05 é significativo para que oczodivergéncia evolutiva entre
populacdes. As estimativas 8er foram calculadas segundo Weir & Cockerham [58]
através do programa FSTAT. A significAncia dos redode Fst obtidos {e. se
significativamente diferentes de zero) foi detewmmiz por testes de permutacée. (
permutacgdo de alelos entre amostras) disponiveaisasmo programa.

Stalkin [53] desenvolveu a estatistid®y, analoga a sy, que tem em conta as
elevadas taxas de mutacdo dos microssatélitesependéncia do tamanho do alelo
mutante relativa ao tamanho do alelo mutado, baseadnodelo de mutagcéetepwise
(SMM). As estimativas d®sy, calculadas segundo Michalakis & Excoffier [35¢nid
como testes de permutagdo associados, foram addsuteelo programa ARLEQUIN.

Foi ainda efectuada uma andlise factorial de cpomdéncia (AFC) de modo a
visualizar graficamente as distancias genéticagivak entre individuos. Esta andlise
permite uma hierarquizacao da informagéo dispomioebrdem decrescente do grau de
explicagdo do fendmeno em estudo e permite ainoidupir varidveis compadsitas que
resumem as relagfes existentes entre as catedosaributos observados [40]. Neste
estudo, a AFC teve por base estimativaggeentre pares de individuos. Esta analise
foi realizada utilizando o progran@ENETIX 4.03.

Com o programa STRUCTURE 2.2 [41] determinou-selimero de clustersK]
existentes nos dados sem informagigriori da forma molecular dos individuos.
Admitiu-se que as frequéncias alélicas estavanelemionadas dentro das populagdes e
gue o genotipo dos individuos poderia resultarrda aombinacédo de genes de mais do
gue uma populacdo. Foram efectuadas 10 corridepémdientes para cada valorkle
(comK de 1 a 4), sendo utilizado o método de Evastral.[17] para determinar qual o
K mais provavel. Em seguida realizou-se o0 mesmoeplioento incluindo informagéo
sobre a forma molecular dos individuos.

3.7.3. Nivel de significaAncia de testes estatisticos

As estatisticas utilizadas foram testadas a dessitle significancia para a rejeicéo
da hipétese nula: o nivel nominal de significan@ia0,05) foi utilizado para testes
singulares. Para testes mdultiplos, este valor &origido de acordo com o método
sequencial de Bonferroni [31], de modo a serenadui erros do tipo | (falsa rejeicao).
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A correccdo de Bonferroni é uma correccdo para eoagdes mdultiplas utilizada
quando varios testes estatisticos, dependentesdepdandentes, estdo a ser realizados
simultaneamente. A fim de evitar falsos positivéshecesséario diminuir o nivel de
significancia ) para ter em conta o numerale comparacdes a ser realizadas [59].
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4. Resultados

4.1. Morfologia

4.1.1. Dados morfolégicos em relagdo a autogenia e acsema

Na Tabela 5 indicam-se os caracteres morfolégicoesees utilizados para a
comparacdo entre as meédias dos individuos AU e Ndos individuos ES e NS,
apresentando-se os valopeassociados.

Tabela 5 - Andlise morfologica deCulex pipiens. comparacgéo entre individuos autogénicos (AU) e
néo autogenicos (NA) e entre individuos estenogéri (ES) e ndo estenogamicos (NS).

AU NA ES NS
Caracteristica Média Média p-value | média Média Valor p
N N N N
DP DP DP DP
NUmero de ramos da seda 5C 541 210 524 99 | MW: 0,049 5,37 190 5,20 122| MW: 0,023
0,91 0,72 1,10 0,81
NUmero de ramos da seda 6C 4,57 218 4,52 111] MW: 0,807 4,59 192 450 137| T:0,247
0,80 0,66 0,77 0,72
Comprimento das antenas (um) 471,017 234 A87,77 108 T:0,000 473,01 200 481,04 142| MW: 0,000
38,07 28,16 28,40 44,34
Namero de escamas do VIII segme 1tg'2'49 142 41,45 78 T:0,212 42,51 125 41,60 95 T: 0,256
6,26 5,14 5,57 6,29
NUmero de ramos da seda 1X 1,10 215 1,01 99 | MW: 0,007 1,06 187 1,08 127 T:0,637
0,31 0,10 0,27 0,27
Numero de tufos subventrais do sif io4'01 232 411 111] MW: 0,006 4,01 197 4,09 146 MW: 0,014
0,26 0,37 0,26 0,35
Numero de ramos no tufo subventrd| 13'29 197 2,82 92 | MW: 0,000 3,36 175 2,80 114 MW: 0,000
0,90 0,71 0,89 0,72
Numero de ramos no tufo subventrdl 23’23 212 2,92 95 | MW: 0,009 3,28 189 2,91 118| MW: 0,001
0,90 0,75 0,90 0,76
Numero de ramos no tufo subventrd| 32'97 207 2,19 105 T:0,050 2,97 179 2,83 133| T:0,099
0,79 0,72 0,78 0,74
NUmero de ramos no tufo subventrd| 43'03 217 2,94 108 T:0,303 3,05 183 2,94 142| T:0,192
0,73 0,71 0,70 0,75
Namero de dentes do pente do sif 1014'24 222 14,10 113 T:0,538 14,04 193 13’82148 T: 0,458
1,95 2,24 3,01 2,40
indice sinfonal 349 221 3.95 113| T:0,000 349 186 3,84 148 MW: 0,000
0,47 0,48 0,43 0,56
Razédo DV/D genitalia machos 0.22 63 0.17 139] T:0,004 0.22 54 0.17 54 T:0,035
0,12 0,15 0,13 0,14
Razédo D/V genitalia machos 1,32 63 1,23 139] T:0,015 131 148 124 148| T:0,020
0,20 0,19 0,20 0,19

N — namero de individuos analisados, DP — desvirgm MW — teste Mann-Whitney, T — teste T de
Student. Os valores a negrito representam tegiagisativos depois do ajuste do nivel de significa
para testes multiplos, através do método sequetteiBbnferroni.

As caracteristicas cujas médias sdo estatisticemdiférentes entre 0s grupos
definidos a partir do parametro autogenia sdo opcionento das antenas, o numero de
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ramos da seda da sela (seda 1X), o numero dedubly@ntrais do sifao, o nimero de
ramos no tufo subventral 1, o indice sinfonal eaafes DV/D e D/V da genitalia dos
machos.

As caracteristicas cujas médias sdo estatisticemdiférentes entre 0s grupos
definidos através do parametro estenogamia saonpranento das antenas, o numero
de ramos nos tufos subventrais 1 e 2, o indicersahfe a razdo D/V da genitalia dos
machos.

As caracteristicas cujas médias sdo estatisticemdiferentes em ambas as
comparacdes sdo o comprimento das antenas, o n@®eemmos no tufo subventral 1,
o indice sinfonal e a razéo D/V da genitalia doshmoa.

4.1.2. Dados morfolégicos em relagdo a forma molecular

Na Tabela 6 indicam-se os testes utilizados parangaracdo entre as médias das
formas M e P e apresentam-se os valpr@ssociados.

Tabela 6 - Analise morfoldgica deCulex pipiens. comparacao entre as formas M e P.

M P
Caracteristica Média N Média N p-value
DP DP
NUmero de ramos da seda 5C 549 94 541 95 T: 0,533
0,96 0,77
NUmero de ramos da seda 6C 4,67 95 464 107 T: 0,707
0,75 0,69
. 472,63 486,8 .
Comprimento das antenas (um) 26.48 97 24.97 102 T:0,000
NUmero de escamas do VIII segmepnto 42,17 63 4134 74 MW: 0,807
6,35 5,02
NUmero de ramos da seda 1X 1,04 91 1,03 95 MW: 0,687
0,25 0,18
NUmero de tufos subventrais do siffio 3,97 96 4,09 104 | MW:0,005
0,23 0,34
, 3,35 3
Ndmero de ramos no tufo subventrgl 1 08 89 09 90 T: 0,007
Numero de ramos no tufo subventrdl 2 3,36 92 3,02 93 MW: 0,005
0,81 0,88
NUmero de ramos no tufo subventrgl 3 2,99 90 2,77 90 MW: 0,030
0,68 0,72
Ndmero de ramos no tufo subventrgl 4 311 92 2,88 91 T: 0,041
0,76 0,74
Numero de dentes do pente do sif§o 14,22 99 1383 95 T: 0,298
3,02 2,1
indice sinfonal 3,48 95 4,04 95 T:0,000
0,44 0,47
Razao DV/D genitalia machos 0.25 24 0.17 127 T:0,010
0,11 0,14
Razédo D/V genitalia machos 1,36 24 1,23 127 T:0,003
0,21 0,19

N — namero de individuos analisados, DP — desvirgm MW — teste Mann-Whitney, T — teste T de
Student. Os valores a negrito representam tegiagisativos depois do ajuste do nivel de significa
para testes multiplos, através do método sequetteiBbnferroni.

As caracteristicas cujas médias sdo estatisticemdiférentes entre 0s grupos
definidos a partir do parametro forma molecular sdoomprimento das antenas, 0
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namero de tufos subventrais do sifdo, o nUmerad®s no tufo subventral 2, o indice
sinfonal e as razdes DV/D e D/V da genitalia doshma.

De uma andlise conjunta das tabelas 5 e 6 podéicaeise que existem trés
caracteristicas que apresentam médias significatinte diferentes em todas as
comparacoes efectuadas: o comprimento das antefadice sinfonal e a razdo D/V da
genitélia dos machos.

No que respeita aos machos adultos, machos conctedsticasmolestus(i.e.
autogenia, estenogamia e padrdo molecular M) ameeseindices D/V em regra
superiores aos da formp@piens(tabelas 5 e 6).

Apresentam-se a seguir graficos de dispersdo astrariaveis medidas no estado
larvar (.e. comprimento das antenas e indice sinfonal), em é&pessivel verificar
alguma diferenciagdo entre os grupos estudadosguéra=9 sugere que os individuos
autogénicos possuem um menor indice sinfonal e @momcomprimento de antenas
comparativamente aos individuos nao autogénicosFigura 10 sugere que o0s
individuos estenogamicos possuem um menor indifersil e um menor comprimento
de antenas comparativamente aos individuos naaogg@micos. A Figura 11 sugere
que os individuos da forma molecula{@®ieng possuem um maior indice sinfonal e
um maior comprimento de antenas comparativamengeiradividuos da forma M
(molestuy sendo que os individuos hibridos (MP) encontsanmmais proximo da
forma M (molestuy

Em sintese, individuos com caracteristicas da fquipiens (i.e. ndo autogénicos,
ndo estenogamicos e com padrdo molecular P) apeesemlores de indice sinfonal e
de comprimento das antenas em regra superiorésdioigluos da formanolestus
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Figura 9 - Comprimento das antenas em funcéo do ik sinfonal. Comparagéo entre individuos
autogénicos (AU) e nao autogénicos (NA).
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Figura 11 - Comprimento das antenas em funcéo dodite sinfonal. Comparacao entre individuos

das formas M, MP e P.

ApoOs se terem analisado as caracteristicas moital®gndividualmente, e dada a
enorme quantidade de informag&o disponivel, aplgmwa técnica da andlise das
componentes principais. Esta andlise teve como basagrupamentos obtidos pela
identificagdo moleculari.e. M, P e MP). A Tabela 7 apresenta os valores pépri
associados as primeiras seis componentes prinaijpesexplicam cerca de 70% da
informacdo. A abordagem utilizada tratou cada vatihcomo tendo a mesma

importancia.
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Tabela 8 - Componentes principais (PC) extraidos (e técnica de ACP a partir das 12
caracteristicas morfolégicas analisadas nas larvas.
PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6

Valores préprios 2,208 1,648 1,249 1,219 1,057 0,965
Proporgéo 18,4 13,7 10,4 10,2 8,8 8,1
Cumulativa 18,4 32,1 42,5 52,7 61,5 69,6
NUmero de ramos da seda 5C 0,286 -0,45 -0,236 0,308 0,058 -0,033
NUmero de ramos da seda 6C 0,116 -0,371 -0,352 -0,093 -0,201 0,5
Comprimento das antenas 0,117 -0,396 0,409 0,006 -0,253 -0,231
NUmero de escamas do VIl segmento| 0,18 0,019 -0,611 -0,112 0,143 -0,011
NUmero de ramos da seda 1X -0,11  -0,117 0,29 0,003 0,741 0,307

NUmero de tufos subventrais do sifdo | -0,219 0,109 -0,256 -0,402 -0,011 -0,539

NUmero de ramos no tufo subventral 1| 0,471 0,298 -0,07 -0,053 0,024 0,145

NUmero de ramos no tufo subventral 2 0,458 0,236 -0,018 -0,016 0,243 -0,204

Namero de ramos no tufo subventral 3| 0,415 -0,18 0,154 -0,319 0,317 -0,213

NUmero de ramos no tufo subventral 4 0,368 -0,143 0,264 -0,302 -0,333 0,022

Numero de dentes do pente do sifdo 0,131 -0,039 -0,058 0,701 0,032 -0,376

indice sinfonal -0,208 -0,527 -0,166 -0,187 0,222 -0,245
PC — componente principal; Propor¢édo — quantidedeadiacdo explicada por cada componente (em %);
Cumulativa — propor¢do acumulada

A partir da andlise das contribuicdes de cada waripara as componentes 1 e 2
(PC1 e PC2) é possivel interpretar a Figura 12a Bafactor principal 1 contribuem
positivamente o n° de ramos subventrais do sif@egativamente o indice sinfonal e o
namero de tufos do sifdo. Assim individuos com redopositivos de PC1 possuem
sifdes mais pequenos e menor nimero de tufos &0 sihs maior nUmero de ramos em
cada tufo fholestuy enquanto individuos que apresentam valores wegatie PC1
possuem sifédes maiores e com mais tufos subvemb@scom menos ramos em cada
tufo (pipieng. O factor principal 2 é influenciado principalntemelo comprimento das
antenas e o indice sinfonal. Individuos que aptasernvalores positivos de PC2
possuem antenas mais curtas e sifdes menos compnudestuy, individuos com
valores negativos tém sifdes e antenas mais coagpfiiiens.
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Figura 12 - Gréfico de disperséo: valores da compemte principal 1 (PC1) vs. valores da
componente principal 2 (PC2) para as formamolestus (M), hibridos (MP) e pipiens (P).
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4.2. Microssatélites

Para o estudo genético foram feitas comparacOee e@st grupos determinados
através da analise moleculare(formas moleculares M, MP e P) uma vez que se
verificou existir uma forte correlacdo entre os aadio-ecologicos e os dados
moleculares [23].

4.2.1. Diversidade genética

As estimativas de riqueza alélica, heterozigotizeesda e coeficiente debreeding
encontram-se na Tabela 9. Estas estimativas foedouladas para cada uma das 3
amostras correspondentes as formas M, MP e P,l@tarpara o conjunto de todos os
individuos considerado, como uma unica populacao.

Tabela 9 — Riqueza alélicaKs), heterozigotia esperadaH,) e coeficiente dénbreeding (Fs).

LocUS M MP P Total formas
(N=78) (N=25) (N=42) moleculares

Rs 3 4 7 8

GT6B  H, 0,635 0,688 0,754 0,681
Fis 0,079 -0,166 0,006 0,017

Rs 2 5 8 9

CQ11  H, 0,031 0,631 0,801 0,606
Fis -0,004 -0,536 0,181 0,346

Rs 2 3 2 3
QGT4 H, 0,038 0,079 0,047 0,047
Fis -0,013 -0,011 -0,012 -0,018

R 9 9 12 17

CQ41 H 0,788 0,788 0,831 0,812
Fis 0,144 0,088 0,262 0,179

R 7 7 10 13

GT40 H, 0,805 0,731 0,717 0,814
Fis 0,038 0,238 0,185 0,166

Rs 6 10 10 14

GT09 H, 0,740 0,845 0,843 0,816
s 0,521 0,491 0,366 0,482

Rs 7 7 10 12

CQ26  H. 0,752 0,815 0,862 0,833
Fis 0,537 0,579 0,001 0,396

Rs 14 13 22 28

GT53 H, 0,892 0,888 0,953 0,914
s 0,186 0,009 0,106 0,134

Rs 3 3 4 4

TRI4 He 0,301 0,316 0,533 0,380
s 0,105 0,116 0,153 0,148

Rs 4 9 12 14

GT04 H, 0,637 0,736 0,874 0,748
Fis 0,092 -0,090 0,052 0,077

Rs 4 5 7 9

GT12 H, 0,379 0,483 0,756 0,544
s 0,184 0,193 0,120 0,213

Rs 12 14 18 26

GT51 H, 0,866 0,892 0,928 0,890
Fis 0,131 0,014 0,055 0,089

R 5 9 10 13

GT46 H, 0,667 0,776 0,851 0,748
Fis 0,110 0,034 0,194 0,131

Rs 11 13 17 23

GT20 H, 0,867 0,893 0,915 0,895
Fis 0,135 -0,075 0,117 0,104
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Na Tabela 9 os valores a negrito representam stedte Hardy-Weinberg
significativos depois do ajuste do nivel de sigdificia para testes multiplos, através do
método sequencial de Bonferroni.

A forma pipiensapresentou uma riqueza alélica médialpous mais elevada (11),
seguida da forma hibrida (8) e por ultimo a fornalestus(6). Analisando os 1bci
separadamente, verificou-se quimouscom maior riqueza alélica é o GT53 (28) e o de
menor é 0 QGT4 (3).

Em relacéo aos testes de equilibrio de Hardy-Weignberifica-se que 10 dos ldci
analisados apresentam défice de heterozigbticos paamostra total. No entanto,
guando analisadas as amostras individualmenteaamaistem 3oci em desequilibrio
de Hardy-Weinberg para a amostnalestus 3 para a amostra de hibridos e 2 para a
amostrapipiens Estes resultados sugerem a existéncia de suddipispulacional, isto
€, que os individuos amostrados pertencempoals genéticos distintos (efeito de
Wahlund).

O locus GT09 apresentou testes significativos de HardyAbssig e elevados
coeficientes denbreeding indicando fortes défices de heterozigoticos, sd@ara a
populacao total como para todas as formas molesuldial podera reflectir um efeito
locusespecifico, tal como a presenca de alelos nulaequressdes selectivas na regido
gendmica deste locus. Assim,lacus GT09 foi retirado de andlises subsequentes de
diferenciac@o genética, em que a neutralidade @osadores genéticos é um requisito.

Foram realizados testes de desequilibritirdege para cada par deci. Num total
de 273 testes, 60 foram significativos para a amaastal, 8 foram significativos para a
amostramolestus 4 foram significativos para a amospgiense 1 foi significativo
para a amostra hibrida.

4.2.2. Diferenciagdo genética

Os valores dé&ste Rstcalculados para cada par de amostras indicanstépgia de
diferenciagdo genética entre as amogstmagestuspipiense hibridos (Tabela 10). Para
ambos os estimadores, a maior diferenciagdo éoat# entrepipiense molestus A
amostra dos hibridos encontra-se mais diferenctedamostrapipiens do que da
amostramolestus.

Tabela 10 — Estimativas de diferenciac@o genétic4r e Rsr) entre amostras MP, M e P.

For Ret  wp M P
MP . 0,041 0,097
M 0,015 - 0,230
P 0,045 0,104

Os valores a negrito representam indices de diexeho significativamente diferentes de zero,
estimados por testes de permutacgéo.
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A Figura 13 apresenta os resultados da analiseorfalctde correspondéncia
efectuada com base em estimativaggeentre pares de individuos.
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Figura 13 - Andlise Factorial de Correspondéncia.

Esta figura ilustra uma diferenciacdo nitida emageformagipiense molestuscom
base nas distancias genéticas. Verifica-se queraimolestus mais homogénea uma
vez que os individuos desta forma apresentam membstincias entre si do que os
individuos da formapipiens Os hibridos encontram-se mais proximos da forma
molestusio que da formaipiens

Para avaliar a presenca de estruturacdo populécieaizaram-se duas andlises no
programa STRUCTURE. Na primeira, ndo foi dada miagdoa priori sobre a
associacdo de cada individuo as formas moleculyedP e P. Esta analise permitiu
determinar que o melhor nimero destersde agrupamento de individuos 2.
Este numero corresponde ao agrupamento dos indwidam duas populacées
geneticamente distintas (Figura 14).

0 1 2

Figura 14 Analise declusters pelo programa SRUCTURE.Cada coluna corresponde a um individuo
(eixo horizontal). 0 — hibridos (MP), 1molestugM), 2 —pipiens(P). No eixo vertical encontram-se as
probabilidades de agrupamento a um dos dagters(K=2), diferenciados a vermelholster molestys

e verde ¢luster pipieng

Seguidamente, repetiu-se a analise mas com infé@wnsgbre a forma molecular a
gue cada individuo pertencia, de modo a confirrmarssdoisclusterscorrespondiam as
formasmolestuse pipiens De igual modo, o melhor nimero destersfoi K=2. Num
dosclustersforam incluidos cerca de 95% dos individuos de tgpoénolestugM), no
outro cluster foram incluidos cerca de 79% dos individuos de tieod@ipiens (P).
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Cerca de 72% dos individuos de gendtipo hibrido)(fddRam agrupados ndusterque
agrupou a maioria dos individuo®lestus.

Tabela 11 — Analise declusters pelo programa SRUCTURE: propor¢éo de individuos M,P e MP
atribuidos aosclusters molestus e pipiens.

Forma | Cluster1 P minimo Cluster2 P minimo N
molecular | (molestus) (pipiens)
M 94,87 0,639 5,13 0,685 78
MP 72,00 0,943 28,00 0,571 25
P 21,43 0,855 78,57 0,719 42

P minimo - probabilidade minima de pertencer aeridd cluster, N — namero de individuos analisados.

35



5. Discusséao e consideracoes finais

Neste trabalho, utilizou-se uma combinagdo entreca@res morfologicos e
moleculares na andlise de amostras das fopipéanse molestusde Culex pipiend..,
provenientes da regido da Comporta, Setubal, Padrt@g objectivos centrais definidos
para esta tese consistiram em determinar a variagifologica entre as duas formas
biolégicas(pipiense molestus e estimar os niveis de diferenciacdo genéticae exsttas
com base na analise de ADN microssatélite.

A nivel morfolégico, demonstrou-se que alguns deras podem ser encarados
como indicadores de diferenciagédo entre formasfad®, concluiu-se que, para esses
caracteres, existem diferencas estatisticamentéisaivas entre as médias. Tal como
ja tinha sido descrito por alguns autores [6,45H6, este trabalho confirma a
relevancia dos caracteres “comprimento das anteeasindice sinfonal” para a
distincdo entre as formampiense molestusno estado larvar. Os individuos da forma
pipienspossuem antenas mais compridas e um indice sinfuparior relativamente
aos individuos da formanolestus.Deve-se salientar que a maioria dos trabalhos
anteriores baseou-se na comparacdo de amostkEstuse pipiens provenientes de
habitats subterraneos e de superficie, respectiv@méleste estudo, as diferencas
morfologicas significativas resultaram da compawagé amostrapipiens e molestus
colhidas ambas em habitats de superficie.

Nos adultos, as genitalias dos machos sdo utikzaden bastante éxito para a
distincdo das duas espécies principais deste campl@ulex pipiense Culex
quinquefasciatu$46]. No entanto, a nivel infra-especifico, uma abordageste tipo
ainda ndo tinha sido bem sucedida. Uma contribuag@pnal deste trabalho consistiu
na verificacdo de alguma diferenciacdo no falossdasagenitalias dos machpipiens
e molestusestimada a partir da razéo D/V.

No entanto, e devido a uma elevada sobreposicdovaloses obtidos para as
caracteristicas morfolégicas (tanto nas larvas cap® machos adultos), dificilmente
estas poderdo ser utilizadas como ferramentas igardificar de modo inequivoco
individuosC. pipienscomo sendo da fornmaolestusou pipiens

A andlise de componentes principais, apesar daiatites encontradas na sua
aplicacéo i(e. foram necessarios 6 componentes principais papiicax 70% da
variagdo), foi concordante com os resultados obtglaando cada caracter morfolégico
foi analisado independentemente. Ao serem incluidoanalise os individuos hibridos,
observou-se uma maior proximidade destes a fonmlastussendo o indice sinfonal o
caracter que melhor ilustra esta situacao.

A diferenciacdo morfolégica observada entre as &srpipiens e molestus bem
como a aparente maior proximidade entre hibridasfemamolestusfoi igualmente
evidenciada pelos dados genéticos. Tanto as awatleevariacdo genética intra-
populacional como os indices de diferenciagdo @gmnéapontam para uma
diferenciagéo significativa entmpiense molestusAssim, estas duas formas bioldgicas
representam pools genéticos distintos, que poderdo corresponder &alades
reprodutivas parcialmente isoladas.

Nas estimativas d&st e Rs; 0 grupo de hibridos apresentou sempre valores de
diferenciagéo intermédios (quando comparados comaloses entr@ipiense molestuy
mas sempre mais baixos quando as comparac¢fes eraroha formamolestus Esta
maior proximidade entre hibridos e a formwlestusfoi confirmada pela analise
factorial de correspondéncia e pela andlisecldsters De notar que na andlise de
clusters 72% dos individuos com genétipo hibrido (MP) foramsluidos no grupo
molestus.
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Do que acabou de ser exposto, pode concluir-se amélise morfolégica e a analise
genética concordam na demonstracdo da ocorrénciduds subpopulacdes de
pipiens distintas, molestuse pipiens na regido em estudo. A divergéncia genética
associada a uma diferenciacdo morfolégica sugeree qm isolamento
genético/reprodutivo entre estas formas ndo setéante. E de esperar que seja
necessario maior tempo de isolamento para subpgimdaacumularem diferencas
morfolégicas; € necessario menor tempo para a degéw de diferencas genéticas
[34]. Contudo, este isolamento nédo é total. Os slatbtidos apontam para a presenga de
uma fracgdo importante de hibridos emr@estuse pipiensna regido.

A ocorréncia de hibridos entre as formas biolégwa€. pipiensé considerada de
grande importancia a nivel epidemioldgico. Os Witsi poderdo apresentar
comportamentos tréficos mais oportunistas, queeamds praticos se traduzem numa
apeténcia para picar tanto em mamiferos quantoves [49]. Estas frac¢Bes hibridas
terdo um papel relevante como vectores-ponte, prentm assim a transmissédo de
arbovirus entre aves (reservatorio natural) e hosaKeste contexto, as evidéncias de
uma maior proximidade (genética e morfologica) eritibridos e a formanolestus
merecem particular atencdo. Esta proximidade posr&xplicada por uma tendéncia
para individuos hibridos acasalarem preferenciaineom individuoamolestus Tal
poderéd implicar que a fornmaolestusesteja sujeita a um maior nivel de introgresséo de
genes da formaipiens A verificar-se esta hipotese, a formmlestuspodera adquirir
uma tendéncia trofica mais oportunista, com o aguesete aumento do seu potencial
como vector-ponte.

Este trabalho contribuiu para uma melhor cara@eéia das formasolestuse
pipiensde C. pipiens em populacdes de superficie do Sul da Europaotvéncia das
duas formas biologicas, bem como de hibridos, empatria levanta questdes
importantes ndo so relativamente a evolucdo deptce, mas também ao nivel do seu
impacto na saude publica. Analisar se o padrao ildgedciagcdo genética entre as
formas é resultado de uma divergéncia evolutivartirpde um ancestral comum, ou se
corresponde a uma convergéncia entre duas subgodpslapreviamente isoladas,
resultante de um contacto posterior, € uma quegt@amerece estudos posteriores. A
nivel epidemiolégico, serd de grande relevanciacteem-se novos estudos
entomoldgicos na regido, de modo a avaliar a cdpdei vectorial de cada uma das
subpopulagbesi.é. pipiens molestuse hibridos). Neste contexto, a analise das
preferéncias hematicas, de cada forma e da freutéinla, podera contribuir para um
conhecimento mais detalhado sobre o papel relagvecada forma na transmisséo de
arbovirus na regido da Comporta.
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