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Analisi sobre dos ecotipus de Culex
(Culex) pipiens Linnaeus, 1758 (Diptera:
Culicidae) al Baix Llobregat

Roger Eritja* & Marta Goula**

Resum

Hom ha abordat I’estudi del complex del mosquit
Culex pipiens Linnaeus, 1758. La hipotesi de
treball fou que poblacions d’aquest mosquit, que
poden pondre ous sense ingesta prévia de sang
(poblacions autogenes), podrien constituir per
alguns autors una entitat taxonomica diferent,
Culex molestus Forskal, 1775, aillada genéticament
en biotops subterranis tancats, i amb caracters
morfologics diferencials respecte de Culex pipiens
s.s. Per provar aquesta hipotesi, un total de 74
poblacions larvaries foren mostrejades en els anys
1993 1 1994 en diferents biotops del Baix Llobregat
(Barcelona, Espanya) per ser analitzades simulta-
niament des del punt de vista de 1’autogenia, la
morfologia, la dinamica de poblacions i els fluxos
geénics entre diferents habitats.

Les poblacions larvaries d’habitats subterranis
tancats presentaven un percentatge més elevat de
femelles autogenes, i I’autogénia era significativa-
ment associada a certs caracters morfologics, tot i
que no posseien valor diagnostic. Com que els
intercanvis genetics eren amplis entre habitats, no
es recolza la validesa taxonomica de Culex molestus,
donant a I’autogénia només un valor d’adaptacid
fisiologica.

L’analisi dels al-lels de resisténcia a insecticides
organofosforats va trobar-los en altes freqiiéncies,
tot i que els mosquits deixaren de controlar-se amb
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aquests productes des del 1992. El manteniment de
la resisténcia podria ser afavorit per residus de pla-
guicides agricoles en ’aigua. Es proposa un model
dinamic sobre aquesta informacid, incloent també
la influéncia de les activitats humanes de control de
mosquits com a factor d’increment de la deriva
genetica.

Morts cLAU: Adaptacid, Culicids, Culex pipiens,
autogeénia.

Abstract

Analysis of two ecotypes of Culex (Culex)
pipiens Linnaeus, 1758 (Diptera: Culici-
dae) in the Baix Llobregat area

Taxonomic differentation was assessed in the mos-
quito species-complex Culex pipiens Linnaeus,
1758. The working hypothesis was that autogenous
populations (i.e. those containing females that can
lay their first egg batch without a blood meal) could
represent a separate species, Culex molestus,
morphological differentiated and ecologically iso-
lated in closed underground habitats.

A total of 74 populations were sampled from
different habitats in the Baix Llobregat area, near
Barcelona in Spain, during 1993 and 1994 in order
to assess autogeny, morphology, population dyna-
mics and gene flow between habitats.

Larval populations from closed underground
habitats showes a higher percentage of auto-
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genous females. The autogeny was related to
certain morphological characters, although these
lacked diagnostic value. Since the gene flow
between habitats was estimated to be high, the
taxonomic validity of Culex molestus is not
supported, and the autogeny is considered to be
only a physiological adaptation.

In addition, analysis of organophosphate pesticide
resistance revealed high frequencies of resistance
alleles up to two years after the withdrawal of
these products. Maintenance of the resistance could
be favoured by agricultural pesticide residues in the
water.

A dynamic model is proposed that incorporates
this data and also includes the influence of human
mosquito-control activities as a factor increasing
genetic drift.

Keyworps: Adaptation, Culicidae, Culex

pipiens, autogeny.

Resumen

Analisis sobre dos ecotipos de Culex (Culex)
pipiens Linnaeus, 1758 (Diptera: Culicidae)
en el Baix Llobregat

Se abordé la diferenciacion en el complejo del
mosquito Culex pipiens Linnaeus. La hipdtesis de
partida fue que poblaciones autéogenas de esta
especie (es decir, que pueden poner sus huevos sin
ingerir sangre previamente) podrian constituir se-
gun algunos autores la entidad taxondmica dife-
renciada Culex molestus Forskal, 1775, aislada
genéticamente en biotopos subterraneos cerrados,
y con caracteres morfoldgicos diferenciales. Un
total de 74 poblaciones larvarias fueron muestrea-
das en los afios 1993 y 1994 en diferentes biotopos
del Baix Llobregat (Barcelona, Espaifia) para ser
analizadas simultaneamente desde los puntos de
vista de la autogenia, la morfologia, la dinamica
de poblaciones y flujos génicos entre diferentes
biotopos.

Las poblaciones larvarias de biotopos subterra-
neos cerrados presentaban un porcentaje mayor
de hembras autdgenas. La autogenia estuvo
significativamente asociada con ciertos caracte-
res morfoldgicos, los cuales no poseyeron sin
embargo valor diagndstico. Puesto que ademas
los intercambios genéticos entre habitats eran
importantes, no se confirmé la validez taxoné-
mica de Culex molestus, valorandose la autoge-

22

nia unicamente como una adaptacion fisioldgica.
Los alelos de resistencia a insecticidas organo-
fosforados se hallaron en altas frecuencias a pesar
de haberse abandonado estos productos para el
control de mosquitos en 1992. El mantenimiento
de estos alelos podria ser consecuencia de la pre-
sencia de residuos de plaguicidas agricolas en el
agua. Se propuso un modelo dindmico sobre el
conjunto de los datos, que incluye también la
influencia de las actividades humanas de control
de mosquitos como un factor importante de incre-
mento de la deriva genética.

PALABRAS cLAVE: Adaptacion, Culicidos, Culex
pipiens, autogenia.

Introduccio

Diferents poblacions del mosquit Culex
(Culex) pipiens Linnaeus, 1758 presenten
comportaments reproductors i trofics contra-
posats, que aparentment depenen de llurs bio-
tops larvaris. Els mosquits d’aigiies subterra-
nies posseeixen la capacitat de pondre ous
sense haver pres sang (autogénia), poden co-
pular en espais molt reduits (estenogamia), i a
més, tenen preferéncia pels mamifers a 1’hora
de fer la ingesta de sang (mamofilia), cosa que
els fa molt agressius per ’home. Aquestes
poblacions solen ser anomenades C. pipiens
«urbans» o Culex molestus, segons alguns au-
tors. Els mosquits provinents d’aigiies superfi-
cials, en canvi, son anautdgens i eurigams, i
ataquen els ocells més que no pas els mamifers
(ornitofilia); aquests son anomenats Culex
pipiens «ruralsy.

Entre ambdues formes existeixen gradients
de variacio que plantegen problemes d’inter-
pretacio. Aixo ha generat tradicionalment
polémica en la sistematica de Culex pipiens
en haver-se proposat la separacié dels dos
models biologics en espécies o subespécies,
considerant també caracters morfologics que
hom ha relacionat amb 1’autogénia. Aquesta
facultat, que és possible només en el primer ci-



cle gonotrofic, es sol interpretar com un meca-
nisme de superviveéncia quan no hi ha hostes
per picar i la temperatura exterior no és ade-
quada per I’activitat (Roubaud, 1929; Callot,
1948), condicions que es donen als subsols a
I’hivern. Les repercussions practiques del mi-
llor coneixement de C. pipiens sén importants,
ja que les formes autogenes son les més agres-
sives, 1 essent urbanes, les més properes a la
poblacid.

La finalitat del present treball és intentar
esclarir si els dos conjunts de poblacions de
Culex pipiens coexisteixen al Baix Llobregat,
i si és legitima llur separacié taxonomica.
Amb aquesta finalitat s’ha treballat de forma
integrada sobre la combinaci6 de dades mor-
fologiques, fisiologiques, etologiques, ecolo-
giques i genétiques, preses sobre les mateixes
mostres. Aquests punts de vista havien estat
explorats separadament fins ara, perd mai no
s’havien intentat aproximacions globals al
problema. El present treball és, de fet, un re-
sum d’aquest projecte integrat, que ha estat
editat in extenso (Eritja, 1998).

El desenvolupament ovaria autogen és mit-
jancant per 1’aparellament i no per I’apat de
sang (Tate & Vincent, 1936; Knight, 1951).
Per aquest motiu, convé no interpretar
I’autogénia de forma separada a la conducta
copulatoria.

L’estenogamia €s la capacitat de copular en
petits espais tancats i per parelles, mentre que
els mosquits eurigams es reprodueixen a
I’exterior formant eixams de copula. Segons
Bullini (1982) aquest és el mecanisme d’ailla-
ment reproductor més probable entre les
formes autogenes de Culex pipiens (esteno-
games) i les formes anautogenes (eurigames).
Tant 1’estenogamia com I’autogénia, sén he-
reditaries (Tate & Vincent, 1936; Knight,
1951). L’estenogamia sembla determinada
per un sol locus dominant, probablement rela-
cionat amb el sistema genétic de I’autogenia
(Ribeiro et al., 1983). L’elevat nombre de ca-

sos en que es troben totes dues caracteristiques
relacionades no ha de fer oblidar que no es
tracta d’un lligam obligat, essent probablement
I’estenogamia molt més freqlient que 1’auto-
genia a la natura (Callot & Van Ty, 1943).

Elements de ’estudi

Els criteris morfologics foren els primers
que s’utilitzaren en I’estudi del complex de
Culex pipiens. Als mascles, la relacid entre la
longitud total dels palps maxil-lars i la longi-
tud de la trompa és un caracter amb gran tra-
dicid. Aquesta relacié en els mascles auto-
gens presentaria valors més alts, ja que els
palps son més curts en relacié a la trompa
(Marshall & Staley, 1937; Callot, 1954).

Diverses variables morfometriques sobre
les nerviacions alars (Kruppa, 1988; Ishii,
1979), no semblen haver estat prou conclo-
ents pel que fa a Culex pipiens autogen, si bé
ho foren per discriminar C. pipiens de C.
quinquefasciatus (Kruppa, 1988).

En I’hipopigi masculi la relaci6 DV/D
(Sundararaman, 1949) és la relacio d’obertu-
res dels bragos dorsals (D) i ventrals (V) de
I’edeagus (Kruppa, 1988).

Altres caracters molt usats es troben al sif6
respiratori de les larves (Marshall & Staley,
1937). El més important és 1’index sifonic,
que resulta de dividir-ne la llargada per la
seva amplada. Es molt utilitzat (Marshall &
Staley, 1937; Ishii, 1967; Kruppa, 1988), si bé
en ocasions resulta massa variable (Harbach
et al., 1984). Els indexs sifonics de poblaci-
ons autogenes serien meés baixos, en ser més
amples els seus sifons. La quetotaxia sifonica
també ha estat usada per a distingir els indivi-
dus autogens (Callot, 1948), mitjancant el
nombre de rames de la seda 1-S, o bé el nom-
bre total de sedes al sif6 (Ishii, 1983). Quant
al nombre de denticles en la pinta sifonica o
pecten (Harbach, 1985), les larves autogenes
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en tindrien més que les anautogenes (Ishii,
1967). Finalment, el nombre de dents que
presenta el mentum larvari és per alguns autors
un important caracter taxonomic per a separar
la forma pipiens de la forma molestus
(Jobling, 1938; Kruppa, 1988), perd no per
d’altres (Ishii, 1981).

Pel que fa als intercanvis poblacionals entre
habitats, la teoria més acceptada propugna una
extincid massiva de les poblacions a I’aire lliu-
re en arribar I’hivern, o una migracid cap els
subterranis per a hivernar-hi, combinat amb un
éxode primaveral autogen des d’aquests sub-
terranis cap a D’exterior. Al Baix Llobregat,
per9, i en hiverns suaus, les femelles poden ro-
mandre actives a l’exterior durant 1’estacid
freda. El clima no representaria aleshores un
factor d’aillament tan important, i els re-
servoris autdgens subterranis no tindrien tanta
transcendéncia com a pool colonitzador; po-
dria esperar-se, per tant, una major heteroge-
neitat genctica en la nostra situaci6 local.

Per tal de definir el nivell de flux genic
entre poblacions, i el paper real de I’estenoga-
mia com a mecanisme d’aillament genetic,
hom ha utilitzat 1’analisi electroforética dels
isoenzims. D’una banda, 1’estudi dels /loci
neutres, en abséncia de seleccio, pot indicar
els fluxos genics actuals i passats. D’altra
banda, els al‘lels que codifiquen enzims de re-
sisténcia a insecticides organofosforats (OP)
en loci no neutres, son fortament seleccionats
en regions on aquests productes son d’us fre-
qiient, com ¢és el cas del Baix Llobregat.

Hom ha descrit en Culex pipiens tres loci
de gens de resisténcia. Dos d’ells, Est-A 1 Est-B,
estan estretament lligats i codifiquen estera-
ses de detoxificacid. Els al-lels coneguts sén
Al (Pasteur & Sinegre, 1975), A2, A4, A5,
B2, B4 i BS, trobant-se’n alguns en fort dese-
quilibri de lligament. Les associacions més
freqlients son A4 amb B4, A2 amb B2, 1 AS
amb BS5. El tercer locus, Ace, no codifica un
enzim de detoxificacié sind una acetilco-
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linesterasa modificada AceR, insensible a
I’accid d’aquells plaguicides que la tenen per
diana. El 1991 Chevillon et al. (1995a) troba-
ren Al, A4B4, i Ace® al Baix Llobregat i als
Aiguamolls empordanesos, si bé no al Delta
de ’Ebre. A2B2 i A5B5 no es trobaren a la
costa catalana.

Els al‘lels de resisténcia son excellents
marcadors de migracié entre habitats, ja que
tots ells son el resultat de mutacions recents i
uniques; per tant, llur preséncia implica un
esdeveniment migratori (Raymond et al. 1991,
Raymond & Marquine 1994). Els programes
quimics de control de mosquits actuen com
grans sistemes de seleccid d’aquests al‘lels.
Perd a més de la seleccid, son factors impor-
tants la migracio, la deriva i, sobretot, la contra-
seleccid dels al‘lels resistents en absencia
d’insecticides; €s a dir, el seu cost biologic.

En aquest estudi utilitzarem els al-lels de re-
sisténcia com a marcadors de migracié entre els
habitats subterranis tancats i I’exterior, i tam-
bé per estudiar I’evolucié durant 1993 1 1994
de la distribucid de la resisténcia, i per tant la
contra-seleccio i I’expressid dels costos bio-
logics. Si fossin rellevants, caldria esperar una
disminuci6 de les freqiiencies al-leliques i una
homogeneitzaci6 a la baixa (en I’ambit regio-
nal) entre el delta tractat en el periode 1983-
1992, i la vall del riu no tractada.

Material i métodes

La complexitat del treball obliga a detallar
separadament els métodes usats en cadascun
dels aspectes desenvolupats.

Mostreig

Al Baix Llobregat es mostrejaren 74 po-
blacions larvaries de Culex pipiens de dife-
rents biotops (45 I’any 1993 i 29 I’any 1994).
Es recol‘lectaren larves d’estadi IV i pupes,
que emergiren al laboratori possibilitant de



realitzar les analisis sobre adults de la genera-
ci6 de camp 1 evitant influéncies atribuibles a
una cria en insectari. La captura es realitza
amb salabre de 250 pm de malla (Nyttal, Suis-
sa). Els individus es conservaren en aigua
destil-lada en recipients de plastic refrigerats
auns 8 a 10 °C fins al seu establiment a |’insec-
tari, amb un temps de transport maxim d’una
hora.

L’insectari es trobava a una temperatura de
24-26 °C, humitat relativa de 55 a 75 % i foto-
periode de 13 hores (dia) i 9 (nit), més un alba
i un crepuscle d’una hora cadascun. Les gabies
de cria eren constituides per una anima cubica
de tija de ferro i tul, de 25 x 25 % 35 centime-
tres. L’alimentacid larvaria consistia en una
mescla de pinso per rates triturat, amb micro-
encapsulats per crustacis (FRIPPAK #3CD,
Inve, Belgica), més Clorur de Colina.

Préviament al mostreig s’establia una
classificacié subjectiva del bidtop segons
tres categories predefinides. La categoria
«O» contenia bidtops subterranis, completa-
ment tancats. La categoria «U» era formada per
bidtops subterranis, no completament tancats, 1
en tot cas amb obertures d’accés no superiors
al 30 % de la superficie de I’aigua. La catego-
ria «E» contenia habitats d’aigiies superfi-
cials, contaminades o no.

S’obtingueren durant ’any 1993 un total
de 45 mostres: 5 de la categoria O, 30 de la E
i 10 de la U. La primera mostra s’obtingué el
8 de marg, i la darrera, el 27 d’agost.
D’aquestes mostres s’establien 40 larves de
cada poblacid en recipients individuals, per
als estudis de morfologia i genética, i a més es
conservaven 200 pupes en una safata, per
I’analisi fisiologica per disseccio.

En la campanya de 1994 s’obtingueren da-
des dels al‘lels de resisténcia. Inclogué 29 po-
blacions, algunes de les quals foren repetides
entre elles, 1 algunes ho foren amb les de
I’any anterior. Comptant amb 1’experi¢ncia
de 1993, només dues categories, la O i la E,

foren conservades; es mostreja un total de dos
focus de tipus O i vint-i-set focus de tipus E.
En aquest cas 1’inica operacid d’insectari era
congelar uns 200 adults per poblaci6 en nitro-
gen liquid, a les 24 hores de la seva aparicio.

Fisiologia

Per tal d’avaluar 1’autogénia i 1’esteno-
gamia es segui el criteri de Christophers
(1911, a Detinova, 1963). S’observaren els
fol-licles ovarians al microscopi a 400x per a
determinar llur estadi de desenvolupament; si
estaven més enlla de 1’estadi 1V, la femella
era considerada autogena. Les femelles eren
disseccionades al cap de vint dies des de
I’emergeéncia del darrer adult d’acord amb
Pasteur et al. (1977), sota una lupa binocular
entre 40x 1 60x.

Per valorar I’estenogamia, es separaven les
tres espermateques del darrer segment abdo-
minal, i se’n feia un squash en sérum fisiolo-
gic, que s’observava a 400x per a detectar la
preséncia d’espermatozoides.

Els percentatges d’autogenia i d’estenoga-
mia foren analitzats amb proves no parameétri-
ques, entre les quals hi havia la x* i la correla-
ci6 de Spearman per rangs, tant entre mostres
individuals, com en percentatges acumulats
entre els tres tipus d’habitats seleccionats.

Les 40 larves d’estadi IV per a I’estudi
morfologic i genétic eren mantingudes indivi-
dualment en recipients de vidre amb 8 cm?
d’aigua cadascun, amb 16,5 mg de mescla ali-
mentaria. L’exavia IV i la pupal eren recolli-
des i conservades en alcohol al 70 %. A les 72
hores de I’aparici6 dels adults, se’ls matava
amb cianur potassic, i se’ls tallava 1’ala dreta,
que es fixava en etilenglicol-monoetil-éter jun-
tament amb les dues exuvies, 1 els tres elements
€s muntaven en una preparacio en Balsam del
Canada. Als mascles, addicionalment, se’ls
disseccionava I’hipopigi amb un microbistu-
ri, 1 es preparava segons una técnica compendi-
ada de diversos autors (Sundararaman, 1949;
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Sasa et al., 1967; Choochote, 1987), amb bany
d’alcohol al 70 % seguit pel tranparentat en
KOH al 10 % a 80 °C per 60 minuts, fixaci6 en
un bany d’etilenglicol-monoetil-&ter per 25
minuts, i muntatge en Balsam.

Els adults es guardaven en sec en tubs de
congelacid NUNC a rad de cinc individus per
tub identificats individualment. Els codis de
situacid, sexe, numero de tub i mostra a que
pertanyien es gravaren en una base de dades.
Un total de 1830 individus foren mesurats i
congelats en nitrogen liquid, dels quals 1160
s’utilitzaren després per a 1’analisi genética.

Morfologia

L’observacid de les caracteristiques morfo-
metriques de ’ala, el sif6, els palps maxil-lars
i la genitalia masculina es va fer amb ajut de
lupa o microscopi, a 25x, 40x o 100x segons
calgués. La longitud de I’ala (LALA) es me-
sura sense 1’al-lula; les nerviacions mesurades
foren M, M12, R23 i R3. Es calcula per a ca-
dascuna la seva longitud relativa a la total de
I’ala (MREL, M12REL, R23REL i R3REL).

Al sif6, la longitud (LSIF) es mesura excloent
les valves terminals, i I’amplada (ASIF) al
punt on era maxima. La variable en qué es
calcula I’index sifonic s’anomena INDEXSIF.
De la pinta sifonica (DENTS) i de la seda 1-S
(SETAI1S), s’adopta el nombre de denticles o
branques més alt d’ambdds costats. Aquestes
variables, aixi com les dents del méntum
(MENTUM), foren normalitzades per mitja de
la seva arrel quadrada (RQDENTS, RQSETA
I ROMENTUM respectivament). L’ajust a
distribucions normals permeté utilitzar aquests
valors en analisis parametriques.

Es mesuraren els tres segments anatomics
dels palps maxillars descrits per Kruppa
(1988), corresponents als palpomers 1-3
(PAL1), 4 (PAL2) i 5 (PAL3). Cada tram fou
mesurat per separat i es computa numerica-
ment el total (SPALP); no es compta el pedicel
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basal en la longitud del primer. La longitud del
torax (LTOR) es mesura des de la inserci6 del
cervix, en el promontori anterior, fins el marge
posterior de I’escutel.

Les obertures dels bragos dorsals (D) i ven-
trals (V) de I’hipopigi s’usaren per calcular
I’index DV/D segons DV/D = (V-D)/2D (Sohn
& Ishii, 1989). Els hipopigis immadurs que no
havien completat la rotacid foren descartats.

Les dades biometriques foren analitzades
estadisticament en relacid al sexe, i a factors
fisiologics i genétics, és a dir, el nivell d’auto-
genia poblacional, el nivell d’estenogamia, el
grup de mostreig, la preséncia d’esterases de
detoxificacid, i la preseéncia de qualsevol al-lel
de resisténcia. El sexe i les variables gencti-
ques de resisténcia, que eren discretes, es di-
vidiren en dos nivells. Els factors autogeénia
1 estenogamia foren dividits en tres nivells:
les poblacions que presentaven el 0 % de les
femelles amb la capacitat, les compreses entre
I’1 1 el 50 %, i les compreses entre el 51 i el
100 %.

En un pas preliminar, assumint I’existéncia
de dimorfisme sexual i d’una elevada variabi-
litat, hom aplica técniques d’analisi de la
varianca balancejades a dos factors: el sexe,
fix, que es combina per torns amb cadascun
dels altres. Per cada combinacid es repetiren
les analisis sobre sis sub-mostres que s’havien
extret aleatoriament del conjunt de dades.

A continuacid les variables es sotmeteren a
analisi factorial i discriminant lineal, la pri-
mera per reclassificar les mostres, i la segona
els individus. Ambdues técniques foren apli-
cades sobre ambdos sexes. Per tal de no afa-
vorir una influéncia excessiva de la mida
corporal, es sotmeteren a aquestes analisis les
variables index, i no s’utilitzaren els valors
directes si havien intervingut en el calcul
d’algun dels indexs.

Les variables que s’usaren per les analisis
factorial i discriminant per les femelles foren
LTOR, LTROM, RQMENTUM, RQDENTS,



R23REL, MREL, R3REL, MI12REL i
INDEXSIF. Pels mascles entraren a 1’analisi
factorial LTOR, TROPAL, RQMENTUM,
RQDENTS, DVD, MREL, R23REL, M12REL,
R3REL i INDEXSIF. A I’analisi discriminant
la variable DVD fou eliminada a causa d’un
cert nombre de valors mancants, que forgava
I’exclusio global d’aquests casos de 1’analisi.

Polimorfisme enzimatic als loci neutres

La quarantena d’individus per poblacid
usats per la biometria i conservats en nitrogen
liquid es sotmeteren posteriorment a electro-
foresi en gel de mido en el sistema de tam-
pons TME-7,4 (Tris/Maleat/EDTA), seguint
les tecniques descrites a Pasteur ef al. (1988).
El polimorfisme enzimatic fou estudiat en els
quatre /oci neutres (Chevillon et al., 1995b)
Aat-11 Aat-2 (EC.2.6.1.1), Pgm (EC 2.7.5.1),
i Pgi (EC 5.3.1.9). Les soques usades com a
referéncia de mobilitat foren les descrites per
Chevillon et al. (1995a). L’analisi dels al‘lels
neutres es dugué a terme unicament sobre les
mostres de 1993; les dades de genctica de la
resisténcia s’obtingueren el 1993 i el 1994.

L’ajust a les proporcions de Hardy-Weinberg
es verifica amb la prova exacta d’Haldane
(1954) utilitzant 1’algoritme de Louis &
Dempster (1987) fins a quatre al-lels. Per cinc
al'lels o més, es calcula una estimacié no
esbiaixada del valor exacte P utilitzant el me-
tode de Guo & Thompson (1992) basat en ca-
denes de Markov.

El nivell de significacio global dels tests
multiples per cada mostra s’estima amb un
test de Fisher de probabilitats combinades
(Fisher, 1970). Aquest metode assumeix que
els valors P per cada test independent seguei-
xen una distribucié uniforme entre 0 i 1, i per
tant €s lleugerament imprecis (Yates, 1955).
Tot 1 aix0, quan la mida mostral o bé el nombre
d’al'lels és elevat, I’aproximacié continua ¢és
licita perqué el nombre de taules genotipiques
diferents considerades (i per tant valors de pro-
babilitat) és molt gran.

Els valors F_ es calcularen d’acord amb
Weir & Cockerham (1984). Pels déficits d’he-
terozigots en multiples mostres usarem un
test exacte descrit per Rousset & Raymond
(1995). El parametre F_ fou calculat seguint
Weir & Cockerham (1984). La probabilitat de
I’error de tipus I associada a la hipotesi nul-la
(H,: F_ =0, o sigui, no hi ha diferenciacio) es
calcula mitjangant un test exacte per la F_
(Raymond & Rousset, no publicat).

Per cada poblacio, el desequilibri global de
lligament entre parells de /oci fou estimat pel
coeficient de correlacio simple (Weir, 1990), i
provat usant el test exacte de Fisher en una
taula de contingeéncia.

El nombre de migrants efectius (Nm) s’esti-
ma per dos metodes, a partir dels parametres F
d’acord amb I’equaci6 Nm = (1/F_-1)/4
(Wright, 1969), i també pel métode dels al‘lels
privats (Slatkin, 1985). El nivell de significacio
per cada test va ser ajustat per a tenir en compte
els altres tests, utilitzant el metode seqiiencial de
Bonferroni, tal com descriu Holm (1979).

Al'lels de resisténcia

Ambdues campanyes de mostreig s’analitza-
ren segons el mateix protocol, si bé en aquest
capitol hom dividi el mostreig en dues regions.
D’una banda, el delta del riu, que rebé tots els
tractaments quimics entre 1983 i 1992; de
I’altra, la vall del riu Llobregat, que no fou
objecte de control de mosquits aquella ¢época. A
efectes practics, definirem un disc de 9 km de
radi aproximadament, que es superposa al delta.
La distancia entre el seu centre i cada punt de
mostreig es computd com la variable DIST. Per
I’estudi dels al-lels de resisténcia, les categories
mostrals E i U foren reunificades.

Les esterases de detoxificacio als loci A 1B
foren analitzades pels mateixos métodes que
els al-lels neutres. En no poder distingir els
heterozigots de I’homozigot resistent, aquesta
técnica només permeté d’establir fenotipus;
el fenotipus caracteritzat per absencia d’este-
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rases fou anomenat Nul/; als altres se’ls ano-
mena per 1’esterasa(es) detectada(es).

Els genotipus per 1’acetilcolinesterasa fo-
ren determinats en homogenats de cap i torax,
utilitzant la prova TEP descrita per Raymond
& Marquine (1994). S’anomena Ace® 1’al-lel
per I’acetilcolinesterasa insensible a la inhibi-
cié pels organofosforats, i AceS 1’allel sus-
ceptible; Ace® son els heterozigots, que amb
aquesta técnica poden ser discriminats per
llur reacci6 intermedia. Les desviacions de
I’equilibri de Hardy-Weinberg en aquest
locus foren analitzades segons Rousset &
Raymond (1995) amb dues hipotesis alterna-
tives (H1 = déficit d’heterozigots, H2 = excés
d’heterozigots), usant el me¢tode de Louis &
Dempster (1987).

La homogeneitat en la composicid dels
gens de resistencia de les R mostres recollides
va ser analitzada amb una prova exacta de
Fisher en taules RxC, utilitzant el programari
GENEPOP v.2, escrit per Raymond &
Rousset (1995). Les C columnes de les taules
de contingeéncia RxC fan referéncia als fenoti-
pus, per les esterases, i a al-lels o bé genotipus,
per Pacetilcolinesterasa.

Per tal d’avaluar una possible disminucid
de les freqiiéncies dels al-lels de resisténcia, o
la homogeneitzacié de la composici6 al-lelica
general a causa del flux génic, s’executaren
analisis classiques de la covarianga, utilitzant
el programari GLIM. El dia i I’any del mos-
treig foren codificats en la variable DATA
(amb DATA=1 pel 8 de mar¢ de 1993), i pel
factor ANY, respectivament; la localitzacid
del mostreig fou codificada en la variable
DIST. L’evoluci6é d’aquesta distribucié geo-
grafica entre 1993 1 1994 fou analitzada per
metodes de covariangca amb DIST, tenint en
compte el factor ANY.

Les restes de plaguicides fitosanitaris poden
arribar a 1’habitat de C. pipiens per escor-
rentia, 1 actuar-hi com una forga selectiva lleu
perd continua (Curtis et al., 1978; Mani,
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1985). Es per aixo que al llarg de 1994 es rea-
litzaren analisis d’aiglies per cromatografia
de gasos d’alta resolucié (HRGC) en 9 dels
punts de mostreig, a la recerca de residus de
pesticides. S’utilitzaren detectors Nitrogen-
Fosfor (NPD) pels organofosforats (OP) i de
captura d’electrons (ECD) pels organoclorats
(OC), amb columnes capil-lars de 30 m x 0,25
mm % 0,25 pm DB-17 (OP) i DB-5 (OC).
L’extracci6 liquid-liquid es dugué a terme en
diclormeta; 1 microlitre de I’extracte prévia-
ment concentrat s’injecta en mode splitless en
un cromatograf Carlo Erba 5360, emprant
Heli com a vehicle gasos a 45 cm/seg. La
comparaci6 dels temps relatius de retencid es
féu amb dos patrons estandard, un pels OP i
I’altre pels OC, que permetien d’identificar
35 0OC i 31 OP (patrons no mostrats).

Resultats

Fisiologia

El 32 % de les mostres contingueren algun
individu autogen. E1 100 % de les mostres de la
classe O en contenien, el 75 % delaUiel 13 %
de la E. Més del 90 % de les mostres contenien
individus estenogams, i només quatre pobla-
cions de classe E no en contenia cap.

De les 1608 femelles disseccionades el 0,7 %
eren Unicament autogenes, el 9,5 % autogenes
1 estenogames, el 13,2 % només estenogames;
el 76,7 % restant no eren autogenes ni este-
nogames. A la Taula 1 hom hi ha resumit la
distribucié de les freqiiéncies d’autogenia i
estenogamia per grups mostrals.

Ni I’autogénia ni 1’estenogamia estaven
distribuides uniformement per habitats (2, P
= 0,0000, Taula 1). Les freqiiencies d’indivi-
dus estenogams i la d’autogens foren superiors
en els focus subterranis tancats, i significativa-
ment diferent dels altres dos, que no diferiren
entre si. La comparacié de les freqiiéncies de
I’autogénia 1 1’estenogamia demostra que



Taura 1. Caracteristiques fisiologiques de Culex pipiens recol-lectats en habitats subterranis tancats (O),
subterranis oberts (U) i superficials (E). Les lletres indiquen diferéncia entre files (P < 0,01).

Life history traits of Culex pipiens collected in closed underground habitats (O), open underground habitats (U)
and open air habitats (E). Letters show differences between rows (P < 0,01).

% Estenogamia % Autogenia N
0) 86,3* 76,7 146
U 17,7° 3,7° 383
E 15,7° 3,4° 1079

ambdues facultats eren significativament
correlacionades (correlacié de Spearman per
rangs, rs = 0,60, N = 41, P = 0,000).

Morfologia

La taula 2 presenta els resultats biome-
trics. De les variables inicialment previstes,
es descarta SETAIS i la seva transformacid
(RQSETA), ja que la combinacié del seu re-
corregut discret, els casos mancants i els
seus baixos valors (minim = 1, maxim = 5)
provocaren una variacio intrinseca impossi-
ble d’analitzar i que emmascarava la variabi-
litat deguda als factors inclosos a I’estudi.

Els resultats de les analisis de la varianca
no so6n mostrats en detall. Pel que fa a factors,
ni les esterases per separat ni la resisténcia
considerada en conjunt no tingueren influén-
cia significativa sobre cap de les variables.
Pel que fa a les variables, les longituds relati-
ves de M12 (M12REL), i M (MREL), la cel'la
R23 tant en longitud absoluta (R23) com rela-
tiva (R23REL), el nombre de dents del
mentum (RQMENTUM), i les variables de la
genitalia masculina no foren influenciades
per cap dels factors estudiats; aquests factors i
variables foren descartats de les analisis pos-
teriors. De les analisis restants, les variacions
més amplies es donaren sota els factors conco-
mitants autogenia, estenogamia i grup de
mostreig, que influenciaren en tots dos sexes
I’amplada del sif6 i per tant I’index sifonic, el

nombre de denticles al sifo, la longitud de
’ala i algunes cel'les alars. En els mascles, els
palps maxillars foren significativament més
curts en les poblacions més autogenes, princi-
palment a causa de PAL2 i PAL3. Ja que la
trompa no presenta cap diferéncia sota I’auto-
geénia, la relacid trompa/palps fou validada
com a caracter lligat a I’autogénia, com també
indiquen Jobling (1938) i Kruppa (1988).

La classificaciéo multiple de les mitjanes
pel métode de Tukey (dades no presentades)
de la longitud de 1’ala, i cel-les alars M i M12
sota I’autogenia no permeté d’interpretar les
diferéncies detectades, coincidint en aixo
amb diferents autors (Kruppa, 1988; Packer
& Corbet, 1989). Per contra, 1’analisi de les
mitjanes parcials del nombre de dents al
pecten, ’amplada del sif6 1 I’index sifonic
fou coherent, ja que, en tots tres casos, el grup
d’autogeénia maxima fou diferent dels altres
dos. De conformitat amb Marshall & Staley
(1937) 1 Kruppa (1988) es confirma que 1’index
sifonic €s menor en poblacions més autoge-
nes, a causa d’un augment en I’amplada.

Pel que fa a I’analisi factorial, els dos pri-
mers factors extrets per la técnica dels com-
ponents principals acumularen el 56,5 % de la
varianga conjunta pels mascles, 1 el 62,1 %
per les femelles. Hom presenta a la taula 3 les
saturacions de cada variable morfometrica so-
bre aquests factors, per femelles i per mascles.
Els forts pesos sobre el primer factor de les va-
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Taura 2. Descriptius per totes les variables biometriques mesurades a Culex pipiens. X, mitjana; s, desviacid
tipica; CV, coeficient de variacio (expressat en percentatge); N, mida mostral.
Descriptors of the biometric variables measured on Culex pipiens. x, mean; s, standard deviation; CV, coefficient

of variation (in percentage); N, sample size.

MASCLES FEMELLES CONJUNT
VARIABLE X s CV N X s CV N X s CV N
LTOR 1,4483 0,1029 7.1 731 | 1,5974 0,1305 81 1012 | 1,5349 0,1405 91 1743
LALA 3,0434 0,2203 72 636 | 3,5485 0,2709 7.6 926 | 33428 03533 10,5 1562
LTROM 2,2587 0,1490 6,5  715| 2,1619 0,1679 7,7 988 | 22025 0,1672 75 1703
MI2 0,7185 10,0705 98 714 | 009819 0,0952 96 981 | 08709 01558 17,8 1695
MI2REL 0,2359 0,0136 57 612| 02768 0,0164 59 902 | 02603 0,0252 96 1514
M 0,4996 0,0446 8,9 720 | 05457 0,0528 96 979 | 05262 00544 103 1699
MREL 0,1644 0,0128 7,7 619 | 0,1540 0,0117 7,5 900 | 0,1583 0,0132 83 1519
R3 0,9198 0,0908 98 714 | 12943 0,1493 11,5 985 | 1,1369 02249 19,7 1699
R3REL 0,3021 10,0180 59 611 | 03652 0,0314 85 902 | 03397 00410 12,0 1513
R23 03306 0,0394 11,9 723 | 0,2846 0,0396 13,9 987 | 0,3041 0,0456 14,9
1710
R23REL 0,1091 0,0138 12,6 619 | 0,0804 0,0108 134 905 | 0,0920 0,018 20,2 1524
MENTUM | 21,479 1,5402 7.1 770 | 21,4441 1,5246 7,1 1011 | 21,4593 1,5310 7,1 1781
RQMENTUM | 4,6316 0,1662 3,5 770 | 4,6278 0,1648 3,5 1011 | 4,6295 0,1654 35 1781
DENTSIF 14,375 20237 14,0 762 | 150929 23088 152 1001 | 14,7828 22182 150 1763
RQDENTS | 3,7822 0,2655 70 762 | 3,8736 0,2967 7,6 1001 | 3.8341 0,2872 74 1763
LSIF 1,3692  0,1264 92 760 | 14214 0,1333 93 1001 | 153989 0,1329 95 1761
ASIF 03746 0,412 10,9 759 | 0,3976 0,0474 11,9 1001 | 0,3877 00463 11,9 1760
INDXSIF 3,6947 0,4940 133 759 | 3,6144 04666 12,9 1001 | 3,6491 04801 13,1 1760
SETA1S 3,0554 08458  27.6 523 | 12,9971 0,8263 275 701 | 3,0221 08349 27,6 1224
RQSETA 1,7317 02385 13,7 523 | 11,7152 02353 13,7 701 | 1,7222 0,2367 13,7 1224
PALI 1,5117 0,0962 63 714
PAL2 0,5694 0,582 102 712
PAL3 0,6091 0,0665 10,9 711
SPALP 2,6909 0,1975 73 711
TROPAL 0,8412 0,0424 50 709
D 0,1546 0,0099 64 528
s 0,1107 0,0100 9,0 528
DV/D 20,0034 0,0000 264 528

riables de mesura directa indicaren que aquest
element responia a les dimensions absolutes de
I’insecte. Per contra, quasi totes les variables
lligades al segon factor, havien estat significa-
tives sota analisi de la varianga per [’autogenia,
I’estenogamia, i el grup de mostreig. En conse-
quiéncia, s’atribui al segon factor un compo-
nent d’aquestes caracteristiques.

Les puntuacions numeriques de cada mostra
sobre els factors poden usar-se per a obtenir
grafics de situaci6 en un espai euclidia. Si la
interpretacié exposada era correcta, les mos-
tres havien de resultar agrupades pel seu grau
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d’autogenia al llarg del segon eix, i les puntua-
cions sobre el segon factor havien de mantenir
una forta correlaci6 amb el percentatge
d’autogenia.

Aquesta representacié en un espai bifacto-
rial es troba a la figura 1, on el diametre dels
cercles expressa el percentatge d’autogeénia
de la mostra representada, i on s’observa
efectivament una agrupacié de les mostres
d’autogenia més elevada.

Per I’analisi discriminant hom troba que un
total de 789 femelles i 524 mascles reuniren
les condicions per ser utilitzats usant les matei-



Taura 3. Analisi factorial de les variables morfologiques de Culex pipiens. Saturacions de les variables a 1’analisi

sobre els factors extrets: a I’esquerra les femelles i a la dreta els mascles.

Factor analysis on morphological variables of Culex pipiens: variable weights for each factor. Left: females,

Right: males.
VARIABLE FACTOR1 FACTOR 2 VARIABLE FACTOR 1 FACTOR 2
LTOR 0,82591 0,23336 MREL 0,84044 0,04772
LTROM 0,81552 0,24776 LTOR -0,79707 -0,09959
R23REL -0,79094 0,10933 R23REL 0,79633 -0,38056
MREL -0,76846 0,37234 MI12REL -0,71566 0,30847
RQMENTUM 0,72904 0,41395 DVD 0,61056 0,07697
R3REL -0,25936 0,01180 RQMENTUM -0,44868 0,19481
TROPAL 0,18920 0,81398

INDXSIF -0,18019 -0,78334 RQDENTS 0,03633 0,78485
MI12REL 0,49925 -0,77115 R3REL -0,32179 0,67805
RQDENTS 0,11709 0,70395 INDEXSIF 0,21280 -0,60503
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Ficura 1. Representacié grafica de 1’analisi factorial sobre dades morfologiques. Cada mostra amb preséncia
d’autogénia és representada per un cercle negre de diametre proporcional al seu percentatge autogen. El cercle

buit representa el percentatge zero.

Graphical representation of the factor analysis. Samples showing any autogeny level are depicted by black-
filled spots; their diameter is relative to the autogeny level. Empty circles represent a level zero of autogeny.

xes variables que en I’analisi factorial. A la
taula 4 hom hi ha resumit els resultats d’aplicar
aquestes funcions discriminants als individus
originals, per tal de verificar I’eficiéncia de
I’analisi. L’aplicacié de les funcions obtingu-
des per a reclassificar els individus va tenir el
rendiment optim en el grup de maxima
autogenia (86,5 % d’encerts en les femelles i
84,5 % en els mascles). Globalment, el 64,4 %
de les femelles i el 62,60 % dels mascles re-
sultaren classificats correctament.

Polimorfisme enzimatic als loci neutres

Entre tots els parells de /oci, la indepen-
dencia només fou rebutjada per la interaccio
Sexe-Pgi (correlacid 0,23, P =0,004). Aquesta
manca d’independéncia no romangué signifi-
cativa al nivell 0,05 quan es tingueren en
compte els tests multiples.

L’equilibri de Hardy-Weinberg fou rebutjat
(P <0,05) en 40 de 158 proves (dades no pre-
sentades), un resultat superior a alldo que
s’esperava per 1’atzar sota la hipotesi nul‘la.
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Taura 4. Analisi discriminant usant les variables morfologiques de Culex pipiens. Eficacia en la reclassificacido
d’individus per grups d’autogeénia. Les caselles amb classificacions correctes sn en negreta.

Discriminant analysis based on Culex pipiens. morphological characteristics: efficiency of the classification of
the individuals by autogeny group. Correct classification figures are shown in bold type.

GRUP REAL GRUP PRONOSTICAT

FEMELLES 0% 1-50% 51-100 % N
0 % Autogenia 58,0 % 30,2 % 11,8 % 507
1-50% 22,2 % 64,3 % 13,5 % 126
51-100 % 7,7 % 5.8% 86,5 % 156
MASCLES

0 % Autogenia 60,6 % 30,6 % 8,9 % 350
1-50% 30,1 % 54,4 % 15,5 % 103
51-100 % 11,3 % 4,2 % 84,5 % 71

Taura 5. Equilibris de Hardy-Weinberg. Valors mitjans de F, per cada locus i en cada tipus de biotop. Els valors

significatius (P < 0,05) son en negreta.

Hardy-Weinberg equilibrium test: mean F,  values for each /ocus in each habitat type. Significant values (P <

0,05) are shown in bold type.

TANCATS (O)  INTERMEDIS (U) OBERTS (E) TOTS
Locus Fis Pd Fis Fi.v Pd Fis Pd
Aat-1 0,17 0,05 0,18 0,057 0,079 0,002 0,11 0,0006
Aat-2 0,50 0,015 0,56 <10+ 0,27 <10+ 0,35 <10+
Pgm 0,17 0,026 0,22 <10+ 0,18 <10+ 0,19 <10+
Pgi 0,029  0,0002 0,24 <10+ 0,066 <10+ 0,13 <10+
Total 0,22 <10+ 0,26 <10+ 0,12 <10+ 0,16 <10+

Quan la prova es realitza sobre tots els /oci en
I’interior de cada mostra, 1I’equilibri hagué de
ser descartat en 19 de les 45 mostres. 4 de les
19 romanien significatives sota els tests multi-
ples, existint-hi un clar déficit d’heterozigots
(dades no presentades).

Dins dels respectius tipus d’habitats (Taula
5), la F, mitjana fou positiva per tots els /oci,
indicant un continuat déficit d’heterozigots,
que era significatiu (P, < 0,05) en 10 de 12
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casos. Quan hom considera tots els /oci agru-
pats, foren evidents déficits d’heterozigots
significatius (P, < 10*) en tots els tipus d’ha-
bitat.

La diferenciacio global de poblacions fou
altament significativa (P < 10-°) corresponent
aun valor F_de 0,067 (Taula 8). Per tal d’estu-
diar la diferenciacio de forma jerarquitzada
hom considera diferents grups. En primer
lloc, la diferenciacio entre els tres habitats



Taura 6. Diferenciacid entre poblacions de diferents biotops, i entre biotops, segons ’analisi dels /oci neutres.
Les probabilitats per I’error de tipus I del test exacte de F_ figuren entre paréntesi, i en negreta quan sén

significatives (P < 0,05).

Differentiation among populations from different habitats and between habitats, according to the analysis of
neutral loci. Type-I error probabilities of the F  exact test are in brackets, and in bold type when significant (P

<0,005).
F, Nm
Aat-1 Aat-2 Pgm Pgi TOTS Fst  A.privats
Totes les mostres
0,067 0,046 0,034 0,090 0,067 3,5 —
(<10 (0,001) (<10%) (<10%) (<10
Entre habitats
O:U:E 0,010 0,014 0,019 0,12 0,055 43 6,0
(0,0055) (0,0030) (<10%) (<10%) (<10%)
O+U:E 0,0044 0,0037 0,010 0,023 0,013 19 4,0
(0,063) (0,063) (0,0012) (<10%) (<10
Oo:U 0,021 0,041 0,026 0,27 0,13 1,7 5,3
(0,012) (0,00061) (0,00042) (<10%) (<10%)
E:U 0,0075 -0,0013 -0,0006 0,0023 0,0028 89 48
(0,034) (0,57) (0,49) (0,089) (0,055)
O:E 0,011 0,0030 0,042 0,021 0,10 2,2 2,1
0,017) (0,0023) (<10%) (<10%) (<10
Dintre d’habitats
(0] 0,091 -0,0095 0,034 0,029 0,051 4,7 3,7
(0,00020) (0,67) (0,028) (0,010) (<104
U 0,047 0,55 0,050 0,0046 0,032 7,6 34
(0,024) (0,0070) (0,002) (0,021)  (0,0001)
E 0,063 0,034 0,012 0,029 0,037 6,5 —
(<10%) (0,0027) (0,053) (0,0039) (<10%)

(obert, subterrani tancat i intermedi) amb un
resultat significatiu (P < 10?), amb un valor
F de 0,055 (Taula 6). En segon lloc, hom
compara els habitats superficials oberts amb
el conjunt dels tancats més els intermedis, i la
diferenciacié també resulta significativa. En
tercer lloc, les comparacions per parelles entre
tots tres tipus d’habitat mostraren que els
d’aire lliure i els intermedis no eren significa-
tivament diferenciats. Finalment, la diferen-
ciacio de poblacions fou també significativa
dins de cada habitat per separat.

L’estimacié del nombre de migrants efec-
tius entre habitats o dins de cadascun d’ells
forni resultats semblants, amb valors al voltant
de 4. En foren excepcid els habitats subterranis
tancats, al voltant de 2 (Taula 6). Per tant, se-
gons Wright (1969) excepte en intercanvis
amb aquests habitats, el flux génic era suficient
per a anul'lar els efectes de la deriva.

Resisténcia

Els fenotipus d’esterases més freqiients fo-
ren Nul i els resistents A1 1 A4B4. Les estera-
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ses A2B2 es trobaren tnicament el 1993, en
quatre punts veins i en freqiiéncia molt baixa.
Aquesta fou la primera cita d’aquest fenoti-
pus al sud dels Pirineus (Chevillon et al.,
1995b). Pel que fa a Dacetilcolinesterasa,
ambdos al'lels, el resistent (Ace®) i sensible
(Ace®) eren presents en freqiiencies variables.
Dins de les mostres, només en un cas s’obser-
varen desviacions significatives de 1’equilibri
de Hardy-Weinberg, a causa d’excés d’hete-
rozigots (P = 0,0005). En el conjunt de les
mostres no hi havia cap tendencia (P > 0,05)
ni de déficit ni d’excés d’heterozigots.

S’estudia 1’associacio entre la composicio
d’esterases i1 l’acetilcolinesterasa durant la
campanya de 1994. S’observa que dins de
cada mostra, la combinacié de tots els valors
P confirma la tendéncia general d’indepen-
dencia de la composicidé en acetilcolineste-
rasa respecte dels fenotipus d’esterases.

Entre mostres, pero, la freqiiéncia al-lélica
d’Ace® s’incrementa significativament amb la
freqiiencia del fenotipus d’esterasa A4B4 (re-
gressio logistica, r = +0,56, F1,25 =11,56, P <
0,01) pero no amb la freqiiencia del fenotipus
Al (regressio logistica, r = 0,41, FL25 = 5,64,
P >0,05).

La freqiiencia de I’homozigot resistent
Ace™ 1 la freqliéncia allélica d’Ace” foren les
uniques variables que canviaren significativa-
ment entre anys, amb una freqiiéncia mitjana
major el 1994 que el 1993 (factor ANY, F
>=10, P < 0,005, (a,-a,) > 0) (Taula 7).

Totes les variables que descrivien la com-
posicio dels gens de resisténcia (Nul, Al,
A4B4, AceR, Acef?, Ace®Si AcesS) van variar
significativament amb DIST (P < 0,03 en tots
els casos). Aquesta observacid es correspon
amb una disminuci6 gradual en resisténcia als
OP quan augmenta la distancia a I’area tracta-
da. Excepte per Al, no s’observaren canvis
en aquest patrd geografic entre 1993 i 1994
quan es substitui al model la variable DIST per
la interaccio ANY*DIST (P > 0,1). En el cas
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de Al, pero, el pendent de la clina decreixent
de freqiiencies fou major el 1994 que el 1993.

Pel que fa als habitats, la separacid entre
biotops subterranis tancats i tots els altres es
correspongué¢ també amb diferéncies en la
composicié d’al-lels de resisténcia. Les fre-
quencies dels fenotipus Al i A4B4, aixi com
de ’acetilcolinesterasa insensible Ace®, foren
menors en habitats de tipus tancat que en tots
els altres (prova de Fisher, P < 0,05). Consi-
derant només els habitats tancats, a més, la
composicidé no varia al llarg dels dos anys.
A4B4 no hi fou mai trobada, indicant potser
contra-seleccio local, i només A1 hi aparegué
en freqiiencia molt baixa. La freqiiencia
d’Acef disminui fortament entre 1993 (0,23) i
1994 (0,12). En general, la ja baixa freqiiencia
d’al‘lels resistents en els habitats subterranis
tancats trobada el 1993 sofri una tendéncia a
disminuir encara més amb el temps.

Pesticides residuals

Es detectaren OC i OP en les nou mostres
d’aigua estudiades (Taula 8). Els plaguicides
més abundants foren Chlordane pels OC i
Azinphos i Malathion pels OP (no es presenten
dades de productes individuals). Les concen-
tracions maximes del conjunt d’OC i del d’OP
foren de 1344 ng L' i 487 ng L' respecti-
vament. Les concentracions totals conjuntes
d’ambdues classes de productes anaren des de
443 fins a 1753 ng L' (0,000443 fins a
0,001753 ppm). Aquests valors poden consi-
derar-se mitjans o alts segons els publicats a la
bibliografia existent (Fingler et al., 1992;
Mhlanga & Madziva, 1990).

Discussio

Al Baix Llobregat, I’autogénia i 1’este-
nogamia foren significativament més fre-
qiients als habitats subterranis tancats, pero es
confirma que no n’eren exclusives.



Taula 7. Analisi de la covarianga de les freqiiéncies dels al'l

els de resisténcia en Culex pipiens. S han pres en consideracid

I’any de mostreig (ANY), la distancia al centre del delta (DIST), i la interaccié (ANY*DIST). Les clines de freqiiencies
X sén definides pel model Logit(X) = a + b, DIST on k és I’any. Els valors significatius de F(P < 0,05, valors de P no
mostrats) sOn en negreta, i en aquest cas es mostren els parametres. Han estat excloses les mostres subterranies tancades.

Covariance analysis on the frequency of resistance alleles

in Culex pipiens. The factors were: the sampling year (ANY),

the distance to the center of the delta (DIST), and their interaction (ANY*DIST). Frequency clines X are defined
according to a model Logit (X) = a, + b, DIST where £ is the year. Significant values of F(P < 0,05, P values not shown)

are in bold type, and the parameters are shown in these cas

es. Samples from closed underground habitats were excluded.

ANY DIST ANY*DIST
X Variables Hp:a =a, H:b=0 H, b =b,
F, =14,43
Nul Fo=12 b=0,077 £ 0,02 F = 0,8277
F =114
A4B4 F =337 b=-0, 07 +0,022 F ¢ =0231
F =4,21
F, =5,345 =005ﬂ:0027
Al F <261 b——006i0028 =—012ﬂ:0044
F =10 F =14
Acer a,-a 054i0 17 b——O 061001 F ;=004
=17
AcesS F =33 b= 0 07 +0,02 F =204
F =716
Ace®s F =1,27 b——O 05+ 0,02 F =012
F = 16,2 =04
Ace® a—105i028 b——00810027 F .=238

Taura 8. Residus globals de plaguicides a 1’aigua de
OC i OP indiquen les concentracions d’organoclorats
Pesticide residues found in 9 water samples from the
and organophosphates, respectively. Concentrations a

nou punts de mostreig de la comarca del Baix Llobregat;
i organofosforats respectivament, en ng L.

Baix Llobregat area; OC and OP indicate organochlorine
re given in ng.L".

E49 ES0 E53

ES1 E52 E55 007 E56  E57

O.C. 253 748 191
O.P. 345 464 63
TOTAL 598 1212 254

1.344 1.077 809 711 497 271
409 16 487 347 303 172
1753 1093 1296 1058 800 443

En general, I’autogénia implicava gairebé
sempre 1’estenogamia, perd a I’inrevés no va
ésser pas certa. Per tant, I’estenogamia no pot
actuar com a mecanisme d’aillament repro-
ductor, anul-lant-se un dels principals argu-
ments a favor de la segregacio de formes.

La morfologia de Culex pipiens al Baix
Llobregat presenta una forta variabilitat, que
concorda amb el reconegut polimorfisme de
I’especie. Algunes variables resultaren signi-
ficativament lligades a ’autogenia, com ara
el nombre de dents del pecten, I’index sifonic, i
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la longitud dels palps maxil-lars en els mascles.
L’estenogamia i el grup de mostreig, essent fac-
tors concomitants amb 1’autogénia, produiren
els mateixos efectes.

Malgrat aquestes diferéncies morfologi-
ques, les analisis estadistiques discriminants
construides sobre la seva base només assoli-
ren un 86 % de classificacions correctes. Per
tant, aquests parametres perden la seva utilitat
diagnostica i no permeten la classificacié dels
individus.

L’analisi genetica revela que existia una
diferenciacid entre els habitats subterranis
tancats, on es trobaven les poblacions més
autogenes i també morfologicament diferen-
ciades, amb tots els altres habitats reunits.
Perd aquesta diferenciacié entre dos grans
grups no tenia prou rellevancia, ja que també
existia entre mostres del mateix grup, malgrat
comprovar-se una forta taxa de migracid entre
habitats. Aquesta paradoxa fou relacionada
amb les activitats humanes del control de
mosquits. El nostre model de dinamica de po-
blacions parteix d’una poblacid adulta reduida
i delmada pel continu control larvari, aixi com
de la disponibilitat de molts biotops larvaris co-
lonitzables. La conjuncié d’ambdés factors
implicaria abundants efectes fundadors locals,
incrementant la deriva i provocant deficits
d’heterozigots, sense afectar per aixo les ca-
pacitats d’intercanvi génic i migraci6. Noves
extincions larvaries massives mantindrien
aquest sistema, deixant lliures de competencia
els habitats larvaris i mantenint la poblacid
adulta a un nivell baix. Aquesta diferenciacid
genotipica podria ser també la responsable de
la variabilitat morfologica observada, que en
seria el reflex fenotipic.

Resta oberta en conseqiiéncia la discussid
sobre la influéncia que determinades extin-
cions repetitives, mediades per [’home o no,
podrien tenir en la composicid genética de
les poblacions.

La migracidé de mosquits entre habitats fou
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confirmada també per la preséncia general
d’al'lels de resisténcia, si bé alguns d’ells
semblaven ser fortament contra-seleccionats
als biotops subterranis. Els al-lels A1, A4B4 i
Ace® eren presents en freqliéncies elevades a
I’exterior el 1993 i no disminuiren el 1994,
malgrat que el control de mosquits no usa
plaguicides quimics que els seleccionessin;
només una disminuci6 dels costos biologics,
o bé la seleccid oculta per part d’altres pla-
guicides, podien explicar aquesta persisténcia
en absencia d’insecticides. En les analisis tro-
barem quantitats no menyspreables de residus
de plaguicides; per tant, és factible una hipo-
tesi dual, que implicaria una disminucié del
cost de certs al-lels resistents, i al mateix temps
el manteniment de lleus pero persistents forces
selectives exercides per pesticides d’origen
agricola.

Tant pel que feia a la fisiologia com a la
morfologia i també a la composici6 genética,
fou pales que 1’unica distincio ecologica vali-
da implicava separar els habitats subterranis i
totalment tancats (on eren la majoria de les
poblacions molt autdogenes), de tots els altres.

Conclusions

Els resultats d’aquest treball sobre el
complex de Culex pipiens al Baix Llobregat
descriuen poblacions d’autogénia elevada,
distribuides preferentment en subsols tancats,
i presentant diferéncies morfoldogiques que
no sén diagnostiques a cap tipus d’estudi.
Tot i I’estructuraci6é genética entre habitats
s’hi constata un elevat flux génic, i per tant,
es conclou que existeix un intercanvi, proba-
blement durant tot 1’any. Les diferéncies
biometriques observades sén un aspecte
colateral de la seleccio local per 1’autogenia.
Tant I’estructuracid genética com 1’alta varia-
bilitat morfologica posen de manifest que les
poblacions d’aquest mosquit a la zona no se-



gueixen una dinamica totalment natural, sind
que son subjectes a extincions massives i repe-
titives causades per les activitats de control.
Totes les dades reunides no permeten separar
els grups observats, sind que més aviat al
contrari, confirmen el profund politipisme de
la poblacié o metapoblacid de Culex pipiens
al Baix Llobregat.
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