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INTRODUCAO

Data de 1963, ano em que fomos coleocados na Seccao de Fntomolo-
gia do entao Instituto de Investigacao Médica de Angola, 0 nosso gosto pe—
lo estudo dos insectos, particularmente aqueles ligados a saude pﬁblica.

Efectivamente, desde essa data e sempre em colaboragac com a equi-
pa orientada pelo Professor Doutor Henrique Ribeiro, temos vindo a desem-
penhar a nossa actividade no interessante grupo dos mosquitos (Diptera,
Culicidae). Assim, apds termos participado em diversos trabalhos em Angola,
foi-nos oferecida a oportunidade de colaborarmos na realizacao de estudos
conducentes a elaboragao de uma Monografia sobre os mosquitos portugueses,
trabalho iniciado em 1975 e que continua actualmente a desenvolver-se,

Intercaladas com este estudo realizaram-se, entretanto, varias
missoes de que destacamos uma a Repiblica de Cabo Verde e outra a de S,
Tomé e Principe, com o objectivo de se proceder a um levantamento da fau-
na culicideoldgica desses territorios.

No decorrer das actividades ligadas ao estudo dos mosquitos por-
tugueses fomos despertados pelas curiosas caracteristicas bioldgicas e eco-
logicas das populacoes haldfilas que revelam aspectos particulares alta-
mente interessantes que serao tratados no presente trabalho.

Apesar da relativa pobreza do nosso pals em especies de mosqui-
tos considerados haldfilos, optamos pelo seu estudo mais detalhado por en—
tendermos que este grupo engloba um conjunto de espécies com manifesto in-
teresse do ponto de vista sistematico, ecofisiologico e epidemiologico.

Para além destes aspectos, nao se podera negligenciar o papel ne-
gativo que as espécies haldfilas tém desempenhado na economia dos varios
paises onde elas proliferam. Basta recordar que em vastas zonas da regiao
mediterrdnica a agricultura e a pecuaria nao se desenvolveram conveniente-
mente devido a existéncia de grandes densidades de mosquitos halofilos que
impediram o Homem de al se instalar com caracter definitivo.

Paralelamente, a transmissao de algumas viroses que tém estes
mosquitos como vectores, como o virus da mixomatose nos coelhos e o arbo-

hy - . . .
virus "Tahyna', transmitido ao Homem e aos animais na Europa central e do

sul por Aedes caspius, igualmente se traduz em graves prejuizos e sérios

riscos em termos de saude publica,




Apesar de se terem desencadeado em alguns paises, sobretudo
em Franca, varios programas de defesa do meio ambiente, procurando con-
trolar do melhor modo possivel as densidades das espécies halofilas em
regices onde estas se desenvolvem naturalmente, o problema nao foi de mo-
do nenhum ultrapassado e, actualmente, assiste-se a prolifera§§0 relati-
vamente facil destas espécies, por exemplo em areas de grande interesse
turistico com as consequéncias negativas que isso acarreta em termos eco-
nomicos. A este propésito as Autoridades sanitérias da regiao francesa
do Languedoc criaram os Servigos de 1' Entente Interdepartmentale pour
ia Demoustication du Litoral mediterranéen (E,I.D.), sediados em Mont-
pellier, com o objectivo de inventariar os criadouros larvares e exerce-—
rem o controlo dos mosquitos haléfilos, al presentes em elevadas densida-
des, partindo dos conhecimentos adquiridos numa zona piloto préviamente
estudada. Semelhante procedimento seria de grande utilidade aplicar-se em
Portugal nas areas de interesse turistico e/ou econdmico, em que as espé-
halofilas se apresentam com grandes densidades, causando incdmodo as po-
pulagoes residentes e/ou turistas, nao sé em termos das desagradaveis pi-
cadas, por vezes dolorosas, comc também pela eventual inoculagao de agen-
tes etioldgicos, por exemplo os virus. Assim sendo, achamos ser oportuno
e importante contribuir para o conhecimento destas espécies o mais detalha-
damente possivel,

Conforme se pode verificar em Ribeiro et al. (1977/78) foi J.
M. Braga que, em 1931, publicou uma excelente monografia, para a época
sobre os mosquitos portugueses em que assinalou pela primeira vez a exis-
téncia, na nossa culicideofauna, das espécies halofilas: Aedes (0.) cas~

pius (Pallas,1771), Aedes (0.) detritus (Haliday,1833) e Aedes (0.) mariae

(Sergent e Sergent,1903), sendo as duas primeiras objecto do nosso trabal-
ho de tese, uma vez que se apresentam distribuidas ao longo de toda a fai-
xa costeira atlaldntica, de Esposende a Castro Marim, enquanto que Aedes
mariae, espécie bastante rara no nosso pals se circunscreve a repiao al-
garvia mais oriental, tendo sido capturada uma dnica fémea, em Olhao, por
Ribeiro et al. (1977/78).

Para além do conhecimento da culicideofauna portuguesa adquiri-
do através do trabalho em equipa anteriormente referido, foi-nos possivel
estagiar na Faculdade de Medicina de Montpellier e na Faculdade de Ciéncias
da mesma cidade francesa sob orientacac do Professor J.A.-Rioux e Doutora
N. Pasteur, respectivamente, e ainda no Departamento de Controlo de mos-

quitos da regiao mediterrdnica (E.I.D.) igualmente em Montpellier, com a




supervisao do Doutor Cousserans.

Destes contactos que achamos de grande utilidade pratica resul-
tou um melhor conhecimento do que havia sido feito até entao e das pers-—
pectivas futuras relativas ao estudo de varios aspectos da sistematica e
da biologia geral das especies halofilas de mosquitos, trabalho em que,
de certo modo, os Organismos citados foram pioneiros, como € o casc da
elaboracao de uma carta fitoecologica dos criadouros larvares de Aedes cas-

pius e de Aedes detritus (Gabinaud,1975}, de um estudo ecofisiologico de

hedes caspius (Sinegre 1974}, de trabalhos relativos a autogenia em Aedes
detritus (Guilvard,l1978) e da deteccao por meio da electroferese de alguns
sistemas proteicos de duas espécies gémeas no seio da espécie nominal Ae-

des detritus, no sul de Franga e no norte de Africa (Pasteur et al.197g)

Com tao vasta problematica que interessava interpretar e esten-
der ao conjunto da area de reparticac destas espécies haldfilas com o ob-
jectivo de se compararem os dados obtidos e eventualmente aumentar os con-
hecimentos acerca das mesmas, facil se tornou para nds a decisao de optar-
mes pelo seu estudo em Portugal.

Assim sendo, propusemo-nos levar a cabo um trabalho em que fosse
confirmada ou nao a presenga entre nos de duas ou mais espécies gémeas do

complexo do Aedes detritus. Ainda no que respeita a esta espécie, procede-

mos a um estudo ecofisioldgico da autogenia que havia sido detectada, por
nés, em amostras de populagaes de Castro Marim (Capela,l1979). Outra técni-
ca que decidimos utilizar por a considerarmos susceptivel de fornecer re—
sultados interessantes no estudo de um complexo de espécies gémeas como se-

ria o caso de Aedes detritus foi a da analise biométrica (analise univaria-—

da e discriminante) com o objectivo de encontrar variaveis que permitissem
uma mais facil discriminagao das especies gemeas eventualmente presentes.
A medida que o trabalho avangava, tomamos consciéneia de gue o

estudo do Aedes detritus nos abria novas perspectivas de investigagao a

varios niveis cada uma das quais, por sua vez, seriam suficientes para mo-
nopolizar a nossa capacidade em fungao dos meios técnicos e materiais dis-

hyl . . o~ - .
poniveis, Apesar disse, nao descuramos o estudo de Aedes caspius , tendo

abordado e desenvolvido alguns aspectos da sua ecologia e fisiolegia que
julgamos de algum interesse, -

Como metcdologia, dividimos o trabalho em seis partes, A primei-

ra trata das generalidades sobre os culicideos ou mosquitos, abordando a




sua importéncia médica e veterinaria e ainda econdmica, posigac siste-
matica e morfologia, tratando também de alguns aspectos da fisiologia,
ecologia e etologia.

A segunda parte aborda a sistematica dos mosquitos e inclui g
analise de diversos critérios utilizados na mesma, Na parte terceira,
faz-se um resumo historico e da-se conta do estado actual do conhecimen-
to da culicideofauna de Portugal, prestando-se particular atenggo as es-
pécies haldfilas. lgualmente é tratada a distribuicao geografica actual-

mente conhecida de Aedes caspius e de Aedes detritus. A quarta parte €

dedicada ao material, técnicas e métodos utilizados na realizacao das ta-
refas de campo e de laboratério, fazendo-se uma descricac pormenorizada
de algumas técnicas utilizadas pela primeira vez em Portugal no dominio
dos mosguitos.

Na parte quinta do nosso trabalho, apresentam-se os resultados
obtidos com as diferentes técnicas e métodos que empregimos, salientando-
se o estudo de sistemas proteicos em amostras de populacoes halofilas de

Aedes detritus, a andlise morfométrica e os ensaios ecofisioldgicos efectus

dos em Aedes detritus e Aedes caspius.

Finalmente, na sexta parte, discutem-se os resultados obtidos
e extraem-se algumas conclusoes que nos pareceram mais fundamentais.

Apesar dotrabalho desenvolvido, estamos conscientes de que o pre-
sente estudo constitui uma simples contribuicao para um melhor conhecimen-
to da culicidecfauna portuguesa e que estudos mais aprofundados neste do-
minio devem ser prosseguidos, tendo como base de partida os resultados
agora obtidos que nos parecem de qualquer modo encorajadores, Assim, es-
peramos e desejamos poder encetar uma nova fase da nossa actividade em que
algumas questoes agora menos esclarecidas possam vir a ser tratadas e

melhor compreendidas, recorrendo aos conhecimentos e experiéncia adquiri-

dos com a realizagao do presente trabalho.




PARTE 1
GENERALIDADES SOBRE 0S CULICIDEOS OU MOSQUITOS

1 — IMPORTANCIA MEDICA, VETERINARIA F ECONOMICA DOS CULICIDEOS

Certamente coexistindo com o Homem desde o seu aparecimento no
nosso planeta, os mosquitos que ate al dispunham de excelentes fontes ali-
mentares nos oulros animais, primatas primitivos incluidos, passaram a dis—
por de um novo hospedeiro para a satislacac de uma das suas necessidades
vitais. A adaptagao a picada no Homem nao deve ter sido dificil dada a ja
existente habituacao alimentar nos outros primatas. Desde logo, o Homem
passou a constituir mais uma vitima e um elo na transmissao ¢ desenvolvi-
mento de agentes etiolégicos, causadores de graves doencas. Assim, sem o
desejar, acabou necessariamente por contrair certas endemias causadoras
de elevada mortalidade em épocas recuadas. Recordamos, entre outras, a ma-
laria e a febre amarela, por serem aquelas que ainda hoje vitimam milhoes
de pessoas nas diferentes repioes zoogeograficas do globo, com particular
incidéncia na Etidpica, Neotropical e Oriental. Nao podemos ignorar, igu-
almente, outrag deengas transmitidas por mosquitos, inoculando nos seres
humanos os chamados arbovirus que, por vezes, se maniflestam com quadros
clinicos de dificil interpretagao, mas que poderao ser a causa de uma ta-
xa relativamente alta de mortalidade.

Basicamente, os mosquitos podem ser vectores de trés grupos dis-

tintos de agentes patogenicos para o lHomem:

a) - o grupo dos Haemosporidia, com 4 especies de parasitas da mala-

ria pertencentes ao genero Plasmodium e ainda um parasita ccasional da
- . ig . . . -
maltaria nos simios, igualmente do mesmo geonero.
L) - duas ou mais especies de Filarioidea pertencentes aos generos

Brupia o Wuchereria.

¢) - cerca de 80 arbovirus, 40 dos quais isolades a partir do Homem
¢ considerando-se como altamente provavel a possibilidade dos restantes
40 o poderem infectar, uma vez que em pesquisas efectuadas, se tem detecta-
do a presenga de anticorpos. Segundo Mattingly (1973), os virus conhecidos
ou suspeitos de infectarem o Homem foram ja isolados de mais de 150 espe-
cies de mosquitos, pertencentes a l4 géneros diferentes. Se algumas espe-

cies de mosquitos manifestam uma acentuada preferéncia alimentar pelo



Homem, outras existem, felizmente a maioria, que picam sobretudo c¢s ani-
mais.

Deste modo, existe a possibilidade da transmissao de agentes
patogénicos acs animais domésticos e silvaticos. Sao ja conhecidos innme-
ros casos de afecgdes provocadas pela inoculagao por picada, ou mesmo por
via meclnica, de agentes eticlogicos a aves e mamiferos. Como exemplo,
citamos: o virus da encefalomielite cquina do Oeste, o virus do grupo AB
responsavel pela febre do Vale de Rift (nas ovelhas ¢ bezerros) ¢ o virus
da mixomatose nos coelhos (neste caso com Lransmissao mecdnica)., Para aleém

das filarias humanas, Wuchereria bancrofti e W. malavi, Bates (1949), assi-

nala a presenga de Dirofilaria immitis nos caes, transmitida geralmente

pela picada de insectos hematofagos (mosquitos incluidos). Fide Bates

(1949), Highby (1943 a,1943 b) detectou Dirofilaria scapiceps em coelhos

e Dipetalonema arbuta no porco espinho, ambas transmitidas por mosquitos

do género Aedes; enquanto Abbot,Roden e Yoely (1946) se referem a Anopheles

sacharovi ¢ An. maculipennis como vectores de uma espécie de filaria cau-

sadora da "filariase dermal equina" na Grécia. Os haldfilos Aedes detritus

e Aedes caspius sao considerados vectores do virus da mixomatose entre

' foi isolado a partir de Aedes caspius

os coelhos e o arbovirus "Tahyna'
do sul de Franca,

Com estas breves referéncias relativas a capacidade exibida pe-
los mosquitos para a transmissao de doengas nocivas ao Homem e a outros
animais, facilmente podemos inferir dos enormes prejuizos para a activida-
de humana que vém sendo causados desde gue 08 insectos se tornaram compe-
tidores do Homem pelo dominio do planeta. De facto, eles tém sido respon-—
saveis pela disseminacao de quase todas as febres epidemicas nos tropicos
e subtripicos e pela transmissao de doengas com alta percentagem de mor-
talidade, sobretudo infantil (malaria e febre amarela,por exemplo),

segundo Wigglesworth (1976), foi em 1878 que Patrick Manson
descobriu que as filarias eram transmitidas por mosquitos, A partir de en-
tao, assistiu-se a um verdadeiro desenvolvimento da entomolopia médica
¢ veterinaria,

Desde tempos imemoriais que o Homem suporta com graves conse-
quéncias para a sua saude fisica e psiquica a presenga destes insectos

que, em epocas recuadas, constituiram auténtico flagelo. Vastas areas do

planeta, sobretudo nos tropicos, foram vodadas ao Homem que, impedido de




exercer actividades agricolas e de pastoricia, foi for¢ado a confinar-
se a territorios onde a presenca destes insectos era mais reduzida. Por
exempleo, na costa mediterrdnica francesa, em terrenos pantanosos onde
preliferavam especies halofilas, o Homem trabalhava a terra somente a
horas de maior calor e luminosidade, recolhendo em seguida as montanhas
afastadas da costa, furtando-sc assim as picadas dos mosquitos, que ata-
cavam sobretudo ao amanhecer e ac entardecer. Com vastas areas inhabita-
veis, outras em que a sua presenga se limitava ac minimo de tempo indis-
pensavel para as tarefas a desempenhar e sempre correndo o risco de con-
trair doencas, facil deduzir das enormes dificuldades na co}onizagﬁo de
certos territorios e no atraso causado ao desenvolvimento das actividades

humanas pelos mosguitoes,

Reportando-nos ainda a Wigglesworth (op.cit.) s0 na Europa, e
em pericdos de guerra, a malaria vitimou milhares de soldados: 100 000
franceses na Macedonia em 1916, 30 000 ingleses em]916 e 70 000 em 1917,
na mesma frente de combate. Estas verdadeiras calamidades tiveram, no en-
tanto, um papel decisivo na procura de solugoes tendentes a minimizar es-
ta situagao. A epidemiologia das doencas foi estudada e as medidas pro-
filaticas introduzidas o que conduziu a uma melhoria do estado geral das
populagoes em termos de saude publica. Porém, assiste-se ainda nos nossos
dias, a manutengéo e, por vezes, proliferagﬁo de focos endémicos de doen-
¢as transmitidas por mosquitos que o Homem ainda nac controla totalmente,

Relatorios da Organizacao Mundial de Saade, apontam para mais
de um milhao de vitimas anvais da malaria, das quais cerca de 100 000
perecem. Assim, a humanidade tem todeo o interesse em prosseguir de forma
harmoniosa e proficua a investigagao cientifica a todos os niveis, deven-
do existir cooperagéo entre os servicos de saude dos diversos Estados,
assim como entre organismos de investigagéo cientifica, universidades e,
eventualmente, entidades privadas, devendo ser postas a disposigﬁo dos
tabalhadores de salde publica, verbas significativas que permitam levar
a bom termo os estudos conducentes ao controlo e eventual erradjcagﬁo

das doengas transmitidas por insectos vectores.



2 ~ POSICAD STSTEMATICA DOS CULICIDEOS

Os insectos estao separados num nimero de ordens cujos nomes
derivam quase sempre das caracteristicas das asas, terminando geralmente
em "ptera” (do grego asa). As borboletas, por exempic, pertencem a orden
Lepideoptera {asas com escamas) ao passce que os escaravelhos se integranm
na ordem Coicopuera (asas membranosas cobertas),

(Quanto aos culicideos, témsido estabelecidas diferentes classi-
fjcagaes de acordo com os autores ¢, sobretudo, com a evolugao dos conhe-
cimentos sobre este grupo. Marshall (1938), censiderava-os pertencentes
a ordem Diptera, subordem Nematocera que englobava algumas subfamilias

das quais destacava a Culicidae com tLrés subfamilias: Culicinae, Dixinae
— b A e k]

e Chacborinae, Os insectos da primeira subfamilia mencionada seriam [a-
cilmente reconheciveis pela presenga de uma proboscida conspicua (nas
fémeas, picadora sugadora) a ela pertencendo os verdadeiros mosquitos.,

Os Culicinae, ou mosquitos, eram entao divididos em duas tribos:

Anophelini e Culicini, cada uma das quais com varios generos, especies e,

em alguns casos, subespecies, variedades e racas. Knight e Stone (1977),
no seu Catalogo dos Mosquitos do Globo, consideram os culicideos como fa-
zendo parte da familia Culicidae que se divide em trés subfamilias:

Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitinae. A algumas destas subfamilias

pertencem diversos generos, espécies e subespécies. Por nos parecer mais
1ogico e de acordo com a {ilogenia dos mosquitos, temos seguido e conti=-
nuaremos a fazé-lo, esta classificacao, no nosso trabaiho de investigagac.
Assim, resumidamente, conforme quadro I, enquadraremos os mosquitos ajfa-
béticamente na ordem Diptera, subordem Nematocera, familia Culicidae,

com trés subfamilias: Anophelinae, Culicinae ¢ Toxorhynchitinae. A sub-

- Yo ~ . - . . - . .
familia Culicinae subdivide-se em varias Lribos, das quais destacamos a

Aedini, com o genero Aedes a que pertencem Aedes  (Ochlerotatus) caspius

(Fallas,1771) e Aedes (Ochlerotatus) detritus (Haliday,1833), espicies

que constituem o fulcro de todo o nosso trabalho de tese,

Quadro |

Filo Arthropoda

Classe lnsecta

Ordem Diptera
Subordem Nematocera
. g Anophelinae
Familia Culicidae . -

R S é Culicinae - Tribo Aedini-gen.Aedes

Toxorhynchitinae
L




3 — MORFOLOGIA GERAL DOS CULICIDEOS

3.1 - OVO
0 ovo, fusiforme, ¢ rodeado por uma espessa "casca' provida de
um micropilo no polo anterior, A camada externa ou exocorion e uma {ina
membrana transiGcida que ornamente o ovo. A sua camada média ou endocorion,
relativamente espessa, assegura-lhe uma excelente protecgac mecAnica.
Aplicada contra a sua face interna existe uma membrana pelucida que envol-
ve o embriao. Algumas formacoes exocoridnicas particulares e caracteris-

ticas de géneros e especies {{lutuadores nos Anopheles sp., por exemplo

agseguram aos ovos a sua f{lutuabilidade e a posic¢ao relativa, face a su-~
perficie da agua.

Apds deposicaoc, o ovoe possui um tom bastante claro que vai pas-
sando para tons acinzentados are negyros, hor Oxjdagao de certos compostos

by - - . .
gqulmicos da teca, em contacto com a agua ou o ar atmosferico,

3.2 - LARVA
A larva possui trés regioes perfeitamente distintas:

3.2.1 - Cabega - composta de uma placa quitinizada impar e dorsal,
chamada fronto-clipeus, onde se situa ¢ chamado botao de eclosao de forma
acerada e quitinizado, existente somente nas larvas do 1? estado. De um
e outro lado do fronto—clipeﬁs, localizam-se os olhos suportados por um
par de placas epicranianas. Cada um destes olhos originara o corresponden—
te olho composto do futuro imago. Anteriormente sobre cada placa epicra-
niana insere-se uma antena. Estas placas alojam na face wenlral algumas pe-
¢as bucais: labio, maxilas e mandibulas, O labro estd anexado ao pre-cli-

< 4 -~ . o €
peus gue e lmpar e se encontra scldado a parte anterior do fronto-clipeus.

3.2.2 ~ Torax - apresenta-se como uma massa globosa ligeiramente
achatada dorso ventralmente. Nao sao visivels tragos de segmentacao. A
unica indicacac exterior desta segmentagao e a disposicac de certos gru-

pos de sedas, pro, meso ¢ melatoracicas,

3.2.3. - Abddmen - e composto por nove segmentos, sendo o oitavo,
distal, de grande interesse taxonomico. A ele estao anexos: de um lado,
o segmento anal projectado ventralmente e, por outro lade, ¢ sifao res-

piratorio projectado dorsalmente, A sua ornamentagac quetotaxica {numero



de sedas e sua disposigao relativa) permitem, por vezes, diferenciar

especles.

3.3 -~ PUPA QU NINFA
0 seu corpo & composto por duas partes: um cefalotéorax globu-
loso encimado por duas trompetas respiratérias e por um abdomen segmen-
tado na extremidade apical, no qual se inserem duas paletas natatorias
que permitem a ninfa efectuar deslocamentos rapidos.
3.4 - ADULTO
0 corpo de um mosquito adulto compoe-se de Lrés partes: cabega,
torax e abdomen.

3.4.1 - Cabega - na sua base ¢ limitada anteriormente pelo occi-
put, pelo vertex antero dorsal e, lateralmente, pelas témporas. Os olhos
ocupam a quase totalidade da parte anterc-lateral, sendo bastante chan-
frados a frente de modo a permitirem a insergao das antenas. O clipeus,
situado numa posic¢ao média, limita a cabega na sua parte anterior. Os pal-
pos maxilares, em numero par e a tromba impar, composta por um conjunto
de pecas modificadas, inserem-se no clipeus.

3.4.2 - Térax - caracteriza-se pela predominidncia do mesotorax

cuja parte dorsal, ou mesonoto, ocupa a quase totalidade do campo toraci-

co. Cada uma das trés regioes toraccicas aloja um par de patas. As asas
estao inseridas no mesoltorax e os balanceiros no metatorax.

3.4.3 ~ Abdomen ~ ¢ composto por dez segmentos, sendo os oito
primeires indiferenciados ¢ os dois apicais modificados para as fungaes
sexuais. As pegas genitais masculinas (hipopigio, genitalia ou termina-
lia), apresentam bastantes detalhes anatomicos e revestem—-se de grande
interesse pratico para a sistematica. A coloracao das escamas e a sua
disposigao nes tergitos abdominais permitem, {requentemente, a determi-

nagao das especies.
4 - FISIOLOGEA, FCOLOGIA F ETOLOGIA GERAL DOS CULICIDEOS

Os mosquitos passam por quatro estados sucessivos de desenvol-
vimento, nomeadamente, ovo, larva, pupa (ou ninfa} e adulto (ou imago).
A estes estados correspondem duas fases: aquatica (ovo,larva e pupa) ¢

aérea (adultos).




4,1 - Ciclo evolutivo

De acordo com as espécies, os representantes da familia Culi-
cidae depositam os ovos directamente sobre a égua ou sobre um substrato
hamido que posteriormente seja submetido a submersao. No primeiro caso,

o ove eclode geralmente dois ou trés dias depois da pogura; no segundo
caso, a colocaﬁao do substrato em contacto com a égua sera uma das condi-
coes necessarias para que a eclosao se dé,

Como atras referimos, os métodos de deposicao da postura mos-
tram-se variados, Assim, as fémeas dos anofelincos,por exemplo, de Anophe-

les maculipennnis e de Anopheles claviger, depositam os ovos isoladamen-

te (um a um), entre a vegetacgao, geralmente em aguas de {raca corrente ou
paradas; enquanto que nos culicineos, por exemplo, nos géneros Culex,

Coquillettidia e Culiseta, os ovos sao colocados em diferentes colecgoes

de égua, num conjunto agrupado que forma uma massa, a que por vezes sc
atribui o nome de "jangada'. Por outro lado, fémeas de espécies pertencen-
tes ao género Aedes, fazem a postura geralmente no solo, em zonas facil~
mente atingiveis pelas aguas das chuvas ou provenientes das marés {espeé~
cies halofilas). Estes ovos embrionados possuem a capacidade de resistir
e serem viaveis durante longos periodos (meses ¢ até mais do que um ano)
de secura. Apos contacto com a agua, dao lugar as larvas passado algum
tempo, que ¢ variavel, em funcao dos diferentes factores ecologicos do
meio.

A larva, invariavelmente aquatica, sofre quatro mudas, sendo
a Gitima que origina a pupa, tambem ela aquatica. A emergéncia do adulto
ocorre a superficie de agua. 0 acasalamento efectua-se perto dos locais

de criagac, nos primeiros dias seguintes a eclosao.

4.2 - Ovogenese
- . A E - -
O ovo desenvolve-se no seio dos ovarilolos, cujo numero, por
¥ - »
ovario, varia consideravelmente em fungac da especie e do tamanhe da {é-

-

mea. Colless e Chellapah (1960) contaram de 50 a 150 ovariolos em Aedes
(5.) aegypti, pedendo este numero ascender a 500, em certas especies de
Anopheles (Clements,1963), 0O germario, situado na extremidade apical do
tube folicular, produz os foliculos uns a seguir aos outros. Quando se

. - . . . i . . - < 0] g
inicia a actividade gonotrofica existem dois foliculos no tubo folicular

e os seguintes formam-se logo que o foliculo distal atinge a maturacgao.




A cada ciclo gonotrofico corresponde o desenvolvimento de um deles. O
desenvolvimento faz-se em duas fases: evolucao folicular até um estado
de repouso, Geralmente, uma reduzida quantidade de vitelo nutritivo en-
volve o nucleo do ovocito antes da paragem do desenvolvimento, depois da
estimulacao ovarica, controlada por hormonas gonadotropicas, segregadas

wlos corpora allata, apos a ingestao de sangue, nas esEcjos anautogeni-—
» @] b 3 5 ;

{
cas. Bsta estimulacao soO intervém apds uma paragem prolongada, nas fé-

meas em diapausa, ¢ desencadeia uma vitelogénese acrescida. 0 epitelio
folicudlar segrega entao o cérion, enquantc que a membrana pelucida in-
terna e de origem vitelina (Nath,1924). A duracao desta fase de maturagao

¢ influenciada pela temperatura que actua sobre a velocidade de digestﬁo

do sangue e, em certos casos, pela accao de uma segunda refeicao sanguinea.
Christophers (1911} propés uma classificacao dos estados de desenvolvimen-
to ovarico em que distingue cinco sucessivos, com subdivisoes. Logo que

o ovo atinge a maturacao, o epitelio folicular rasga-se. A ovulagao & sin-
crénica nos dois ovarios. A inseminagao tem lugar no acto de postura, assim
que o orificio micropilar do ovo se encontra na proximidade do canal das
espermatecas, situado na cdmara genital (Polovodove,l1947). Nos mosquitos,

nunca se observou a parfenogenese, sendo frequente a poliespermia,

4.3 - Embriogénese

0 desenvolvimento embricnario tem sido estudado POT NUMErosos
investigadores. Idris (1960) e Oelhafen (1961) com os seus trabalhos de
embriologia experimental demonstraram a presenga de um centro activador e
de um outro diferenciador, no ovo de Culex (C.) pipiens {Linnaeus,1758).

De Coursey e Webster (1952) descorando o corion dos ovos de Ae-

des (0.) sollicitans (Walker,1856), com a utilizacao de produtos quimicos,

observaram e estudaram pela primeira vez, as principais etapas da embrio-
penese natural em Aedes sp. Na ocasiao da postura apenas se observa no ovo
uma massa deutoplasmica. Apos 43 horas de incubacao a uma temperatura va-
riada (nao definida pelos autores) a segmentacao do abdomen torna-se vi-
sivel e a membrana pelucida encontra-se inteiramente formada. A diferen-
ciacao das trés partes do corpo observa-se ao terceiro dia, pos-—postura,
A partir do quinto dia, jé se distinguem as manchas oculares e o botao ce-
{alico de eclosao. O ovo podera eclodir ao sexto dia de vida.

Varios autores, entre os quais destacamos Telfor (1957), Judson

et al, (1966) e Trpis et al.(1973), puzeram em evidéncia a relacao existen-



te entre a velocidade de desenvolvimento embrionario e a temperatura.

4.4 ~ Fclosao
Apés ter terminado a embriogeénese, pode dar-se a eclosao. A em-
briogenese nao é Bloqueada se os ovos filcarem submersos na ocasiao da
postura; Trpis et al, (1973), constataram que o desenvolvimento do em-
briao de Acdes (0.7 sticticus (Meigen,1833), prosseguia normalmente na
agua a 20 °C e a 30°C.
No estado de ovo embrionado, todas as espécies dos géneros Ae-

des, Psorophora e Haemapogus sao capazes de suspender o scu cicio evolu-

tivo durante varios meses. Diapausa ¢ quiescéncia ovular permitem a es-
tas espécies hibernar e sobreviverem na auséncia de agua, podendo assinm
ocupar biGtopos temporariamente inundados.

Os estimulos que desencadeiam normaimente a eclosao dos ovos
nao actuarao sobre aqueles que se encontram em diapausa. Estes, terac de
Ser expostos a condicoes climaticas favoraveis, antes de poderem eclodir.

A diapausa pode ser facultativa, isto e, induzida por condigees do meio

e, neste caso, espeontdnea, genelicamente induzida e parecendo independen-—
te das condigées externas, observa-se geralmente nas espécies univoltinas §
(Beckel,1958,Horsfall et al.l1958). 0 ovo quiescente ou condicionado con- |
venientemente, apos diapausa, eclode sob a influéncia de certos estimulos.
Na natureza, a diminuicac da concentragao de oxigénio na agua
constitui, por si sd, o estimulo de eclosac mais eficaz (Gjullin et al.
1941, Ganden,1951). O estimulo vai provocar um movimento no embriao que,
com o auxilio do botao de eclosac, rompe a teca. 0 polo cefalico do ovo

destaca-se e a larva liberta-se rapidamente do "envolucro',

4,5 -~ Estado larve-ninfal

Habitat larvar - as larvas dos culicideos encontram—se om to-

das as colecgoes de agua susceptiveis de albergar posturas ou submergir
substratos em que as fémeas hajam depositadoos ovos. Bates (1949), dis-
tingue guatro tipoes principais de habitats:

A - aguas paradas de caracter permanente ou sem:im1)07"[11&.1[101}1,0

Ay} - aguas doces - pauls e zonas pantanosas no bordo de lagos,

peguenos charcos ou grandes extensoes alagadigas, colecgoes

de agua alimentadas por uma fonte, fauna culicideologica

associada a certas plantas, turfeiras, pantanos em {lorestas




de exposigao solar {ranca e outros.
Ay — aguas saldbras -~ salinas, valas de irrigacao de salinas,
patis em zonas descobertas, pauis em zonas abrigadas, pe-

venas coleccoes de agua saldbra, om hictopos variados.
g "] )

B ~ aguas correntes
cursos de agua a descoberto (rios,ribeiras, riachos, clOrregos
de montanha com vegetagao ¢ cursos de agua em zonas de {lo-

resta.

C ~ aguas temporarias
colecgoes de agua de exposigao solar total ou nao, com redu-

zidas dimensoces.

D — habitats reduzidos
buracos nas rochas da zona supra litoral, buracos de arvore,
buracos no solo, buracos de caranguejo, associacoes especiais
a certas plantas.

Rioux (1958), elaborou uma classificaggo eco]égica dos biétopos
Jarvares existentes no litoral mediterrdnico francés em que considera,fun-
damentalmente, dois agrupamentos:

- estenotopo {(ou exiguo)

- euritopo  {ou extenso)

Cada um destes compreendendo criadouros de caracter permanente
¢ temporario. Aqueles que se encontram em locais abrigados a sombra sao
designados por ciafilos, enquanto gue os localizados em zonas descobertas
ao sol sao os bdidfilos, Tanto uns como outros podem situar-se em facies
doce (dulgaquicola) ou salgado (halobidético). O autor chama a atencao pa-
ra a importante questao da especificidade dos locais de postura, afirman-
do: " se conservarmos a ideia do tropismo imaginal da postura, evitaremos
neptigenciar o papel primordial das fémeas no estudo dos biotopos larva-
res oplimos... com efeito, salvo raras excepgoes, as larvas dos mosquitos
sio dotadas de uma grande plasticidade ecologica e é quase sempre a 'es-
volha das fémeas' que condiciona este ou aquele tipo particular de cria-

douro",



Esta plasticidade ecologica &, frequentemente, assinalada na
literatura. Mac Gregor (1921) e Keilin (1932) encontraram larvas de Ano-

pheles (A.) plumbeus (Stephens,1828) e Aedes (F.)geniculatus (Olivier,

1791) em aguas com pH variando de 4,4 a 9,3; Kurihara (1959) revelou que
larvas de Aedes (8.) [lavopictus (Yamada,1921), podem desenvolver-se fa-
cilmente em laboratorio, em meio com pH compreendido entre 2 e 9. A to-
lerdncia aos cloretos € tambem importante. Assim, Aedes (0.) mariae (Ser-
gent e Sergent,1903) espécie halofila que coloniza os buracos rochosos
dios falésias litorais e que suporta teores em NaCl superiores a 200 g/
litro, pode ser criado em dgua doce, no laboratorio, sucedendo o contra-

rio, por exemple, com Anopheles gambiae melas (Ribbands,1949).

4.0 - Desenvolvimento larvar

A velocidade de desenvolvimento larvar e influenciada por nu-
merosos factores do meio. Em cada biotopo os factores térmicos e nutri-
cionais parecem ser determinantes,

Huffaker (1944) estudando Anopheles (A.) quadrimaculatus (Say,

1824 constatou um aumento de velocidade de evolucac larvo-ninfal em fun-
¢ao do aumento de temperatura. Bar-Zeev (1957), demonstrou que a nutrigao
nao tem um efeito determinante sobre a diminuiggo da velocidade de evolu-
gﬁo. Este mesmo autor em 1958, determinou, em funcao da temperatura, o
tempo necessaric as larvas para passarcm de um estado a outro, afirmando
que cada estado larvar tem uma duracao especifica para uma temperatura
dada: o 4% estado ¢ o mais longo (33% do tempo total) o 292 estado & o ma-
is curto {13,9%) ocupando o estado ninfal 20,6%. Embora a elevacao da tem-
peratura inicie uma ace]eragéo da evolugao, esta relagao nao se observa
se as larvas estiverem em diapausa incondicional ou natural. Nao podemos
ignorar que os mosquitos podem suspender o scu ciclo evolutive no estado
de ovo fecundado e embrionado. Varias espéeies tém a faculdade de entrar
em diapausa no estado larvar sob influénciado fotoperiodo recebido, quer
pelas larvas, quer pelos adultos [8meas que originaram as larvas. Fstas
uonsjderagaus mostram a variabilidade das caracteristicas inerentes a

- . . T
cada especie de culicideo,

4.7 - Nutricao e respiracaoc larvar

As necessidaes nutritivas das larvas assumem uma maior impor-

téncia a medida que a sua actividade metabdlica aumente, desencadeando




uma evolugao mais rapida. As larvas hibernantes ou as mantidas em esta-

do de quiescéncia, por abaixamento de temperatura, nac se alimentam.

0 exame do conteudo intestinal revela a presenga de micro-
plancton: algas, rotiferos, protozoarios, bactérias e espores de fungos,
lgualmente se encontra matéria orgdnica, sob a forma de particulas co-
loidais. Ha casos de larvas predadores de outros insectos, sendo tamhém
frequente o canibalismo em algumas especies. A pupa ou ninfa nio se ali-
menta. Nas larvas, a respiracao é essencialmento aerea, sendo o ar capta-
do a superficie através dos orificios espiraculares. Certas espécies pos-
suem uma adaptacao especial em que a respiracao cutdnea permite a larva
ficar gquase permanentemente debaixo de agua, Outras especies captam o ar

o . . . ]
nos espagos aeriferos dos tecidos vegetais imersos, como por exemplo, Fi-

calbia sp., Aedeomyia sp. ¢ Coquillettidia Sp., cujo sifao e modificado

para esta funcgao.

4.8 - Adultos

A eclosao dos adultos faz-se a superficie da agua. A cuticula
ninfal abre-se numa linha médio-dorsal do cefalotorax e o adulto liberta-

se rapidamente da extvia.

4.8.1 - Comportamento sexual

A inseminagao das fémeas ocorre nos primeiros dias a seguir a
emergéneia. A copula realiza-se quase sempre perto do local de criagao.
De acordo com as espécies, distinguem-se fundamentalmente dois
Lipos de comportamento sexual nos mosquitos:
a) - uma espécic designa-se por esténogama (Roubaud, 1933) desde que
a copula se possa realizar num espaco reduzido {gaiola de cria-
¢ao, tubo de ensaio) ou
b) - eurigama sS4 Cépula S50 0COTTe atraves de vio nupcial, em meico
natural .
Os machos formam um enxame ac qual as {émeas sao atrajdas e
fecundadas. Vandehey e Craig (1958) demanstiraram, com individuos marcados

peneticamente, que varios machos de Aedes aepgypli podem fertilizar uma so

{émea. Por outro lado, Kitzmiller e Laven (1959) revelaram que O mesmo

nao se passa com Culex (C.) fatigans (Wiedemann,1828) e Culex (C.) molestus

Forskal,1775. Experiéncias laboratoriais permitem verificar que um macho §
pode inseminar varias fémeas. No nosso Jaboratério, utilizando Aedes (0.)
detritus (Haliday,1833), obtivemos inseminacac de quatro fémeas com um

50 macho,




4.8.2 - Comportamento tréfice

Somente a fémea ¢ hematofaga e a sua apeténeia ou preferéncia
para os diferentes grupos de vertebrados é fung¢ao do género on da espé-
cie a que o insecto pertence. As {émeas do subgénero Neoculex S0 Lipi-
camente batracéfi]as, recusando alimentar-se em vertebrados de sangue quen-—
Le. As espécies que picam o Homem (antropofilicas) S0 seralmente antro-
pozoofilas. F este comportamento que confere aos mosquitos o seu papel
vectorial na propagagﬁo de diversas doengas.

Quanto aos habitos alimentares distinguem-se espécies exofagicas
ou endofagicas, consoante se alimentem no exterior ou no interior das ha-
bitagoes. A margem do grande namero de espécies que picam os vertebrados,
cncontram-se os mosquitos que se alimentam em invertebrados aos quals

absorvem a hemolinfa.

4.8.3 - Ritmo sazonal-hibernacao

Nas regioces articas ¢ temperadas em que as variacoes do fotope-
riodo e térmicas sac muito acentuadas durante o ano, os mosquitos suspen-
dem a sua actividade na estagac fria, tanto no estado de ovo como no de
jarva ou mesmo de adulto. As espécies cujo ciclo evolutivo apresenta uma
fase de "paragem" sao chamadas heterodinfmicas. Inversamente, classificam-
se como homodindmicas aquelas que se mantém activas de mode continuo ou

subcontinuo. £ o caso do urbano Culex molestus do complexo pipiens, cujas

larvas colonizam certos criadouros domésticos artificialmente aquecidos,
no lnverno.

Nas regiaes tropicais ¢ equatoriais a interrupqéo relativa do
ciclo tem lugar na esta§50 seca. No decurso da sua actividade, as fémeas
tém, geralmente, varios ciclos gonadotroficos, As espécies multivoltinas
sa0 frequentes, encontrando-se entre aquelas que hibernam no estado adul-
to. No entanto, sao de assinalar alpumas excepgaes como Culiseta (C.)
goragﬁo, entram espontdneamente em diapausa ¢ vivem mais de um ano (Frohone,
1953).

0 nimero de ovos postos em meio natural é difici) de estabele-
cer. No entanto, sabe-se que existem variacgoes importantes de {ecundida-
de das {émeas em cativeiro. A partir do primeiro ciclo gonotrofico o adul-

to pode pér de 60 a 500 ovos, segundo a espécie,




4.8.4 - 0s ciclos biolopicos

Estudes recentes sobre Helmintas parasitas de peixes permitiram
a distingao de varias especies gemeas atraves da analise do ciclo de um
destes parasitas. Bartoli (1974) distinguiu dois grupos de espécies pé-

meas de Trematodos parasitas de peixes: Gevmpnophallus nereicola, G. fossa-
i ] ¥ s

rum e G. rebecqui por um lado e Gymnophallus choledocus e Parvatrema sp.2,

por outro. Fm ambos os casos, os vermes adultes sao morf{ologicamente se-
melhantes, mas o seu ciclo biologice difere substancialmente.

Na actualidade, com os recursos as novas tecnicas de observacao
e de analise, sao descritas frequentemente espécics ¢ géneros em quase to-
dos os grupos animais e em certos grupos do reine vegetal, Nos insectos,
devido a sua vasta representatividade no reino Animal e a sua reconhecida
importdncia médica e veterinaria e, essencialmente, agricola e florestal,
os estudos sobre espécies gémeas estao, de certo modo, mais desenvolvidos
¢ S0 mais numercsos.

De entre os insectos, os Dipteros sao certamente os melhor estu-

dados, Por exemplo, os Drosophilidae $ém sido bhastante trabalhados por nu-

merosos geneticistas, Dobzhansky (1961), Teissier {1954}, que utilizaram
uma gama assinalavel de tecnicas: morfologia, cruzamentos, sequéncia dos
. " N . ha -
cromossomas pelitenos das gléndulas salivares, estudos bioquimicos, eco-
logicos e etologicos. Atraves dessa fecunda investigagao é possivel refe-

rir alguns exemplos de complexos de espécies, nos Drosophilidae:

- Droscophila pseudoobscura ¢ D.persimilis

- Drosophila melanogaster (complexo constituido por seis especies)

~ Zapronius tuberculatus (compiexo constituido por trés espécies).

Na perspectiva que mais nos interessa que ¢, fundamentalmente, a aborda-

gpem destes problemas, relativamente a Aedes detritus, faremos geguidamen-

te breves referéncias sobre aspectos da taxonomia, em alguns complexos

nos dipteres hematofagos, com interesse na epidemiologia.




PARTE 11
SISTEMATICA DOS MOSQUITOS

Neste capitulo trataremos de modo simples algumas ideias o con-
ceitos sobre a evolugao da ciéneia classificatoria, dando particular &én-
fase a um tipo de sistematica que se apoia sobretudo em dados morfologi-
cos, ecologicos, fisiologicos, bioquimicos, cariologicos, etologicos e
outros que serviram de base para a elaboragac do presente trabalho.

A ciéncia da classificacac dos organismos tem-se desenvolvido
de mode notavel com o recurso a novos e poderosos metodos de analise ¢ a
tecnologias avancadas que as modernas sociedades 1ém colocado a disposicao
do Homem. Assim, desde os processos tipicamente morfolégicos até a inves-
tigagao que recorre a modernos computadores (taxonomia numérica,por exemplo)
un longo e rico caminho foi percorrido. Classificar ¢ uma exigéncia}da men—
Le, em parte inata, em parte (consideravel) resultante da educaggo(Sacarraq/
A1978). Desde Platao e Aristoteles, passando por Lineu, Darwin, Huxley,
Sémpsoni, Cronquist, Mayr, até aos mais recentes taxonomistas que se de-
bhrugam sobre os diferentes grupos vegetais e animais, foram reconhecidas
nos ultimos 218 anos de trabalho taxonomico apenas cerca de 15% das cerca
de 10 milhoes de espécies previsiveis na actualidade ( dados segundo Raven &{
al{1971)in: Sacarrao, op.cit.). Segundo Mayr et al.(1953) admitindo a exis-
téncia de 3 milhoes de espécies de insectos, tendo cada um em média § es-
tados morfologicos distintos de desenvolvimento, LOrnar-se-a necessario
descrever 15 milhoes de formas para se poderem caracterizar todas as espe-
cies de dinsectos actuais, Embora este exempleo seja tomado dos insectos que
constituem a maior parcela de scres do reino Animal, muitas espécies de
cutros grupos animais ¢ vegetais permanccerao ainda por descrever enquantlo
HAO N0S pudermos socorrer de métodos inovadores de recolha, analise, tra-
tamento e arquivo de dades. Deste modo, para alcm das tecnologias em si,
cutamos de acordo com Sacarrao {1980) que afirma que ¢ indispensavel pro-
ceder ao recrutamento e treino de numercesos taxonomistas e transiormar a
taxonomia num assunto projectado para fins de aplicaggo pratica, onde ainda
nuito existe a {fazer.

Nao tem sido pacifica a aceitacao de conceitos e termos para
os designar no dominio da sistematica. Assim, Cronguist (1964) aborda o
termo da velha sistematica em oposicao a Mayr (1964) que defende a nova

sistematica. Para Cronquist (op.cit.) nao ha uma delimitacao clara entre
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a velha ea nova sistematica. Pergunta este autor onde acaba a velha e co-
mega a nova sistematica? Ja Lineu, no século AVIIY, dintroduziu uma "nova
sistematica' relativamente 4 que entao era utilizada. No século X1X, o
sistema natural de Candolle tambem pode ser considerado um "nove sistema
taxonomico'. Darwin, reconhecendo que o sistema natural ¢, na sua essénecia,
um sistema evolutive, assinala também uma "nova taxonomia'™. Apos 1940, sur-
3¢ uma outra "nova sistematica’ assim designada pela introducao de técnicas
¢ conceitos de ciLogenética na taxonomia, associada a uma grande énfase da-
da aogconceitos de nivel especifico e infraespecifico. Foi designada por
hiogistematica e tudo o que a precedeu, serda a "sistematica classica"
Porem, parece nao existir incompatibilidade entre'biosistematica”
e"sistematica classica™; uma & o resultado ou conseqguéneia da outra. A in-

Lrodugao dos conceitos evolutivos em taxonomia, embora pareca completa ¢
G I

do em que um sistema natural, deve reflectir relagaes evolutivas, isto e,
gque um grupo natural e, de per si, monofilético, em contraste com o0s 2rUPOS
polifiléticos que seriam artificiais e, portanto, rejeitados. Porem, cada
vez maior nimero de grupos que foram considerados naturais n§o se revelam
vstrltamcnte monofl]eLlcos. Eles podem ser naturais, no sentido em que to-
dos os eubgrupos 1nc]u1dos, sao estreitamente ligados evolutivamente e tém
varias caracteristicas em comun, mgﬁmngomsao monofiléticas, no sentido de
terem descendido de uma_espécie_Qriginéria_de um_ dado BruUpo que reuna todos/
085 LaracLeros GS%OHCIBI% desse grupo. Os mamiferos sao um exemplo, com bons
documentos fossei is, dc um grupo taxonomico natural que & claramente nao
monofilético, no sentido restrito do termo, Fm 1928, ¥Ferris, in:"Principles
ol Systematic Entomologyrafirma que o sistemata pode e deve empregar os
meios de avaliacao a sua disposicao no sentido de atingir um melhor conhe-
cimento da biologia, quer esses meios recorram a morfcelogia, anatomia, i~
siologia, genética ou mesmos estudos bioquimicos. Para Mayr (op.cit.) nao
existe confiito enlre a nova sistematica e as actividades da "taxonomia
cliassica”, Seria uma tragédia, afirma este autor, se os taxonomistas aban-
donassem a "taxonomia classica™ em favor danova sistematica™. A taxonomia
vlassica, continua a ser a base de tedas as classiticacoes. A necessidade

da continuagao de trabalhos de qualidade em taxonomia classica € tanto maior
B&pensarmos em grupos nos quais 90 ou 75% ou mesmo 40 ou 25% de todas as
especies, nao foram ainda descritas._Qs_gatacteres e as técnicas jntroduzi—f

das na taxonomia pelos taxonomistas modernos, complementam, mas nao substi- |

harmoniosa, mostra-se imperfeita. Os taxonomistas estao, geralmente, de acor-




tuem, os caracteres usados pelos "taxonomistas classicos".

Gisin (1967), aponta para uma crise da sistematicas, fazendo
apelo aos sistematas para que se apoiem em dades originarios de novas
analises e sinteses nos métodos taxonomicos, com a finalidade de nos li-
bertarmos da grave crise com que a sistematica sc debate. As suas tescs,
apelidou-as de "sistematica ideal' que se haseia, fundamentalmente, om i

wsguisas genealogicas {elaboracao de arvores genealdgicas) traduzidas
: i g £

Cigquanta  evo Tutivos,
(Quante ao grande numero de definigoes de especic Mayr(]QGB)éa
- - r - . - A . .
Mayr (1974), afirma gue e possivel restringi-lo a trés conceitos: tipo-
logice, nominalista e biclogico., Modernamente prevalece o conceito hio-

logico de especie (CBE):"as espécies sao grupos de populagoes naturais

capazes de iptercruzamento e gque sac reprodutivamente isoladas de oulros
yrupos semelihantes'; assim, a especie ¢, simultdneamente, uma comunida-
de reprodutora, uma unidade ecologica e uma unidade genetica., Sendo o

nosso estudo scohre Aedes detritus, uma aplicagao do conceito sobre espe-

cies gemeas ("sibling" para os autores anglo-saxoes) ”jume}les" para os
franceses), definiremos este termo, criado por Cuenot (1911) COMmo

" grupo de duas ou mais espécies quase idénticas do ponto de vista mor-
fologico, que deverao ter sido separadas por uma mutacac de caracter fi-
siologico que desencadeou uma diferenga de habitat ou de época de postu-

ra e, em qualquer dos casos, a separac¢ao sexual'. Segundo Mayr (1474),
JEEUNGO Flayr \iZisl

as especies gémeas sao populagoes naturais, morfologicamente semelhantes

ou idénticas e manifestando um isolamento reprodutor. A sua importdncia

en bjoiogia'é“triﬁiaﬁ ém.primeiro lugar, elas constituem a prova da va-
lidade do conceito bioldgico de espécic em oposicao ao conceito morfold-
yicoy em segundo lugar, a sua importfncia pratica e enorme em biologia
aplicada para o controlo de pragas agricolas e em entomologia médica e,
finalmente, sao de importdncia historica para o estudo da especiagao,
por serem consideradas por alguns avlores cgggwgﬁﬂigﬁgwggmgmwgiﬁgmdg5—
Fi”LQ_QQ”CSP@Ciﬁ95O~ As espécies gémeas aparentemente semelhantes do pon-
to de vista morfolégico, Lornam-se distinguiveis através de diversas
técnicas de observagao e de analise. Por vezes, a descoberta de um par
ou de um grupo de espécies gémeas que permite a separacao da espécie no-
minal aum complexo de esPécies ¢ precedida de observacoes bioldgicas ou

epidemioclogicas., £ o caso de certas especies de mosquitos do gen. Anopheles.




A sua presenca em dadas regices em que nao se observa a transmissaoc do
paludisme conduziu os investigadores a estudos mais profundos sobre estes

inscctos. Como consequéncia, a espécie Anopheles gambiae Giles,1902

(sensu stricto), foi desmembrada num complexo de especies gémeas, s6 di-

Jerenciavels pelo seu papel como vectoras. Actualmente, como recurse a
metodos biométricos, o complexo do Anopheles gambiae, compreende sete es-

pecies (Ribeiro,1981).

-

Inicialmente, as espécies gémeas surgem-nos como morfoldgi
mente idénticas ou muito proximas. Porém, e, geralmente, a medida que 08
estudos sobre elas se desenvolven vao-se detectando diferengas morfologi-
Cis que se confirmam‘por divergéncias ecologicas, fisiologicas e ctologi-
cus. Assim sendo, existem a partida criterios que permitem distingui-~las,

Lais como:

| - Criterios morfoldgicos e anatomicos

1.1 - Morfologia geral
1.2 - Morfologia das genitalias

1.3 - Morfologia dos estados pre-imaginais

Critérios biométricos

LW bo
f

Critérios carioldgicos

I~
i

Critérios mixiologicos

L
|

. . .
Criterios bioquimicos

6

Critérios ecologpicos

Passaremos a abordar, sucintamente, cada um destes criterios.

1 - Criterios morfclopicos egnatomicos

X R R ‘ . N
(Lol j= Morfologia geral - a cor e a disposicao das diferentes

cotoragoes nos Lepidopteros tém um papel importante no seu comportamento

nexual, registando-se, frequentemente, casos de ao adaptativa,

LoLomo exemplo referivemos o melanismo industrial exibido pele Lepidoptero

tBivton betularia, vivendo em algumas especies de betulas europeias, No
b & LA

LONCro Drosophila, as manchas alares e a morfologia dos tarsos $a0 igual-
mente qtil;zados nalﬁistingﬁo de_espécies gémeas. A ohservagéo dos ca-
racteres morfologicos revela-os como variaveis. Nestas circunstdncias, é
necessario saber se esta variabilidade éwggyidg_a_um verdadeiro polimor-
fismo, isto &, aquilo que se observa geralmente numa populagao com vasta
reparticao geografica, ou se tais diferencas sao o produto de desigual

sstrutura genética provocada pelo isolamento geografico,ou ainda, se serdo
. H ‘ . E . : }w: . R X N H B L
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devidas a diferengasespecificas. No genero Anopheles, foram analisados
com éxito muitos complexos de especies, com base em estudos da morfologia

classica, como e ¢ caso de Anopheles [unestus, A, hyrcanus, A. maculipennis.

A umbrosus. No entanto, os caracteres morfologicos nem sempre sao utili-

zavels de per si, como por exemplo, no complexo do Anopheles sambise em

que sao conhecidas sete formas Laxonomicamenle distintas adentro do com-
plexo pambiae Giles, recorrendo a uti]izaqﬁo de diversos métodos {(Ribeiro,
1981). A identificacao dos estados imaturos (ovos, larvas e pupas) o dos
sdultos de ambos os sexos € possivel em muitas cspecies. Porém, cstes me-
todos nem sempre sao suficientes. Por exemplo, no caso de espécics pémeas
simpatricas, tais critérios naoc podem ser aplicados com elevado grau de
preciséo a nao ser em limites geogréficos e condigoes ecologicas de certo
modo estritas.,

Como  ia referimos a cér, a diSPf%bU%%ﬁ?,Q%U arranjo ou a estru-
tura das escamas constituem os criterios de identificacac tradicionais
mais importantes. Na pesquisa de caracteres morfologicos com a {inalidade
de separar espeécies gemeas utilizam-se igualmente critérios poucoe comuns,
como por exemplo, a 109@1}§9950 de certos quimioreceptores e mecanorecepto-
res, situados particularmente nas antenas e nos palpos maxilares. A vari-
agéo do numero, a distribuigao ¢ o tamanho das sensilla antenares e/ou ma-
xilares, sao utilizados para diagnose de certas espécies de dipteros (ce-
ratopogonideos e flebotomineos), em particular para distinguir as fémeas,
uma vez que os machos sao susceptiveis de separacao atraves da morfologia

da genitalia. No presente trabalho utilizamos este método { numero de

sensilla coelogonicﬁlpara distinguir as fémeas de Aedes detritus, espécies

A e B, com bons resultados. Em Anopheles maculipennis, o estabelecimento

de indices espiraculares, estudados para trés formas do complexo, parece

seroum bom auxiliar para discriminar estas especies,

{""' v -~ . - - . . .
. {].%>" Morfologia das penitalias - Os primeiros estudos sobro

o valor taxonomico das genitalias assinalavam uma estreita coadaplagao

enbreé: as pegas masculina \duranLe a copula, comparavel a um sistema chave-
tLechadura, sendo qualquer modificagao de uma destas "pegas" responsavel
pela impossibilidade mecdnica de cruzamento. Hsu (1949), mostrou o inte-

resse deste "sistema' nos Drosophilidae, A maior parte das especies gemeas

em Lepidopteros, foi descoberta gragas a diferen¢as na armadura genital

dos machos., Em algumas espécies do grupo Drosophila melanogaster:




Drosophila melanogaster (Meigen 1830); D, simulans (Stutevan 1919); D.

yakuba (Burba, 1954); D.teigseri (Tsacas,1971); D.erecta (Tsacas e Lachai-
se 1974) e D.mauritania (Tsacas e David 1974), detectou-se a existéncia
das quatro ultimas espécies referidas, através da observagao das genita-
lias masculinas. Controlos genéticos subsequentes comprovaram a validade

do criterio utilizado, revelando ainda que D. mauritania ¢ D. simulans

constituem um par de espécies gémeas. O estudo do subgrupo 1. melanopaster

(formado por dois complexos) revela que o prau de diferenciacac das geni-
talias destas espécies ¢ proporcional ao seu isolamento reprodutor. U es-
tudo dos Drosefilideos permitiu ainda a deteccao de um outro par de espe-

cies gemeas: Drosophila pseudoobscura (Froolova,1929) e D, persimilis

{(Dobzhansky e [Epling,1944). Consideradas npor Dobzhansky e Eplingy em 1944
como boas espeécies, nao apresentando qualquer caracter distintivo, foi-lhe:
entretanto reconhecida diferenga morfo]égica assinalavel, atraves do estu-

do da genitalia masculina (Rizki,1951),

g 3 “ . .
51.3)_ Morfologia dos estados pre-imapinais - Pedem fornecer
preciosas informagoes sobre a delimitacao especifica. Por exemplo, nas es-

pecies do complexo Zapronius tuberculatus (Drosophilidae) (Tsacas e David,

1975), foi a analise dos ovos que permitiu a sua separagaoc. O mesmo se po-

de afirmar quanto ao complexo do Anopheles maculipennis s.l., onde a mor-

fologia e a ornamentacao do ovo e de grande importlncia taxonomica (a nji-
vel especifico). Usualmente utilizam-se como diagnosticantes os caracteres
ornamentacao do corion, dimensoes e configuragae dos {lutuadores e relagac

comprimente total do ovo/cemprimento dos flutuadores.

-~

Relativamente as larvas e pupas a sua morfologia ¢ importante
& serve como complemento aos caracteres taxonomicos dos estados adultos.
Algumas caracteristicas importantes sao reveladas pelo exame das sedas
(quetotaxia) e pela observacac das mudas (aspecto dos tergitos abdominais,
distribuicao dos pigmentos), permitindo estabelecer diferencas extremamen-
Le significativas.,

L2 - Lritérios biemétricos

Sae, em muitos casos, de nalureza estatistica e aplicam-se so0-

bretudo ac estudo de especies simpatricas. As suas técnicas podem permitir
a detecgao de hibridos gue apresentam, muitas vezes, valores méedios. A

partir de numerosos caracteres morfologicos podem aplicar-se os critérios
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biométricos. Por exemplo, nos Lepidépteros, Guillaumin (1971) utilizon

9% genitalias medindo varios indices: indice da valva, do stilo e do de-

senrugamento da placa subgenital, Nos roedores, a relagao comprimento da

couda/comprimento do corpo, constitui um bom critério de determinagac es-

L
pecifica.

3 - Critérios cariologicos = Fundamentalwmente, utilizam-se dois

méLodos:
- descrigao dos cariotipos melafasicos
= sequéneia das bandas de ABN dos cromossomas politenos (han-
ding—pattern).

Os dipteros tém constitufdo um bom material para estes estudos,

Nos Drosophilidace a deseri 10 dos cariotipos sicos revela-se de in-

Leresse secundario na separacac de duas especies; em ¢

rar precles mOifolobJLamUnLe mulbo prOXLmas. Slmultdneamento estes tra-
balhes tém conduzido a formacao de interessantes hipoteses filogeneticcas.
Tal como os drosofilideos, os mosquitos particularmente os anao-
felineos, possuem cromossomas politencs facilmente observaveis, nas glan-
dulas salivares das larvas do 49 estado e nas células ovaricas das fémeas.
0 arranjo das bandas dt ADN destes cromossomas fornece preciosas informa-—
ques sobre as variagoes inter e intra especificas. A observacao destes cro-

mossomas fol realizada por Coluzzi (1966) no complexo do Anopheles gambiae,

permitinde a distingao de espécjes gemeas em complexos ¢ ainda inferéncias
de ordem filogenética. Os erhalho% de Frizzi (1949,1953,1958) e Kitzmiller
et al., (1967), mostram que a maior parte das especies do complexo A, macu-
lipennis, sao caracterizadas por uma sequéncia diferente das bandas dos

cromossomas politenos. Nas espécies Palearticas, uma inversao fixa no cro-

mossoma Lrés, distingue Anopheles macul ipennis, A. melanoon ¢ A, messceac

de Anopheldes labranchiae o de Ao slroparvus, 3o passe que uma inversao

vcorrendo em outra porcao do mesmo cromossoma, caracteriza Anopheles sacha-

rovi. Anopheles messae ¢ separdvel de A, maculipennis o de A, melanoon pe-

Ja observagao de um rearranjo importante do cromossoma X.

Embora se revelem zonas assinapticas ¢ pequenas heterozigolias

em alguns cruzamentos, Anopheles atroparvus e A.labranchiae sao aparente-

mente homosequenciais. 0 estudo do cariotipo permitiu a revelagao de uma




nova especieno seio deste complexo: Anophelesbecklemishevi. Quanto as

especies Nearticas do complexo maculipennis, elas apresentam grandes

analogias cromossomicas podendo, no entanto, ser distinpuivels facilmen-
te pela sequéncia das bandas de ADN dos cromossomas politenos. ALe ao
presente, os trabalhos sobre morfologia (fundamentalmente do ovo), ¢i-

loponot1(d e mixiologicos mostram que o complexo do Anopheles macyli-

pennis e composto por sete especies gemeas na regiao Paleartica., Nao se
dotectam heterozigdticos nalurais. As especies Nearticas sao mals di-

forenciadas ¢ mais afastadas filogencticamente do que as Palearticas.
nclada Mls alastal 08

‘4 - Criterios mixiologicos

Sao os ertexlos b1010p1<0% {IJS]O]Og}(O%)”dq_iﬁo}amgnto_rc—_
produtor @ constituem uma emanagao direcla do conceito hiologico de es-
pecie, Riculescu (1978). Permitem a separacao de duas cspecies goemeas o,
em alguns casos, constituem uma das causas da sua descoberta atraves da
Lentativa infruti[era de cruzamento entre individuos, supostamente per-
%encenL s a mesma especie. Algumas experiéncias de hibridizagao tornam-se
dificeis dado o caracter eurigmico das espécies. Para contornar o pro-
blema utiliza-se o método da copula forgada. Cruzamentos experimentais
obtidos por este processo permitem detectar a barreira entre duas espé-
cies: isole amento pre ou pos Lopulatorlo, sterilidade dos hibridos.

LsLas expe eriéncias apresentam Lontudo limitacoes: nao permitem

distinguir subespécies e sao de execucao complexa e demorada.

. .‘...". '. B " r . ,."
Criterios bioquimicos |

5.1 ~ {eneralidaes

Tém-se revelado de grande interesse como auxiliares de diagnos—
Lico de que o sistemata se¢ pode sérvjr, tanta nos animais como nas plan-
Las. O estude electroforético das aloenzimas permite detectar a presenga
ou a auséneia de hibridos entre dois grupos de pupulagaes naturails, sen-
do assim um bom meio de controlo do estado de isolawento reprodutor. A
analise biogquimica permitiu a deteccao de muitas espéecies em dilerentes

prupos zoologicos: roedores (Britton et ,1976), crustaceos, por exemplo,

al.

Jaera aibifrons (Carion,1976). [ uma tcécnica relativamente recenle que

abriu novas perspectivas de investigagao e que tem sido muito utilizada.
Permite distinguir espécies gémeas e localizar as barreiras impeditivas

de hibridizacao (Coluzzi e Bullini,1971).




A sistematica que se apoia em dados ohtides por meio de electro-
forese ¢, geralmente, considerada como nao morfologica, no sentido tradi-

cional do termo. Avise (1974), citando Brewer (1970), afirma que as toécni-

cas electroforeticas foram utilizadas por Tiselius em 1937, para distin-

guir multiplas fraccoes de proteinas séricas, migrando numa solugao sob
a influéncia de uma corrente eléctrica. A partir de entao, tém-se desen-
volvido varios trabalhos abrangendo diversos dominios da biologia, tais
como a sistematica, ecologia, a genctica de populagoes,etc., Lanlto nos ani-

mais como nas plantas, tornando-se claro que as técnicas electrofordticas

constituem um bom auxiliar em investigacao cientifica.

om

trabalho que intitula de genetica bioquimica e populacional, da-nos conta
do papel da electroforese na deteccao de diferengas entre as proteinas, o
que equivale a observar directamente a variacac do ou dos geNes que as co-
dificam. Cei (1969), refere que a técnica clectroforética lhe permitiu
obter infdfagéaés uteis e, por vezes, as unicas utilizdveis para resolver
o problema da discriminacao especifica, sobretudo em zoologia aplicada.
Alguns exemplos extraldos de Pasteur et al. (1980), reforgam esta realida-
de., Assim, nos Trypanossomidecs (Leishmania sp.), por falta de caracteri-
zagéo morfolégica estabeleceu~se uma classificacao baseada nos sintomas
clinicos que estes agentes provocavam nos difgentes hospedeiros. Poréw,
quando os sintomas sao idénticos Lanto no Homem como nos animais, estare-
mos na presen¢a da mesma espécie de Leishmania ou serao especies diferen~
Les deste grupo as responsaveis pela manifestacao de quadros clinicos igual-
mente diferenciados?

A estas ¢ outras interrogagoes, neste dominio, foi possivel dar
resposta recerrendo a electroforese de sistemas vroteicos. Oulros exemplos
poderiam citar-se, relativamente a varios prupos zoologicos, tais como on
Trichograma, mjcrohymonépteros de reduzidas dimensoes que 580 parasitas
de outros insectos nocivos em agricultura e, portanto, potencialmente Gleis
em controlo bioldgico. A sua dificil taxonomia foi bastante auxiliada com-
parando a migragao electroforética das Psterases de varias formas de
Trichograma (Voegelé e Berge,1976), As Lécnicas electroforeticas tambeém
se revelaram Gteis no dominio da sistematica ictiologica de robalos, per-

mitindo distinguir os seus alevins e pos-alevins (Sidell et al.,l1978).
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Segundo Harris (1975), fide Pasteur (1980), as vantagens das
onzimas sobre as Qutras_protefnas_residem no facto de se poderem ensaiar
dezenas de éistemas enzimaticos de entre os quais acaba sempre por se
detectar alguhs que sao capazes de serem, clara e insofismavelmente, dis-
criminatives, a nf#é] especifico. Relaljvamente aos fépteis e roédores,
um caso elucidativo do poder da electroforese como meio de diagndstico

no dominio da sistematica pode ser referido em populagoes {rancesas des-
tes vertebrados, consultando os trabathos de Guillaume cb al.(1976) nos

repteis, Britton-Davidian (1978), Britton ¢ Thaler (1978), Bemnchdi et al.

(1980) nos roedores. Entre nos, ha alguns anos que estudos bioquimicos
aplicados a problematica da evolucao e sistemdtica animal foram empreendi -
dos, principalmente nos anfibios, conforme se pode verificar pelos trabalho
de Crespo et al.(1975), Crespo (1976) e Crespo {1679). Viegas (1980),
Viegas et al. (1982 a) Viegas et al.(1982 b) e Viegas et al.(1985), deram
sequéncia a estes estudos,

Do ponto de vista da descoberta de espécies "ocultas"™ a electro-
forese revelou-se igualmente de grande utilidade. Estas espécies bem dis-
simuladas "eripticas" para os autores anglo-saxoes, "gémeas' para outros,
vao-se manifestando gracas ao poder discriminante de sistemas proteicos,
por meio de electroforese. Destas especies, segundo Pasteur (op.cit.), a
primeira a ser descoberta foi um Equinoderme das costas da Florida, de~
tectado pelos autores australiancs Manwell e Baker (1963). Porém, a des-
coberta de tais espécies nao é frequente, como seria importante, sendo
mesmo rara,

Pasteur et al.{1977), iesistindo no estudo de populagaes de Ae-
des detritus da Camarga, em Franca, em que se notava um acentuado défice
de heterozigotia, ensaiaram varios sistemas enzimaticos, pondo em evidén-
riaéue ao nivel de dois loci, os da desidrogenase do acidea-glicerofosfo-
rico (4-Gpd) e de uma transaminase do acido glutamo-oxaloacético (Got=2),
nio existem praticamente senao homozigéticos:@'GPUCC oudFGPDBB, coT-2RR
ou UOT"ZLL, a0 passo que o gene EST-2, segue a lei de Hardy-Weinberp,em
cida grupo. 0 estude dos dados que obtiveram permitiu-lhes concluir que
i onivel biogquimico, pela analise electrolorética das aglozimas, a variabi-

lidade genética de Acdes detritus aponta para que estg "espécie” seja com-

. -, Lo -
posta realmente por duas entidades taxonomicamente especificas, pelo me-

nos nas arcas estudadas, cujas caracteristicas sao as seguintes:




- .
‘ i ¢
IO L .
Conjunto A Con junto B
- . AR . . .
fenotipo Gat-2R fenctipo Got-2b
alelodGpd®  9sy aleloa Gpd” 987
atelo Bst—2B o mais frequente, 50% alelo Bst-2% o mais
frequente, 80F
alelo Got-2C 2% alelo Got-2C 1%

Ainda reflerindo-nos a descoberta de espécies "ocultas" por
meios electroforeticos, mencionaremos por ordem cronoldgica os casos ato
agora conhecidos, sempre segundo Pasteur (1980):

Duas holuturias do genero Thyonella de Manwell e Baker (1963);

trés espeécies do saureo Analis Dbrevirostris (Webster e Burns,1973); uma

espécie no complexo de Drosophila capitata {(Lakovaara et al.,]9706);scis

especies no seic do  Polychaeta Capitella capitata (Grassle e Grassle,

1976); tréds espécies no Oligochaeta Lumbricillus rivalis (Christensen e

Jelnes,1976) e es dois Aedes detritus A e B (Pasteur et al, 1977).

Buth (1984), publicou uma revisao sobre a aplicagéo dos dados
obtidos por electroforese nos estudos de sistematica em que apresenta al-
gumas conclusoes e recomendagoes de interesse para os investigadores des-
ta matéria. Ainda no que respeita aos insectos, particuiarmente aos dipte-
ros, podemos recordar varios trabalhos em que a electroforese foi de ex-
trema importédncia para a so]uggo de varios problemas. (itaremos, entre
outros, os Ltrabalhos de: Ogjta {1968}, sobre o controlo genético das izo-

simas, utilizando como material biologico a mosca comum, Musca dometica 1.,

~ r P -~ - .
Salkeld (19069) que estudou as proteinas do ovo de 23 especies de insectos
R S - . .
pertencentes a 7 ordens diferentes, sugerindo que as proteilnas do ovo
. - - . I . ., . - B
refilectem relagoes {ilogeneticas ao nivel de familia e genero,podendo ain-
dis servir de critério para a identificagao de espécjes; Powell (1971) que

estudow polimorfismos geneticos, sujeitando a diferentes condi¢oes ambi-

entais populagoes experimentais de Prosophila willistoni. Sobre tema sco-

melhante se debrugouw Kimura et al.(1971), tratando do polimor{ismo em po-

pulagoes de Drosophila sp. Por outro jade, Bullini et al.(1972) procederam
a ensaios sobre a selecgao natural e deriva genética em protelnas poli-
morficas, coemparande a distribuigao dos alelos de PGM- fosfoglucomutase

em duas espécies de mosquitos: Aedes mariae e Aedes aeypti, Ayala et al.

(1972), procederam ao estudo de dois grupos de espécies gémeas de Droso-
phila, mostrando que as diferen¢as detectadas nas aloenzimas podem utili-

rar-se como diagnosticantes a nivel especifico; Johson (1973) em Droso-
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phila sp. estudaua importdncia da variacao do substrato no grau de poli-
morfismo enzimatico; Stephen (1974), realizgou um trabalho de sintese,
em que testou varios sistemas enzimiticos, recorrendo a diferentes es—
pecies de insectos, dando grande énfase ao papel da electroforese em ta-
xonomia bioquimica.

Mahon et al. (1976}, procederam a analise das aloenzimas, por
via electroforética, empregando-as como método de rotina,para a identifi-

cagao de mosquitos do complexo do Anopheles gambiase, concluindo que oste

sistema de diagnose especifica era superior ac método dos cromossomas até
entao utilizado, em virtude de todos os adultos de ambos os sexos e em
qualguer estado do cicleo gonotrofico, serem identificaveis.

Lakovaara et al. (1976) apontam para o usc promissor dos caracte-
res moleculares em taxonomia, elaborando um trabalho aprofﬁndade sobre a
utilizacao das isoenzimas nos estudos evolutivos e na classificacao dos

Drosophilidae., Un outro exemplo de aplicacao da electroforese para a iden-

tificacao de espécies eémeas é-nos fornecido por Saul et al. (1977) ao
g i al

reconhecerem, por esta técnica, Aedes triseriatus e Aedes hendersoni, es-

pécies simpatricas de mosquitos arboricolas, dificilmente distinguiveis

a nivel morfoldgico, no estado de adulto. Utilizande o método aplicado

por Pasteur et al.(1977) e ensaiando os sistemas enzimaticosy-Gpd e Got-2,
Pasteur et al. (1978) assinalaram igualmente a presenga de duas espécies

gemeas no complexo do Aedes detritus, no Maghreb, Africa do nerte.

Pasteur et al. (1981), estudaram os polimorfismos Est-2 ¢ Est-3

em Culex pipiens L., do sul de Franca, relacionadog com a resistencia aos

organofosforados. Ward et al, (1981), utilizaram igualmente os estudos
electroforeticos na determinagao do polimorfismo enzimatico e diferencia-

¢ao de [1ébotomnos (Diptera,Psychodidae) da Franga ¢ da Tunisia. Um tra-

balho sobre os estudos isoenzimaticos em entomologia medica foi publica-
do por Tibayrenc (1979). De acordo com este autor, Hunter o Markg; (1957)
aplicaram, pela primeira ver, a electrolorese de Onzimas,gﬁ mékgdos do
a tal téenica permitiu a descoberta das "isoenzimas' ou "isozimas" (Mar-
ket e Mpller,1959) que migram diferentemente na electroforese e tém as

mesmas propriedades. Pgsteriormente, descobriu-se que parte destas isozi-
mas sofrem uma ségregagﬁo mendeliana simples: sao as "aloenzimas" (Pra-
kash et al.,1969).

stein et al., (1979), particularizaram este tema, elaborando

T . - . - . - - . . .
uma sintese muito util das tecnicas electroforeticas utilizadas no estu-
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a analise electrolorética das enzimas.

do da genetica dos mosquitos, trazendo ainda ao nosso conhecimento as
especies ate entao ensaiadas. Bullini et al.(1980), fazem a revisao da

evolugao do estudo da biolegia populacional e da sistematica, recorrendo

Em trabalhos de entomologia medica a aplicacao destas tocnicas
tem-se revelado como optimo auxiliar de diagnose, a nivel especifico, fun-
damentalmente em especies gémeas, com alpum interesse epidemioldgico, ro-

ferindo somente como exemplo, os cases de Anopheles gambiace (Saul ¢ Mahon,

19076) e de Aedes triseriatus e Aedes hendersoni (Saul et al,.,1977),

cnzimas, em entomologia medica.

Aspectos estudados

Variagao entre populagoes ¢ espécies

de diferentes regioces geograficas

Discriminagao entre espécies pémeas

lstudo de ecotipos

Mecanismos de isolamento pre—copuialorios
Nao competitividade ao nivel sexual

Localizagao do "linkage"

Resisténeia aos insecticidas

0 quadro seguinte, reproduzide de Verdier ()978), por nos modi-

ficade, mostra a evolugao da aplicacao do estudo electrofordtico das alo-

Pspecios ensaiadas

Aedes acgypli,Anopheles ste-

phensi, complexo Aedes mariae,

complexo Culex pipens

complexo Anopheles maculipe-

nnis, complexo Aedes mariae,

complexo Culex pipiens, com-

plexo Aedes scutellaris, com-

plexc Aedes detritus,complexo

Aedes triseriatus, complexo

Acdes hendersoni, complexo

Siwmuiium damnosum

Acdes aepvpt i

complexo do Acdes nmariace

conplexo do Culex pipiens

Aedes acgypti, Anopheles

stephensi,complexe Culex pipiens

complexo tritaeniorhynchus

complexo Culex pipiens




2.2 - Estado actual dos estudos electroforéticos de Aedes

(0.) detritus e de Aedes (0.) caspius.

De acordo com os eiementos bibiiograficos por nos recolhidos,
poucas equipas de investigadores se interessaram por alguns aspectos da
genctica de Aedes (0.) caspius, recorrende a analise electroforética de
sistemas enzimaticos., Assim, Bullini e Coluzzi (1973) procederam ao estu-
do de polimorfismos a nivel do locus fosfoplucumutase (PGM) numa POz
lagao de Livorno (Etélia), concluindo existirem cinco alelos electrofo-
réticamente distintos (PgmA, PgmB, Png, Pgm”, Png). Mery (1970), num
trabalho de genética, estudou trés loci (EST,GOT, d-GPD), codificando on-

zimas em Aedes caspius. Num outro ensaio semelhante, Mery et al. (1979)

procederam ao estudo dad-Glicerofosfato desidrogenase, em Acdes caspius,

atraves da técnica da cdpula forcada entre uma estirpe originaria da Ca-
marga e a estirpe "Cairo”, proveniente do Epipro.

Cianchi et al. (1980) assinalaram a existéneia de duas entida-
des reprodutivamente isoladas (A e B), no seio de varias populagoes de

Aedes caspius de Italia, estudando a variacao electroforética de vinte e

quiatro loci.

Relativamente a Aedes detritus, conforme atras referimos, exis-

tem dois trabalhos realizados pela escola {rancesa: Pasteur et al.(14977;

1978) que permitiram concluir que a espécie nominal Acdes detritus e,

pelo menos, composta por duas especies gemeas ( A o B)Y no sul de Franca
e no norte de Africa. Além destes trabalhos, tambem Bullini e Coluzzi

(1973), estudando amostras de duas popu]agaes italianas de Aedes detritus,

de arcas distintas, concluiram que ambas se revelaram polimérficas prara

cinco alelos de PGM (fosfoglucomutase), PgmA, PgmB, Pgmc, Png e Pgmﬁ.

O - Criterios ccoldpicos

Zm muitos casos, sao o corolario de diferengas biologicas, (i isio-
togicas, morfoldgicas ¢ enzimdticas. Alguns criterios poden Lomar-sc om

consideragao:

ToLomportamento nupcial - estudado  grandemente nos Lepidopteros,

tem contribuido para a ciarificagéo do estatulo de alpumas especies. Un
isolamento pode ser provocade por uma falta de atraceao sexual devida a
uma diminuicao do quimiotactismo ou ainda a uma diferenga visual (ornamen-
tagéo). Nos faisoes €, em outras aves, a variacao da plumagem é tao Impor-

tante que se admite que a fémea nao responde a parada nupcial se o macho
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nao possuir um tipo bem determinado de plumagem (Mayr,1963).

- emissao de sans - Certas especies [oram desmembradas em complexos

pelo estudo dos cantos (vocalizagoes), Por exemplo, nas aves, a variagao

peografica do canto ceonstitui um mecanismo importante de isolamento. Nos

Orthoptera, o canto nupcial, corresponde a um importante mecanismo de

isolamento (Cantrall,]1943). Do mesmo modo, o estudo da vocalizagao do gri-
lo comum da America do norte (Gryllus) mostrou gue seis espocies gemeas
calavam representadas no grupo, ate entao considerade unitario (Alexander

exemplo, Rana pipiens, se evi-

1968) . Tambem em certos batraquios, como por
denciou am complexo de especies gémeas (Littlejohn e Oldhan,1968). lguais
dos géneros Bufo e Hyla (meridionalis

[!f! /f ¢ {tf; ;’

referéneias podem ser dadas acerca

¢ arborea).

. v - .
Quanto aos dipteros culicideos, os_dados de ca er ecologico

recolbidos pela observacao directa na natureza ou em ensaios laboratoriais
16m permitido a distingao de_espécjos gemeas, no genero Anopheles, que

inicialmente eram consideradas ragas ecologicas. O mesmo sucedeu com o

|

3

[

i

g . . - - !

complexo do Anopheles maculipennis. No complexo do Anopheles gamblae,51m— ;

]195 testes de tolerlncia das larvas do 1° estado ‘ao teor de cloreto de

s0dio exlstente nas aguas de crjagao dds formas 1maLuras, permitiu bepararj

os membros de agua sa}gada melas e merus (thexro 1981). Diferengas no j
J

grau de endofJ]Jd e de antropof1l1a, sao também assinalaveis em muitas LSﬂ

S, particuldrmente nos complexos maculipennis, gambiae, Iunebq

pecies geme
tus e claviger. O mesmo se passa quanto a especificidade para o hospedeiro.
- s




PARTE 111

1 - RESUMO HISTORICO E ESTADO ACTUAL BO RECONHECIMENTO
DA CULICIDEQFAUNA  DE PORTUGAL

Segundo Ribeiro et al. (1977/78),0s primeiros trabalhos que re-
ferem a presenga em Portugal de alpumas espécies de mosquitos remontam aos
principios do nosso século. Assim, Sarmento e Franga (1901}, deram a pri-
meira contribuigao valiosa, assinalando cinco espécies: Anopheles (A,)

claviger (Meigen,1804), Aedes (§.) aegypti (1L.,1762), Culiseta (C.) annu-

lata (Schrank,1776), Culiseta (All.) longiareclata (Macquart,1838) e Culex
(C.) pipiens 1..,1758,

Em 1902, os mesmos autores registaram um novo achado: Anopheles
’ B AR

(A.) maculipennis Meigen,1818. Jorge e Sarmento (1906),acrescentaram dois

noves culicineos a lista até entao estabelecida: Aedes (0.) pulchritarsis

(Rondani,1872) e Culex (N.) impudicus Ficalbi, 1890, Passadas quase trés

décadas, Braga (1931), publicou uma excelente monografia dos culicildeos
portugueses que incluia 21 especies, 13 das quais eram, pela primeira vez,
assinaladas: Anopheles (A.} plumbeus Stephens,1828, Coquilletidia (C.)
richiardi (Ficalbi, 1889}, Aedes (0.) caspius (Pallas,1771), hAedes (C.)
detritus (Haliday,1833), Aedes (p.) mariae (Sergent e Sergent,]1903), Aedes
(0.)rusticus (Rossi,1790), Aedes (F.) echinus (Edwards,]920), Aedes (F.)
geniculatus (Olivier,1791), Aedes (Aedimorphus) vexans (Meigen,1830), Culex
(M.} hortensis Ficalbi,l889, Culex (N.) territans Walker, 1856, Culex (C.)

laticinctus Edwards,1913 e Culex (C.) theileri Theobald, 1903,

Landeiro e Cambournac (1933), assinalam uma outra especice: Ano-

pheles (A.) atroparvus Van Thiel, 1927 (como uma variedade de gaculipennis).

Cambournac (1941) menciona a presenca, entre nos, de uma oulra cspocie
il s

provenienle de ﬂguas de Moura: Orthopodomyia pulchripalpis (Rondani,1872),

unica especie do genero conhecida na regiao Paleartica. Mattingly {fide
Coluzzi et alii,l965) aumentou para 25 o nimero de especics de culicideos
conhecidos ate essa data, com a introducao de um novo achado: Anopheles

(A.) petragnanii Del Vechio,1939. Ribeiro et al.{1977/78), contribuiram

para uma melhoria de conhecimente dos mosquitos portugueses, com a refe-

réncia a quatro novos achades: Aedes (8.) vittatus (Bigot,18061), Culex

(B.) modestus Ficalbi, 188Y, Culex (C.) univittatus Theobald,1901 e Ura-

notaenia (P.) unguiculata unguiculata Edwards, 1913. Em 1977, Ribeiro et

al., acrescentaram mais cinco espécies a culicideofauna portuguesas:
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Anopheles (A.) claviger (Meigen,1804), Aedes (0.) berlandi Séguy, 1921,

Culiseta (C.) subochrea Edwards,1921), Culex (C.) mimeticus Noe, 18G9,

{Culex (Culex) torrentium Martini,l924.

klb@lro et al, }980 , Tegistaram pela primeira vez, entre nos,
I )

nopresenca d duas outras especies: Anopheles (A.) melanoon Hackett, 1934

e Anopheles (C.) cinereus hispaniola (Theobald, 1903). Cape a eL GJ (1983),

acrescentaram dois novos achados a lista: Culiseta (C.) | 110103 (Qhuto

1928), Culisera (C.) fumipennis (Stephens,1825).

Ramos & al (1982), ao nove contributo ao assinalarem mais du-

a5 novas espécies: Anopheles (A.) alperiensis Theobald, 1903 e Anopheles

(A.) subalpinus Hackett e Lewis, 1935. Ribeiro et al. (1983), mencionam a

presenga de Culex (C.} molestus Forskal,1775. Ribeiro et al. (em impres-

sa0) e Ribeire et al, (1983) assinalam mais duas espécies novas para a

culicideofauna portuguesa: Anopheles (A.) marteri Senevet e Prunelle,]927

e Aedes (0.) punctor (Kirby,1837), respectivamente.

Ramos (1983) estuda as espécies de mosquitos limnodendrofilos
Janz et _al. (1984} estabelecem uma fungéo discriminante para a separagéo

das larvas de Culex pipiens L. e Culex molestus Forskal.

Capela (1979), estudando do ponto de vista ecofisioldgico popu-

lagoes de Culiseta {A.) longiareolata (Macquart,I838), detectou a presenca

do caracter autogenico, nesta especie, em Portugal. O mesmo autor, Capela

(1981}, assinalou a presenca da autogenia e da estenopamia em sopulagoes
I 8 poy

de Aedes (0.) detritus (Haliday,1833) da costa algarvia portuguesa. Cape-~

Jd et al. (1984), ao estudarem Culiseta (C.) annulata (Schrank,1776) ,as-

>zna1dram, pela primeira vez, nesta especie, a presenca do caracter auto-
wénico, mencionando lgualmente a presenca do mesmo caracter em populacoes

de Aedes (0) caspius (Pallas,1771) e Culiseta (C.) subochrea (Edwards,1921)

de Portugal.

2 - ESTADO ACTUAL BO CONHECIMENTO DOS CULICTDEOS HALOFILOS
J’()I?’?‘iJ(?lJ]ifS!ifS

2.1 = GENERALIDADES

Com as variagoes devidas a localizacao geografica, pode conside-
rar-se que as aguas dos diferentes oceanos possuem,enm media, um Leor sali-
no de aproximadamente 35 g/litro de NaCl. Como ¢ do conhecimento geral,
existem espécies de mosquitos que vivem em coleccoes de agua parcialmente
dependentes de tais oceanos (salinas,valas de abastecimento de satinas,sa-

pais, pauls juntc ac mar e outras). Assim sendo, sabe-se que as espécies




vivendo nestes biétopos desenvolveram mecanismos ecofisiolégicos, de res-
posta ao meio, sobretudo nos estados pre-imaginais, que lhes permitem um
desenvolvimento biologico completo. Tais espécies tém sido designadas por
diversos autores como semi-haldfilas ou halofilas, de acordo com o grau de
salinidade das aguas que frequentam.

Existem varias classificagoes destas espécies, mais ou menos ar-
bitrarias, embora sempre baseadas no teor salino das aguas. Em nossa opi-
niao, de acordo com as experiéncias efectuadas e relativamente a fauna cu-
]itideolégica portuguesa, consideramos como halofilas as espécies que comple-
tam facilmente o seu ciclo evolutivo em aguas contendo a partir de 5 g/
litro de NaCl. No entanto, apoiados na nossa experiéncia, aceitamos como
l6gica a subdivisao das espécies halofilas em dois grupos principais:
semi-halofilas (S a 15 g/1 de NaCl) e haldfilas (15 a 100 g/l de NaCl).

Apesar disso e como se podera verificar na parte V deste trabalho,

em experiéncias efectuadas no laboratorio com Aedes detritus, pode inferir-
se que estes critérios nao sao de todo marcantes uma vez que as espécies
hal6filas' possuem uma "plasticidade" ecoldgica de tal modo eficaz que lhes
permitem frequentarwg desenvolverem-se em biotopos de salinidades variaveis
que podem ir desde os dulgaquicolas aos tipicamente halofilos.

. Entre nos, consideramos como semi-halofila a espécie Aedes (0.)
caspius (5 a 15 g/1 de NaCl) e como halofilas as formas do complexo do Ae-

des detritus, para aleém do tipicamente halofilo Aedes mariae, espécie refe-

renciada em Portugal apenas duas vezes (Braga,1931, Ribeiro et al.1977/78).

Cerca de 93% da culicideofauna portuguesa € constituida por espe-
cies dulgaquicolas. A fraccao restante inclui espécies que se podem conside-
rar semi halofilas e/ou halofilas.

Aedes (0.) detritus e Aedes (0.) mariae, desenvolvem a sua fase

aquatica, normalmente, em meios com salinidades variaveis, podendo suportar
altos teores de concentragao em NaCl, muito superiores aos da agua do mar,
0 conhecimento destas especies, em Portugal, tem-se baseado qua-
se exclusivamente em trabalhos de indole sistematica. Assim, Braga (1941)
referiu, pela primeira vez, a existéncia de trés espécies halofilas aci-
ma referidas. Trabalhos mais recentes de outros autores: Ribeiro et al,
(1977/78), Pires et al. (1982), tém abordado o estudo destas espécies so-
bretudo do ponto de vista sistematico e ecolégico. Capela (1981) e Capela

et _al. (1984), trataram alguns aspectos da ecofisiologia de Aedes detritus
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e de Aedes caspius, respectivamente.

Dadas as lacunas existentes no estudo das espedes halofilas de
mosquitos portugueses, dedicar—-nos-emos a essa problematica, relativamen-

te a Aedes caspius e Aedes detritus, especies presentes em quase toda a

extensao litoral do territorio e que constituem o objectivo fundamental

do nosso trabalho.

2.2 - Morfologia de Aedes (0.) caspius

2.2.1 - Ovo
James (1922), Gabinaud (1974) e Gabinaud et al. (1975) desersve~

ram com precisao a forma, o tamanho e a ornamentagao coridnica do ovo de

Aedes caspius. As observagoes por nés efectuadas estao de acordo com as ca-

racteristicas referidas por estes autores. Assim, o ovo e alongado e fusi-
forme na parte posterior, revelando uma ligeira assimetria dorso-ventral,
Segundo aqueles autores as dimensoes médias sao de cerca de 0,591
mm para o comprimento e 0,189 para a largura. Possui uma camada externa ou
exocorion constituida por uma delgada membrana transliucida que ornamenta o
Ovo. A camada média ou endocorion & mais espessa e tem como funcao a pro-
tecgao mecdnica. A face interna possui uma membrana pelicida que envolve o
embriao. 0 endocérion apresenta reticulagoes conspicuas que desenham poli-
gonos mais ou menos regulares, revelando um forte polimorfismo, segundo as
faces. Estas caracteristicas constituem um precioso auxiliar de diagnostico,
na distincao de espécies. A coloragao clara do ovo, logo a seguir a postu-
ra, vai passando de cinzento a castanho escuro ate negro, por oxidaqéo de
certos compostos quimicos da teca, em contacto com a agua e o ar atmos{é—

Fica,

2.2.2 - Larva

A larva de Aedes caspius possui as sedas frontais internas ¢ mo-

dias simples ou bifidas. O pente do oitavo segmento possui cerca de 20
escamas (18 a 28) com uma espinha mediana distinta e acerada. Os dentes do
pente sifonico sao de extremidade longa e acerada e tém trés denticulos de

reduzidas dimensoes e tamanho decrescente, conforme figura 1.

2528 = Pupa

A quetotaxia pupal de Aedes caspigs pouco estudada, nao oferece

informagao de indole sistematica facilmente utilizavel.
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2.2.4 - Adulto

0 adulto de Aedes caspius reconhece-se pela coloracao castanho

escuro da parte superior do mesotorax, pela banda clara longitudinal dos
tergitos abdominais e pela presenca de anéis de escamas brancas nas arti-
culagoes tarsais. 0 lobo basal da genitalia masculina possui duas espinhas

fortes. A figura 2A, representa um exemplar adulto de Aedes (0.) caspius.

2.3 - Morfologia de Aedes (0.) detritus

2.3.1 - Ovo

2 alongado,quase cilindrico na parte mediana e afilado nas ex-
tremidade Gabinaud (1975), efectuando 250 medigoes, considera as seguin-—
tes dimensoes médias: 0,625 mm para o comprimento e 0,192 mm para a lar-
gura. As medicoes por nos efectuadas, em 117 ovos, deram valores muito
proximos: 0,610 mm + 0,037 e 0,190 mm + 0,026, respectivamente. 0 exocd—
rion é fino e aderente. O endocérion apresenta reticulagoes que desenham
poligonos finamente plissados no centro e delimitados por delgados borda-
letes, levemente sinuosos €, por vezes, interrompidos. Tal como em Aedes
caspius, a forma destes poligonos varia de acordo com as faces, permitin-
do um diagnostico taxondomico diferencial entre estas duas espécies, 0 ovo

de Aedes detritus é negro acetinado.

2.3.2 - Larva

A larva de Aedes detritus (figura 1) possui no fronto-clipeus

sedas frontais internas e médias multifidas. 0 pente do oitavo segmento o
constituido por um nimero de escamas variavel (27 a 50, X=41,5;s=8,667)
e que sao desprovidas de dente mediano distinto. Os dentes do pente sifo-

. 1 .
nico apresentam quatro denticulos sensivelmente do mesmo tamanho.

2.3.3 - Pupa

A pupa de Aedes detritus fornece poucos caracteres taxonomicos

discriminativos. A sua forma e quetotaxia geral e bastante proxima da de

Aedes caspius.,

2.3.4 - Adulto
E um mosquito com patas escuras, de maior tamanho que Aedes
caspius e que pode reconhecer-se pela coloragao castanho enegrecido do
mesonoto e pela presenga de escamas brancas polvilhando as zonas escuras
dos segmentos abdominais (figura 2B). O lobo basal da genitalia masculina,

de reduzidas dimensoces, possui apenas uma forte e longa espinha,
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Aedes caspius : Aedes detritus

Figura 1 - Extremidade posterior da larva do 49 estado de Aedes (0.) caspius

e da larva de Aedes (0.) detritus, wostrando, em pormenor, uma
escama do VIIL segmento abdominal (a) e um dente do pente sifonico

(b). (Extraido de CGabinaud,1975%).
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Figura 2A - Adulto de Aedes (_O_) caspius
(Reproduzido de Gabinaud,1973).
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Figura 2B - Adulto de Aedes (0.) detritus
(Reproduzido de Cabinaud,}975).
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3 - DISTRIBUIGAO GEOGRAFICA DO AEDES CASPIUS E DO AEDES
DETRITUS

Aedes caspius e Aedes detritus estao presentes na quase tota-

lidade da regiao Paleartica. A sus area de repartigao & hastante semelhan—
te, correspondendo os limites norte o sul sensivelmente a 60° o a 30° de

latitude norte. 0 oceano AtlAntico representa o limite oeste, sendo o 1i-
mite este ainda bastante impreciso., Qg mapas ] e 2 assinalam a reparljgﬁo

geografica mundial das duas espécies.

3.1 - Distribuicao gecgrafica mundial do Aedes caspius

(Pallas).

Conforme se pode verificar em Moussiecght (1981) e Ribeiro ot al.

(1975) Aedes caspius s.l. & uma espécie Paleartica que se estende pela [u-

ropa, norte de Africa e baara, desde Cabo Verde até ao golfo Pérsico, Pun-
jabe e deserto de Gobi, sendo particularmente frequente ao longo das cos-—
tas e areas salinas do interior.

Argelia (1) (Senevet e Andarelli,195]1) - Alemanha (2) (Martini,
1931) - Austria (3) (Asp8ck,1968) - Bélgica (4) (Goetghebuer,in: Natvig,
1948) - Bulgaria (5) (Theobald, in: Seguy,1923) - Cabo Verde (5A) (Meira,
19525 Ribeiro et _al, 1980) - Canarias (6) (Christophers,1929) - Dinamarca
(7) (Natvig,1948) - Egipto (8) (Kirkpatrick,1925) - Espanha (9) (Clavero,
1946} - Finldndia (10) (Natvig,1948) - Franca (11) {Rageau et al.,1970)
- Gra-Bretanha (12) (Marshall,]938) - Grecia (13) (Waterston,1918) - Hun-
gria (14) (BEdwards,1921) - Iraque (15) (Nielsen e Nielsen,1958) ~ lsrael
(17) (Margalit e Tahori,1970) - Itdlia (18) (Hdwards,1921) - Marrocos (19)
{Senevet e Andarelli,]1951) - Mongolia (20) (Minar,1971) - Portugal (22)
(Braga,1931) - Roménia (23) (Edwards,1921) - Tunisia {25) (Senevet ¢ An-
darelli, 1951) - Turquia (26) (Edwarde,1921) ~ URSS-Arménia (27) (A)i-
khnov,1972) - URSS-Azerbei jao (28) (Stackelbery, 1937} - URSS-Casaquistao
(29) (Anufrieva,l968) - URSS-Kirgisistao (30) (PoLerCthchovn,iuirNatvig,
1948) - URSS - Oubequistac (3]) (Zainiev,19069) - URSS- Russia (32) Da-
gestan ASSR (Stackelberg,1937), Touva ASSR (Kukharchuk ¢ Evstigneeva,1497],
Udmur ASSR (Mukanov,1970) - URSS - Tadiquistao (33) (Stackelberg,1937)
URSS - Turquemenistao (34) (Babayants,1970) - URSS - Ucrénia (35) (Edwards,
1921} - Jugoslavia (36) (Adamovic,1974),
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3.2 - Reparticao geografica mundial do Aedes detritus

Aedes detritus é uma espécie essencialmente costeira, embora
I

possa penetrar alguns quildmetros no interior, distribuindo-se pelas re-
gioes litorais da Ruropa, norte de Africa o Asia Menor.

Argelia {}) (Sencvet ¢ Andarelli, 1951) ~ Alemanha (2) {Martini,
1931) - Belgica (4) (Goetghebuer,]QZS) - Canarias (6) (Christophers, 1929)
- Dinamarca (7) (Natvig,1948) - Bgipto (8) {(Kirkpatrick,1925) - Espanha
(9) (Claverao, in. Senevet e Andarclli,1951) - Franca (11) (Rageau et aj,
1970) - Gra- Bretanha (12) (Marshall »1938) — Grécia {13) (Waterston,19i8)
- Hungria (14) (Mihalyi e Magdolna,1963) - Irlanda (16) (Fdwards,1921) -
lsrael (17) (Margalit e Tahori,1970) - It&lia (18) (Martini,1920) - Marro-
cos (19) (Senevet e Andarelli,1951) - Noruega (21) (Natvig,1948) - Poriy-
gal (22) (Braga,1931) - Siria (24) (Martjnj,iﬂirNatvig,1948) - Tunisia (25)
(Senevet e Andarelli,195]) - Turquia (26) (Martini,in. Natvig,1948) - URSS
- Casaquistao (29) (Litvinova,1972) — URSS - Ubequistao (31) {Stackelberg,
1937) - URSS - Russia (32) Léningrad (Gutsevich ot al,,1970), Baixo Volga
(Stackelberg,1937) - URSS - Tadiquistao (33) (Stackelberg,1937) - URSS -
Turquemenistao (34) (Stackelberg,1937) - URSS - Ucrénia (35) (Gutsevich
et al., 1970).

3.3 ~ Distribuicao geografica do Aedes caspius e do Aedes

detritus, em Portugal

De um modo geral, estas duas espécies distribuesm—se entre nos
sobretudo nas regioes costeiras, - de Caminha a Sagres e, na costa algar-

via, de Sagres a Vila Real de Santo Antonio. No entantao, Aedes caspius,

devido so seu forte poder de véo aliade a uma elevada capacidade ecologi-
€4 para frequentar criadouros menos salinos do que aqueles ocupados por

Aedes detritus, penelra com relativa facilidade em zonas mais alastadas

da costa o de altitudes maisg elevadas,

Acdes detritus, apresenta-se como uma especie essencialmente cos-

. . - . r -
teira, vivendo sobretudo em areas de pouca altitude, geralmente ao nivel
do mar. Contudo, pode também colonizar bictopos mais interiores, como e
0 caso da estagao constituida pelas marinhas de Rio Maior, distantes da

costa, sensivelmente 25 a 30 quildmetros.
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Mapa 1 - Distribuicao conhecida de Acdes caspius s.1.

Modificado de Gabinaud(1975). A numeracao dos

T ol .
palses csta em conformidade com o texto.
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Mapa 2 -Distribuicaoconhecida de Aedes detritus. Modifi-

cado de Gabinaud (1975). A numeragao dos paises

esta em conformidade com o texto,
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Os dados que obtivémos permitem-nos afirmar que as duas especies
podem coexistir nos mesmos biétopos em vastas areas, podendo ocorrer, no
entanto, ligeiras diferencas na sua distribuicao, em funggo das condicoes
ecologicas prevalecentes nas coleccoes de agua, de que se pode salientar
0 seu maior ou menor teor salino e bem assim a composicao da vegetagao as-
sociada aos criadouros. O mapa 3 assinala a distribuicao, em Portugal, de

Aedes caspius e de Aedes detritus s.l.

3.3.1 - Distribuicao de Aedes caspius

3.3.1.1 - Colheitas efectuadas pelo autor, no dmbito do

trabalho de tese.

Aguas de Moura, Alcacer do Sal, Castro Marim, Esposende, Ferragu-
do, Ferrel, Foz do Arelho, Lagoa da Albufeira, Lagoa de Obidos, Lagoa de
Paramos, Ludo (Faro), Meia Praia (Lagos), Monti jo, Olhao, Pancas, Peniche,
Penina, Portiméo, Praia da Areia Branca, Salir do Porto, Seixal, Torrao do
Lameiro, Troia, Vila Franca de Xira, Vila Nova de Milfontes, Vila Real de

Santo Antoénio.
3.3.1.2 - Colheitas efectuadas por outros autores

Braga (1931) - Alcacer do Sal, Aveiro, Caminha, Lega da Palmeira,
Povoa do Varzim, Setuabal.

Ramos et al.(1977/78) - Castro Marim, Conceigao de Tavira, Faro,
Odiaxere, Portimao, Praia de Faro, Tavira, Vila Real de Santo Antonio.
Pires et al. (1982) - Alcacer do Sal, Aviz (10 kms NW), Elvas, Montemor,
Mora, Odivelas, Ribeira da Fanica, Ribeira da Gema, Ribeira de Odivelas,

Ribeira de Tera.

3.3.2 - Distribuicao de Aedes detritus

3.3.2.1 - Colheitas efectuadas pelo autor, no Ambito do
trabalho de tese,
Aguas de Moura, Alcacer do Sal, Castro Marim, Esposende, Ferrel,
Foz do Arelho, Lagoa da Albufeira, Lagoa de Obidos, Lagoa de Paramos, Lu-
do (Faro), Meia Praia (Lagos), Montijo, Olhao, Pancas, Peniche, Penina,
Portimao, Ribeira de Alcantarilha, Rio Maior, Salir do Porto, Seixal,Ta-
vira, Torrao do Lameiro, Troia, Vila Franca de Xira, Vila Nova de Milfontes,

Vila Real de Santo Antoénio.




3.3.2.2 - Colheitas efectuadas por outros autores.

Braga (1931) - Alcacer do Sal, Aveiro, Caminha, Lega da Palmeira.
Ramos et al. (1977/78) - Castro Marim, Lagos, Odiaxere, Portimao.

Pires et al. (1982) - Estuario do Sado, Rio Lavre.
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LEGENDA:
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MAPA 3- Dist ibuigao gvogr;—i[ ica de Aedes (04)

caspius e de Aedes (0.) detritus, em Portugal.
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PARTE 1V
MATERIAL, TECNICAS E METODOS
] ~ TECNICAS GERATS

O presente trabalho foi apoiado pelo estudo de cerca de 10 614
exemplares por nos cotlhidos. Destes, 6 324 correspondem a adultos ¢ 4 290
a4 estados larvares e pupais. Para a analise taxonémica utilizaram—-se 1 270
adultos e 4 290 larvas e pupas. Executaram-se 2 444 disseccoes ovaricas
para detecg¢ao dos caracteres autogénice e/ou estendogamo e, em 2 610 adul -
tos, fol ensaiada a analise electroforética de alguns sistemas enzimati-
Cos, utilizando como sushstrato o gel de amido. Para o exame de grande par-
te do material foram feitas 4 290 preparagoes microscopicas e 1 270 monta-
pens de adultos em duplo alfinete.

Os exemplares nao preparados foram conservados em alcool a 70%
glicerinado a 2%Z. As fotomicrografias dosovos, foram obtidas com recurso
ao microscopio electrénio de "varrimento", do Laboratério de Microscopia
Electrénica da E.A.N.(Oeiras),

Para as fotomicrografias da nossa autoria, utilizamos um micros—
copio dptico Leitz SM LUX, equipado com maquina fotografica ASHI PENTAX
"Super A". Quanto as fotografias relativas aos locais de criacao das espé-
cies haldfilas estudadas e aquelas efectuadas as manchas no gel de amido,
correspondentes a migracao das proteinas, foram igualmente efectuadas por
nos, utilizando a maquina (otografica acima referida. Os desenhos foram
executados pela Sr#, D?, Maria Teresa lLopes, desenhadora do Museu e Labo-
ratorio Zooldgico e Antropologico {Museu Bocage). Para a realizacao do nos-
s0 objectivo que envolvia a colheita, transporte, criacao, preparacao e
conservagﬁo do material a estudar, tornava-se fundamental a existéneia de
instalagoes adequadas. Sendo certo que existia ja uma certa tradigao en-
tomologica no Museuy Bocage e no Departamento de Zoologia, nao ¢ menos cer-
Lo que no dominio dos insectos com interesse médico praticamente nada ha-
via sido feito, nessas Instituicoes. Acresce ainda gue no incéndio de 1974,
que destruiu parte das instalacoes do Museu, foi destruido o insectario
até entao existente, Assim, foi necessario improvisarmos um pequeno in-

sectario que constituiu um dos apoios fundamentais do nosso trabalho.




Para tal, adaptamos um vao de escada com duas divisaes, cedido
pelo Conselho Directivo da Faculdade de Ciéncias. Na primeira divisao,
procedeu-se a instalagéo de um sistema automatico regulével, permitindo
efectuar variacoes do fotoperiodo, da humidade e da temperatura. Com ma-
terial simples (relogio eléctrico para montras de estabelecimentos comer—
ciais, humidificador, aquecedor eléctrico e termostatos) foi possivel pro-
cedermos durante varios anos a criaqgo e manutengao, em razoaveis condigoes
das fases aquatica e aérea dos mosquitos e outros insectos, especialmente
no dominio das aulas praticas. Na segunda divisao, instalamos um pequeno
laboratorio, com duas bancadas, equipado com frigorifico, um estereomicros-
copio, bem como com todo o material indispensavel para as diferentes tare-
fas laboratoriais que se realizaram, Esta instalacao serviu, simultdneament
de armazem para o material de colheita, preparacao e conservagao dos in-
sectos. As adaptacoes e instalagao de todo este sistema foram realizadas
pelo autor com a colaboracao gentil e graciosa do Sr. Anténio Ribeiro, pai
da Dre. Eugenia Ribeiro, ao tempo nossa aluna estagiaria.

Para a fecundagao artificial das fémeas e confeccao dos gels de
amido, adaptamos a uma torneira uma trompa de vacuo em vidro, com duas
saidas. Uma, de maior calibre, munida de um tubo de pléstico com uma rolha
de borracha na extremidade, servia para fazer a succao sobre o gel de amido,
contido nos baloes, a fim de extrair as bolhas de ar formadas aquando da
"cozedura" do amido (desgazeificacao). A outra, de menor calibre, ligada a
um fino tubo de borracha flexivel, tendo na extremidade uma pipeta de vidro,
servia para "fixar" as fémeas pelo torax, a fim de se proceder a copula
artificial. A regulagao da intensidade da suc¢ao era feita através da maior
Oou menor abertura da torneira.

Nao sendo nossa intengao desenvolvermos excessivamente esta par-
te do trabalho, achamos, no entanto, desejavel e de utilidade abordar al-
puns aspectos de caracter geral relativos ao trabalho de campo e ao labora-
torial, baseados na experiéncia adquirida ao longo do tempo, na execucao
do nosso trabalho.

Para o reconhecimento culicideologico geral de um territorio,

(que inclua uma forte componente laboratorial, como foi o caso do presente
trabalho, sao necessarios gastos relativamente elevados em material de cam-
po e de laboratorio e a aplicagao de algumas técnicas com um certo grau

de elaboragao. Assim, além da viatura para o exterior, é conveniente utili-
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zar um estereomicroscopio e um microscépio de campanha. De grande utili-
dade é a adopgao de uma bolsa entomologica de lona, onde se guardam fichas
de campo,lanterna, algodao hidréfilo, bloco de apontamentos, lapis e bor-
racha, tubo de captura bucal e/ou a pilhas, frascos que vedem bem com al-
cool a 709 glicerinado a 2%, soluto conservador para larvas e pupas, eter
sulfurico e agua oxigenada. Uma bobine de adesivo, etiquetas autocolantes
sacos plasticos, lupa de bolso 10 a 15x, estojo com pingas, tesoura e pi-
petas de vidro com pera de horracha, de diversos tamanhos, sao também in-
dispensaveis. Alguns frascos de vidro de varios tamanhos sao necessarios
para a fixagao do material. O Uso de bussula e mapas da regiao a prospectar
sao fundamentais. Para acesso as formas aquaticas dos mosquitos servimo-
nos de botas de borracha de cano alto ou mesmo atée 3 cintura. O vestuario
deve ser simples e largo para facilitar os movimentos em terrenos aciden-
tados. Como acessorio indispensavel deve transportar-se uma pequena caixa
com material de primeiros socorros e uma méquina fotogréfica para registar
0os locais de colheita

As formas imaturas dos mosquitos podem localizar-se numa grande
variedade de habitats, como por exemplo, pequenos buracos de carangue jo
em depressoes no solo, axilas de plantas, folhas de arvore caidas, recipi-
entes de wuso domeéstico e outros, até vastas coleccoes de agua como rios,
lagos, valas de irrigagao, arrozais, salinas, pauis, etc.

As colheitas foram feitas geralmente com o auxilio de cacos
apropriados, em latao, com a forma aproximada de uma tijela de colo alto,
munida com um cabo em madeira amovivel, com cerca de 1,5 m de comprimento.
0 seu interior ¢ pintado de branco a fim de faciliar a observacao das lar-
vas e pupas e possui uma rede para o escoamento da agua, impedindo a saida
do material. Por vezes, torna-se necessario recorrer a outro tipo de mate-
rial, como tinas rectangulares de plastico ou esmalte branco,pipetas com
pera de borracha, redes de malha apertada e frascos de sifonagem.

As larvas e pupas sao delicadamente pipetadas para frascos de
boca larga, com rolha de cortiga, tendo ao centro um orificio onde se in-
troduz um tubo de vidro que coloca a agua em contacto comomeio ambiente,

Estes frascos sao suportados por uma caixa em madeira, designada cépo,que

permite o seu transporepara o laboratdrio em boas condigoes.,

P deteccao d : Am >
ara a detecgao dos caracteres autogenico e estenogédmico, nas

populagoes de Aedes detritus e Aedes caspius, foi necessario proceder a

criagao laboratorial de larvas, pupas e adultos que consiste, fundamental-

mente, no seguinte:




UNMIVERSIDADE DA MADZIRA
SERVICO> DE DOCUMENTACAO

2 - CRIAGCAO LABORATORIAL

2.1 - Criagao das larvas e pupas

As larvas sao pipetadas para tinas de plastico branco ou tije-
las de esmalte da mesma cér, com a capacidade aproximada de 2 litros,con-
tendo agua com salinidade média de 15 gramas por litro de cloreto de so-
dio, que parece ser o Optimo para o desenvolvimento dos estados imaturos.
Como alimento, é-lhes fornecida uma mistura moida em almofariz, de biscoi-
to para cao, po de figado e levedura de cerveja. Estas tinas sao cobertas
com tule, provido de bainha, na qual se aplicam pedagos de chumbo que a
tornam pesada, com o objectivo de evitar a entrada de agentes externos,na
tina. O desenvolvimento do material processa-se no insectario com tempera-
tura, humidade e fotoperiodo reguléveis. 0 termoperiodo (159C de noite e
25°C de dia) é regulado por dois termostatos ligados a um mecanismo de re-
logio que igualmente controla o fotoperiodo (18 horas de luz, 6 horas de
escuridao). A humidade (80%) é mantida por meio de um humidificador regu-
lavel de razoavel sensibilidade. A agua das tinas de criagao é mudada trés
vezes por semana, renovando-se também o alimento. Este, nao deve ser em
excesso pois, desse modo, ocasiona a instalacao de fungos que podem se le-
tais para as larvas. As pupas sao retiradas com a utilizacgao da pipeta e
colocadas em boioes de vidro ou copos de plastico,contendo 2/3 de agua,
vedados com gaze fixada por meio de um elastico. Estas pupas sao mantidas
no insectario e os adultos resultantes eclodem numa atmosfera com cerca de

807% de humidade realtiva.

2.2 - Criagﬁo de adultos

Apos eclosao, os adultos sao separados por sexos. Os machos co-
locam-se numa gaiola de rede com 25x25x25 cm e as fémeas sao alojadas em
copos de vidro,em que cerca de 1/8 do fundo é revestido com gesso. Este,
coberto com uma folha de papel de filtro, destina-se a absorcao de agua,
mantendo-se assim um ambiente humido desejavel para a sobrevivéncia das
[émeas, Para tapar os copos utiliza-se um pedago de gaze fixada com um elas-
tico. As fémeas sao alimentadas com uma solugao acucarada de agua e mel
(3 colheres de cha de mel para 1 copo de agua), com que se impregna um pe-
queno pedago de algodao hidrofilo, colocando-o sobre a gaze da abertura.

Diariamente, os a]godaes sao verificados e, se necessario, jun-
tam-se algumas gotas da solugao acucarada.

Para a realizacao dos testes da autogenia as fémeas sao mantidas
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durante 20 dias, nestas condicoes. Ao mesmo tempo que se procede a
criacao das fémeas assim isoladas, poderéo criar-se machos e fémeas con-
juntamente, em gaiolas apropriadas de rede com 15 ou 25 cm de aresta.

0 procedimento para a manutengao &, em tudo, semelhante. As gaiolas su-
portam, em condigoes aceitaveis, 50 machos e 50 fémeas ou 100 machos e
100 fémeas, respectivamente. 0O algodgo sera colocado, neste caso, sobre a
rede na parte superior da gaiola. Nas experiéncias que efectuamos utili-
zamos fémeas isoladas e fémeas mantidas conjuntamente com os machos. Este
procedimento tem a vantagem de permitir, simultlneamente, a deteccao dos

caracteres autogénico e esténogamico.

3 - TECNICAS DE DISSECGAO DOS OVARIOS E DAS ESPERMATECAS

Ao fim de vinte dias, as fémeas sao anestesiadas com éter eti-
lico ou cloroformio e colocadas numa 14mina de vidro com uma gota, nao mui-
to abundante, de sorofisiologico. A disseccao é feita ao estereomicroscopio
(Wild Ms), no nosso caso) com o auxilio de 2 agulhas. Com uma delas, segu-
ra-se o exemplar e, com a outra, faz-se uma ligeira pressao entre o VIII
e o IX segmento abdominal de modo a separa-los. Esta operacao é executada
com a extremidade do abdomen mergulhada no 1iquido fisiologico. Fazendo
uma ligeira trac¢ao dos dois ultimos segmentos, logo surgem os ovarios e
as espermatecas ( no genero Aedes em numero de trés). A iluminagao do es-
tereomicroscopio deve ser feita de modo a conseguir-se um contraste que
favoreca a observagao dos foliculos ovaricos e das espermatecas. Apos pro-
cedermos a separagéo e limpesa do material dissecado, coloca-se uma lame-
la com uma gota de soro fisiologico sobre o todo e procede-se a sua obser-
vagao, ao microscépio 6ptic0 (neste caso LEITZ SM LUX). Esta observacao,
permite determinar o grau de desenvolvimento dos ovocitos, de acordo com
a escala de Christophers (1911) e verificar se as espermatecas se encontram
cheias ou vazias de espermatozoides. Esta técnica permite também o isola-
mento e o exame dos ovariolos, separando-os do oviducto interno. Deste mo-
do, pode contar-se o numero de dilatacoes do foliculo, avaliando-se assim
quantos ciclos gonadotroficos a [émea realizou.

A autogenia é determinada pela carga em vitelo nutritivo exis-—
tente nos foliculos ovaricos ao vigésimo dia ou através das posturas que
as fémeas eventualmente efectuem, nesse periodo. Considera-se como auto-
génica toda a fémea que apresente um ou mais ovariolos desenvolvidos para

além do estado III da escala de Christophers, inclusive.
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Por vezes, € necessdrio fornecer-mos refeigoes sanguineas as
[Cmeas em experimentacgao, recorrendo a coelhos, pombos ou outros animais
de laboratério. No desenvolvimento do presente trabalho, alimentdmos al-
pumas dezenas de fémeas nos nossos hragos. A Fémea & aspirada e colocada
numpequeno tubo de vidro e posta em contacto como corpo do dador (geral-
mente na parte ventral dos pulsos) demorando de L a3 minutos para se en-
porgitar, de acordo com a sua apetbneia,

Para obtencao das posturas procedemos ao isolamento das [émeas
e tubos de vidro comcerca de Zem de didmetro e 6 cm  de comprimente, ten-
do no fundo um pedaco de algodac humedecido, coberto com uma rodela de
papel de filtro. A abertura é tapada comum pedago de paze fixada com elas-
Lico,

As montagens e observacao do material sao realizadas ao estereo—
microscopio e ao microscopio éptico. As larvas do 4% estado sao montadas
no meio de montagem polivinil-cloral-formo-fenol (PCFRY (Ribeiro,1962), a
base de alcool polivinilico, Gue se tem revelado de grande eficacia por
aliar a uma secagem relativamente rapida um ficil manuseamento,

Procedemos também a montagem de ovos, neste meio,tendo obtido
bons resultades. As ldminas sao guardadas em livros porta lAminas apropria-
dos com capacidade para 400 unidades. Os adultos sao montados em duplo al~
Pinete, etiquetados e espetados com o asuxilio de uma pinga de "Cresson"

;) caix&;ontomolégicas que podem albergar cerca de 70 exemplares,

A fim de evitar a instalacao de fungos ou a penetracao de insectos
NnoCivos para as COIQCQSes, as caixas sao pinceladas interiormente, no in{cio,
¢, periodicamente, com um soluto fungicida, composto por benzina,naftalina

tipo, creosota e cristais de timol.

4 - TECNICA DE FECUNDACAO ARTIFICIAL

Com @ finalidade de obtermos posturas de ovos viaveis, procede-~
Hos A fecundagao artificial ou cépula forgada das fémeas usando a recnica
e Mac Daniel e Horsfall {1957y,

Para a sua execucao devem utilizar-se machos jovens (48 horas)
cuja genitalia renha feito a rotagao completa e com algumas horas de Jjejum.
(s machos sao recolhidos com o auxilio de um tubo de borracha de pequeno
cilibre, munido de uma pipeta de vidro na extremidade, sendo ligado & trom-

pa de vacuo ja referida. Sao atravessados lateralmente, ao nivel do torax,
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com uma agulha de dissecgao. Seguidamente sao decapitados e desprovidos

das patas. As fémeas, com cerca de 48 horas, sao anestesiadas em vapores

de éter. Durante a operagao elas sao '"fixadas" e mantidas pelo mesonoto,
com o auxilio do tubo capilar assinalado, ligado a trompa de vacuo, re-
pulando-se a aspiracao com suavidade, através da torneira de agua. A co-
pula é realizada sob observacao estereomicroscopica. O macho é colocado
perpendicularmente ao eixo longitudinal da f{émea, colocando-se a extremi-
dade ventral do abdomen desta, entre os forcipulos do macho. Estes, fecham-
se rapidamente, abrindo-se em seguida, amplamente. A faloteca projecta-se
para o exterior, o pénis desenvagina-se e penetra no orificio vaginal. O
macho é entao basculado dorsalmente no prolongamento da fémea. Uma peque-
na tracgao para tras permite a desenvaginacao completa dos Ultimos segmen-
tos do abdomen. A inseminacao dura alguns segundos, sendo a fémea seguida-
mente colocada numa gaiola ou em tubos servindo de bergarios.

Com esta tecnica, no nosso laboratorio, obtivemos a inseminagao |

de 4 fémeas, utilizando 1 so macho.
Para além destas técnicas e métodos, procedemos ainda a analise

biométrica e enzimatica do material colhodo.

5 -TECNICAS MORFOMETRICAS

Sendo aceite que o conjunto dos dados morfoldgicos, ecologicos,
1isi016gjcos e outros, caracteristicos de um determinado grupo taxonomico
¢ de grande importdncia para a compreensao do seu passado e dos mecanismos
responsaveis pelo seu "status" actual, facilmente nos apercebemos que para
a caracterizacao de qualquer entidade taxonomica e para a comparagaoobjecti—
va de varias entidades é imprescindivel a utilizacao de métodos quantitati-
vos de analise dos dados qualitativos ou quantitativos obtidos. Assim, do
ponto de vista biométrico aplicamos as amostras recolhidas a analise mono-
factorial dos ovos, larvas do 42 estado, pupas e adultos. Para as larvas
achamos de interesse a utilizacao da analise discriminante que permitiu a /
obtengao de uma fungao discriminante para as larvas do 4¢ estado de Aedes

detritus (A) e Aedes detritus (B), especies gemeas detectadas na nossa cu-

licideofauna, através do presente estudo.

6 - TECNICAS ELECTROFORETICAS

A analise de alguns sistemas enzimaticos, efectuada sobretudo em
exemplares adultos, foi feita por meio de electroforese, usando como subs-

trato o gel de amido.
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Esta permite a revelacao de certas diferencas existentes na constituicao
. e g R P A
quimica das proteinas. Uma vez que cada proteina ou cada cadeia polipepti-
i ) j . o ~
dica esta sob a dependénca de um gene,e possivel detectar modificagoes que
. . - L N - . - . -
ncorram no gene em si, isto e, ac nivel da cadeia de acido desoxiribonucledi-
S . . . .- o -
co. Efectivamente, cada cadeia polipeptidica resulta da concatenagao de
Acidos aminados. Sendo estes moleculas carrepadas eléctricamente, as pro-

S R85 - R
compoem sao-no igualmente. bujeitas a um campo electrico,

Leinas %u“

¢las deslocar-se-ao com velocidades Lanto maiores quanto a sua carga seja
elevada. Caso se produza uma mutagao no interior de um gene (substituicao
de um nucleotide por outro, deleccao ou adicao de um ou mais nucleolidos),
havera lugar na proteina que ele codifica a mudancga de pelo menos um aci-
do aminado. Se o acide aminado original é substituido por um outro com uma
carga eléctrica diferente, entao a carga global (ou carga bruta) da protei-
na, sera tambem modificada, Assim, a nova proteina tera uma mobilidade electro-
forética diferente, Segundo (Harris,]970;Schaw,1970) estima-se que sdmente
um ter¢o das mutagoes modifica a carga global da proteina. As proteinas mu-
tadas sao designadas por aloproteinas ou proteinas alelomdrficas ou ainda
alozimas se a proteina possuir uma fungao enzimatica (Prakash et al.,1969).
A técnica utiltizada foi a seguinte:

A electroforese & realizada sobre um substrato de gel de amido "Sigma",
hidrolizado. Cada gel é colocado num molde de plexiglass de 19x21x! cm. As
solugaes tampaes utilizadas sao as descritas por Selander et al. (1971)

Tampao gel (pH 8,0) : 22,89 mM tris
5,22 mM acido citrico

ou seja: 2,77 g de tris

1,10 g de acido citrico monohidratado

diluicao em um litro de ﬁgua desionizada
Tampao eléctrodos (pH &,0) @ 0,687 M tris

0,157 M acido citrico

cu sejar 83,7 g tris

30,0 g acido citrico monohidratado

diluigao em um litro de agua desionizada
Tampﬁo GOT ey.GPD (pH 8,0) : 0,2 M tris-HCl e Mdh
ou sejar 24,2 g tris

diluicac em um litro de agua desionizada, ajustar a pH

8,0 com HC1 concentrado.




Mistura fixadora: uma parte de acido acético
cinco partes de metanol

cinco partes de agua desionizada

Preparagao dos gels:

Num Erlenmeyer de 1 litro contendo 45 g de amido adicionado de
alguns miligramas de E.D.T.A., vertem-se 450 ml de Tampao "Gel'". Coloca-
se o0 conjunto sobre uma chama forte, agitando constantemente. O tempo de
"cozedura" oOptimo depende, em parte, do amido utilizado. O gel é em segui-
da desgazeificado, com a utilizacao de uma trompa de vacuo e vertido para
um molde em plexiglass. Deixa-se arrefecer e cobre-se com plastico fino a
fim de evitar a dessecagao. Estes gels, podem ser utilizados apos exposi-

cao de cerca de 12 horas, a temperatura ambiente.

Preparagao das amostras:

Cada mosquito é colocado numa cavidade de uma placa de plexiglass
que contém 30 orificios cilindricos de 2 mm de didmetro e 5 mm de profundi-
dade. Em cada orificio sao introduzidos 15 pl de agua desionizada, com o
auxilio de uma micropipeta regulével ou uma seringa e agulha hipodérmica.

0 mosquito e esmagado com uma vareta de vidro aplicada a um motor
eléctrico com movimentos rotatorios rapidos eregulaveis. O mesmo efeito po-
de ser obtido, segurando firmemente a vareta entre os dedos polegar e indi-
cador da mao e efectuando movimentos de rotagao dextrogiros e levogiros,
alternadamente. £ necessario esmagar totalmente o insecto, mas nao se deve
prolongar este tratamento,pois uma elevacao de temperatura podera desnaturar
certas proteinas. O extrato que assim se obtém é absorvido por pequenos
rectdngulos de papel de cromatografia Whatman n®3 de 3x10 mm,que se intro-
duzem individualmente em cada cavidade. Logo que estes absorvam todo o
extrato, sao retirados com uma pinga e colocados, verticalmente, numa fen-
da praticada a 5 cm do bordo do gel que ficara do lado do catodo. Nesta fen-
da depositam-se algumas gotas de azul de bromofenol (é suficiente molhar a
ponta do bisturi), corante que tem a propriedade de migrar como a proteina
mais rapida. Quatro ou cinco destes papéis contém extrato de mosquitos tes-
temunhas. A estes mosquitos servindo de testemunha, foi determinada a mobi-
lidade electroforética da enzima estudada. No nosso caso, utilizamos, de

inicio, exemplares adultos de Aedes (0.) caspius (pallas,1771) estirpe do

Cairo autogénica, gentilmente cedida pelo Professor Rioux, da Faculdade

de Medicina de Montpellier. Posteriormente, passamos a utilizar Aedes




(0.) detritus (Haliday,1833) de Rio Maior, por apresentar mobilidade electro-

foretica idéntica a da estirpe de Aedes caspius do Cairo, relativamente as

enzimas ensaiadas,

Electroforese propriamente dita

0 molde contendo o gel de amido é colocado sobre duas tinas com

eléctrodos, cheias de solugao tampao apropriada. Na nossa experiéncia usamos

uma solugao de "Tris-citrato" de pH 8,0. Os eléctrodos de platina, mergulham
nesta solucao e sao ligados a bornes de uma fonte alimentadora de corrente
continua (modelo "Gelman" 500 V, 125 mA). O contacto entre o gel e a solugao
tampao é assegurado por intermédio de dois rectidngulos, de tecido esponjoso
sintético. Os rectdngulos, dobrados em &ngulo recto, mergulham uma parte na
tina com os eléctrodos e a outra parte ao longo de todo o comprimento do gel.

Com os valores de pH com que trabalhamos, as amostras foram coloca-
das do lado do catodo e a electroforese decorreu com uma tensao aproximada
de 100 volts. Durante a experiéncia, deve ajustar-se, continuamente, a inten-
sidade da corrente a 100 mA.

Para evitar que as enzimas contidas em cada amostra se desnaturem,
é necessario realizar a electroforese a baixas temperaturas., Para isso, cobre-
se o gel com uma placa de vidro sobre a qual se coloca um tabuleiro metalico
(aluminio,por exemplo) contendo gelo em pedacos a que se podera adiccionar sal
de cozinha,para baixar o seu ponto de fusao. Nestas condigaes, a migragao
dura entre 5 a 8 horas, considerando-se como suficiente logo que o azul de
bromofenol, tenha migrado cerca de 7 cm. O gel é entao cortado em 4 fatias
de 2 mm de espessura, utilizando uma espécie de "serrote" fabricado com cor-
da de guitarra, bem esticada, por meio de um parafuso. As fatias superior e
inferior (lmm) sao eliminadas. Este processo,permite estudar quatro sistemas
enzimaticos por gel, para as 30 amostras da experiéncia. No 1aQ9£g§6r;g_de
eclectroforeses da Faculdade de Medicina de Montpellier (Prof.Rioux) e no
Laboratorio de electroforeses da Faculdade de Ciéncias de Montpellier (Dou- |
tora N. Pasteur) ensaiamos diversos sistemas enzimaticos. Porém, para o ma- |
terial em estudo, concluiu-se que era desnecessario prosseguir o trabalho com ;
todos os sistemas até entao postos em pratica, uma vez que o %-GPD e o GOT-2 |
se revelaram suficientemente discriminantes para as especies de mosquitos em
analise. Assim, tornou-se mais facil e muito menos onerosa a nossa tarefa.

Por tal motivo, em Portugal, ensaiamos somente o4 GPD e o GOT-2

(que abordaremos seguidamente, de modo sucinto.
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& — Glicerofosfato dehidrogenase (o-GPD)

Nos invertebrados, em principio, encontram-se na cadeia de oxida-

cao celular doisa-Glicerofosfato dehidrogenase, umg no citoplasma ¢ cutrol

nas mitecdndrias. A reacgao & a seguinte:

~- Glicerofosfato Fosfato de dihidroxiacetona

Enzima

Tecnica de coloracgaoc

Coloca-se a fatia de gel na tina que contém 40 ml de uma solucac
de tampao Tris-HC1 0,05 M com pH 8,0, a qual se acrescentam 100 mg de Gli-
cerofosfato (Sigma), 1 ml de solucac de Nicotinamida-Adenida-Dinucleotideo
(N.A.D.) (Boehringer) a 1% e 1 ml de sclugao a 1% de Nitro-Azul-Tetrazolio
(N.B.T.) (Sigma) e 4 gotas de uma solucao a 1% de Metasulfato de Fenazina
(P.M.S.) (Sigma). Efectivamente, cora-se o iao HY que aparece. O NAD é a
coenzima, od-Glicerofosfato o substrato, sendo o PMS um transportador de
eclectroes. As manchas correspondentes ao «Glicerofosfato dehidrogenase, apa-
recem em cerca de meia hora. Finalmente, pode fixar-se o gel e arquivar-se

num frigerifico.
- Glutamato-oxalacetate transaminase (GOT-2)

As transaminases catalizam a transferéncia de grupos aminas (pro-
cesso chamado transaminagéo). Fsta transaminacac necessila da presenga de
uma coenzima, papel aqui desempenhado pelo 5" - Fosfato piridoxal que assce-
sura a transferéncia, tornando-se transitoriamente Fosfato de Piridoxamina,

segundo 8 reacgao:
Acido ~ cetoglutarico + Acido aspartico

A Fosfato piridoxal
Fosfato Piridoxamina

Fosfato piridoxal

Acido glutamico + Acido oxalacético




Tecnica de coloracao

Em 40 ml de tampao Tris-HCl 0,05 M, pH 8,0, dissolvem-se os seguin-

tes produtoes:

200 mg de Acido aspartico (Bolheringer)
100 mg de Acido cetoglutarico (Boheringer)

10 mg de 5% Fosfato piridoxal (Sigma)

0 pH desta solugao nao deve ser inferior a 7,05 os  ajustamentos
30 feitos com uma solucao de Tris. O gel ¢ colocado em 40 ml desta solucao
A temperatura ambiente. Ao fim de 25 minutos, acrescenta-se 150 mg de "Fast
blue BB"™ (Sipgma) que dissolvemos o melhor possivel. As manchas corresponden-
tes aos dois Glutamato-oxalacetato-transaminase, surgem apos cerca de cinco
minutos. Passados quinze a vinte minutos, pode proceder-se a lavagem do gel

Ccmoagua corrente ¢ a sua [ixagao e arquivo.

7 - DESCRICAO DAS ESTACGES DE COLHELTA DO MATERIAL ESTUDADO

0 mapa 3 assinala as estagoes de colheita de Aedes detritus e

de Aedes caspius.

A - Lsposende
Criadouro de caracter temporario constituido por depressoes no terrenc,
junto a foz do rio Cavado. Na bordadura existe vegetacao diversa, predomi-

nando Juncus maritimus associado aos locais de postura. A Agua apresenta va—

riagoes na salinidade ao longo do ano (figura 3), tendo-se registado um mi-
nimo de 42,09 g/litro de NaCl, em Fevereiro e Maio, respectivamente. 0 local
¢ dinundado periddicamente pelas aguas do rio. Porém, as colecgoes que subsis-
fem mais tempo sao originadas pelas aguas das chuvas que se acumulam nas.zo-
nas mais elevadas e afastadas da foz. O local ¢ utilizado para pastagen,
sendo frequente a permanéncia de bovinos que constituen uma excelente {onte

alimentar para os adultos de Aedes detritus ¢ de Aedes caspius que vao aclo-

dindo,

B - Lagea de payramos

Esta lagoa e de caracter permanente, embora em certos meses do ano ha ja
um abaixamento significativo das suas aguas, ficando reduzida praticamente

# pequenas valas de drenagem. As aguas sao saldbras sofrendo a influéneia




das marés e de um pequeno ribeiro que nela desagua. A vegetacao é exuberante
¢ composta fundamentalmente por Juncus sp., em estreita associagao com os
locais de postura dos mosquitos. O local é frequentado por aves e mamiieros,
sendo contiguo a um campo de aviagao militare junto a praia. As salinidades
encontradas no perlodo em que se realizaram as colheitas (figura 4), oscila-
ram entre 0,93 e 13,0 g/litro de NaCl, em Setembro e Abril, respectivamente.
Na foto n?.1 pode observar-se uma das muitas colecgoes de agua da Lagoa de
Paramos que constituem um excelente criadouro das especies halolilas em estu-

do.

C - Torrao do Lameiro

L.ocal situado nas margens da ria de Aveiro, constituindo extensos

pauis, onde proliferam Juncus maritimus, Arthrocnemum perene, junte a raiz

408 quais as {émeas de Aedes detritus e de Aedes caspius depositam, frequen-

temente, 08 seus ovos. As aguas sao saldbras e os criadouros Lemporarios.

As depressces no terreno, quando secas, serven para pastagem e agricultura,
sobretudo a cultura do milho. As chuvas aumentam substancialmente esta area
de criacao e, misturando as suas éguas COMm égua saldbra da ria, fazem baixar
consideravelmente o seu teor em NaCl. As salinidades observadas (figura 5),
variaram entre 0,23 e 30,74 g/litro de NaCl, em Janeirc e Abril, respectiva-—

mente,

D - Rio Maior
As marinhas de Rio Maior tém a particularidade de distar da costa
atléntica cerca de 25 quilometros., Sao exploradas ha varios séculos e cons-

Lituem um optimo criadouro, no interior do territoric, para Aedes detritus

que al deve ter sido introduzido pelo Homem, nas formas imaturas (ovo,larva
ou pupa). A paisagem circundante ¢ tipicamente rural, com diversas culluras
(vinha, arvores de {ruto, produtos horticolas variados). A uxp)orug&o das
salinas ¢ feita a partir de aguas interiores (minas de salgema) trazidas a
superficie por meio de molores eléctricos, adapatados aos  pogos. Esta agua
¢ conduzida para tanques {talhos) em cimento, onde se da a evaporagao e {or-
migao do sal. Nao existe qualquer tipo de vegetacao associada aos tanques o
que torna um tanto ou guanto incaracteristico o local de deposicao das pos-

turas, de Aedes detritus,
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Alias, esta 6 a unica espécie presente nestas colecgoes de agua, em que

a salinidade é, geralmente, alta. Dadas as suas caracteristicas um tanto
peculiares ( afastamento da costa, auséncia de vegetagao, alto teor sali-
no das suas éguas) decidimos estudar mais detalhadamente a variaqgo da au-
togenia nesta estagao, o que foi facilitado pela sua relativa proximidade
de Lisboa. Os doseamentos de NaCl (figura 6) deram os valores de 69,56 e
18,1 g/litro, como maximo e minimo, nos meses de Novembro e Fevereiro,res-
pectivamente. A foto n°. 2 da uma ideia do tipo de salinas e das diferentes

coleccoes de agua existentes.

E - Pancas

Criadouro constituido por valas de irrigagéo das salinas, do lo-

cal denominado Vasa Sacos. Predomindncia de Phragmites sp., Atriplex portu-

caloides, Arthrocnemum fruticosum e Arthrocnemum perene na bordadura das va-

las, o que facilita excelente suporte para as posturas ai colocadas pelas

fémeas de Aedes detritus e de Aedes caspius. Toda a area ¢ de pastagens e

agricultura. Em Fevereiro as aguas tinham um teor salino de 10,24 g/litro

e, em Margo, 16,13 g/litro de NaCl.

F - Apuas de Moura

Local constituido por salinas servidas por valas de agua salgada
proveniente do oceano. Nas margens observa-se vegetaggo tipicamente halofi-

la, sobretudo A. fruticosum e A. perene. Esta zona ¢ essencialmente de ca-

racter agro pecuario, com forte componente do sobreiro (Quercus suber) e
de extensos arrozais. 0 teor das éguas em NaCl doseado foi de 54,77 g/1 em

Fevereiro, 22,09 em Janeiro e 9,54 g/litro em Dezembro.

G- Milfontes

Este criadouro situa-se junto a foz do rio Mira, numa depressao
com caracteristicas de vale e é constituido, fundamentalmente, por valas
profundas de abastecimento de agua as salinas, al existente. Alem da agua
do oceano, algumas das valas sao tambem supridas com a agua das chuvas,por
longos periodos. Das flutuagoes do nivel das aguas e da mistura agua doce/
agua salgada, resulta uma acentuada variacao do teor em NaCl, ao longo dos
meses do ano, atingindo-se o valor maximo (73,7 g/1) em Junho e um minimo

(2,1 g/1) em Dezembro, conforme se pode verificar consultando a figura 7,
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Pelas suas caracteristicas particulares, esta estagao serviu também, tal
como a de Rio Maior, para estudos mais regulares sobre a variacao da auto-
penia. A foto n?.3 fornece uma panordmica dos locais de criacao de Aedes

detritus, espécie B e de Aedes caspius, espeécie associada.

H- Lagos (Meia Praia)

Local constituido por valas de agua salgada proveniente das mares.,

Nas suas margens existe Arthrocnemum perene e A. fruticosum em grande den-

sidade e Juncus maritimus. As aguas misturam-se facilmente com as das chuvas

na época propria. Aquando da ocorréncia de marés vivas, ha inundacao dos
terrenos mais elevados em que a agua permanece algum tempo, dando lugar a
proliferagao de locais de criagao de mosquitos. Esta area é de natureza tu-
A3 . . . o L3 - .

ristica, embora ainda subsistam exploragoes agricolas e alguma pecuaria.

Os doseamentos efectuados ao longo de quatro anos consecutivos
(figura 8), forneceram um valor maximo para o teor de NaCl em Novembro (71,20
£/1) e um minimo em Janeiro (5,26 g/1). A foto n®, 4 ilustra os locais de

criagao, nesta zona.

I - Faro (Ludo)

Salinas existentes na reserva natural do Ludo, junto a faixa ma-
B . L N . i
ritima em terrenos agro-pecuarios. As valas de abastecimento sao profundas

¢ revestidas por Arthrocnemum perene e A. fruticosum. Existem ainda Juncus

maritimus e Atriplex portucaloidas. Ha uma vasta area de sapal em que pre-

dominam A. fruticosum e A. perene servindo de excelente criadouro para Aedes

detritus e Aedes caspius.

A influéncia das mares faz-se sentir periddicamente com abaixamen—
. L3 - . - N ]
to e subida do nivel das aguas nas valas mais profundas,o que reduz signifi-
cativamente a presenga das especies halofilas. No sapal ha mistura de agua
b3 ~ - 1 .
das chuvas que al permanece acumulada, fazendo baixar o teor salino das
aguas. No entanto, € em pequenas colecgoes existente nestas zonas que melhor
se desenvolvem as larvas dos mosquitos. A salinidade das aguas (figura 9),
r . = i . o P -
revelou um minimo de 2,45 g/l de NaCl em Janeiro e um maximo de 131,88 a/l,

em Maio. A foto n°. 5 mostra o tipo de criadouros existentes nesta estagao.

62




J - Castro Marim

Criadouro situado na reserva natural de Castro Marim, em grande
parte constituido por sapal e salinas onde proliferam varias espécies ve-

getais halofilas, tais como: Atriplex portucaloides, Arthrocnemum perene,

A.glaucum, A. fruticosum, Juncus maritimus e Juncus subulatus. Esta vege—

tagao esta repartida de acordo com o grau de salinidade dos terrenos. Nas
zonas de maior concentracao salina (valas e leito das salinas) existe A
glaucum, bem adapatado a estas salinidades altas, énquanto que Juncus ma-
ritimus se apresenta nas zonas de menor teor em NaCl. Tal diversidade flo-
ristica, com sucessges ao longo do ano, confere um excelente suporte fisi-

€O para as populacoes halofilas dos mosquitos (Aedes detritus e Aedes cas—

Pius que depositam os ovos nas anfractuosidades destes terrenos, preferen-
cialmente junto &s raizes das plantas.

Esta estagao relne boas condigoes para a criagao, manutencao e
propagagao das espécies assinaladas, que ai atingem elevadissimas densida-
des. 0 teor em NaCl (figura 10), nas amostars de égua doseadas, deu valores
de 4,79 g/1 em Janeiro e o maximo de 50,97 g/1 em Junho. A foto n®.6 mos-

tra diversos aspectos das areas de criagao destas espécies halofilas.
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T

l.ista das localidades de colheita

A lista abaixo, fornece as coordenadas e a altituda aproximadas

dos locais de colheita citados no texto e assinalados no mapa 3.

Localidades Latitude Longitude Altitude

(N) (W) (m)
Aguas de Moura 382 35' 82 41°' 25
Alcacer do Sal 382 22! g% 31" 50
Aveiro 40° 40" 82 43" nivel do mar
Aviz (10 kms NW) 392 06' 72 58' 150
Caminha 412 22 82 55' nivel do mar
Castro Marim Jre 15" 7¢ 27" " 4
Conceigao de Tavira 37¢ 09' 7% 37! 50
Elvas 382 53! 72 10" 200
Esposende 419 30' 89 48" nivel do mar
Estuario do Sado 382 25! 8¢ 38' 50
Ferragudo 3re of 82 31' nivel do mar
Ferrel 392 18' 9¢ 15' " "
Figueira da Foz 402 08" 8¢ 52' " g
Foz do Arelho 392 20' 92 1o 5 "
Lagoa 37¢ 09' g8e 25' " "
Lagoa de Albufeira 382 35! 9¢ 00' " "
Lagoa de Obidos 392 20' 9¢ 12 50
Lagoa de Paramos 402 57! 82 40' nivel do mar
Leca da Palmeira 412 10 ge 37" 50
Ludo (Faro) 372 01 7¢ 57! nivel do mar
Meia Praia (Lagos) 37e 07 82 41 nivel do mar
Montemor 382 38! 82 11' 200
Monti jo 382 43! 92 00' 50
Mora 382 57! 82 08" 100
Odiaxere 372 09' 8¢ 39' 50
Odivelas 382 10 g2 p7° 50
Olhao 37¢ 02 7¢ 51 nivel do mar

Pancas 38¢ 52! 9¢ (8! " "




Peniche

Penina

Portimao

Povoa do Varzim

Praia da Areia Branca
Ribeira da Faniga
Ribeira da Gema
Ribeira de alcantarilha
Ribeira de Odivelas
Ribeira de Tera

Rio Lavre

Rio Maior

Salir do Porto

Seixal

Setubal

Tavira

Torrao do Lameiro
Troia

Vila Franca de Xira
Vila Nova de Milfontes
Vila Real de Santo Anto-

nio

37¢
372
379
41¢
a9
382
37¢
37
38¢
389
age
334
398
358%
389
37¢
40°
38¢
9%
37=

gye

Y
06'
08'
24"
1L.5*
50"
50"
08'
15"
50"
45"
221
19!
40"
33!
o7t
50"
30"
00'
42"

11!

79
8¢
8¢
82
ge
82
8¢
82
8¢
72
8¢
8¢

99
89
79
89
89
ge
89

79

51"
30"
32!
S0t
82
12"
28!
21!
22"
44"
25
43"
10'
10"
55
a9
40"
50'
00'
47"

26"

nivel do mar

nivel do mar
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Fot. n® 1 - Aspecto de uma coleccao de agua que constitui

um local de criacao de larvas de-Aedes detritus

e de Aedes caspius, na Lagoa de Paramos.

Fot. n® 2 — Marinhas de Rio Maior. Local de criacao de Aedes
detritus, nos tabuleiros (talhos) de fabricacao

do sal.
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Fot. n? 3 - Local de criacao de Aedes detritus e de Aedes

caspius, em salinas existentes no rio Mira, Mil-

fontes.

Fot. n? 4 - Vala de agua salgada, em Lagos (Meia Praia), lo-

cal de criagao de Aedes detritus e de Aedes cas—

plus.
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I

Fot. n? 5 - Reserva do Ludo (Faro). Local de criacao de

Aedes detritus e de Aedes caspius.

Fot. n? 6 - Salinas de Castro Marim. Aspecto geral dos lo-

cais de criaggo de Aedes detritus e de Aedes

caspius.
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PARTE V

RESULTADOS

1 - ESTUDO ELECTROFORETICO DE SISTEMAS PROTEICOS EM AMOSTRAS DE
POPULACOES PORTUGUESAS DE AEDES DETRITUS E DE AEDES CASPIUS

Os resultados dos ensaios realizados em Montpellier com amostras

da populacao de Aedes detritus de Rio Maior foram, em certa medida, anima-

dores por se tratar de uma populagao interior, vivendo em aguas proveni-
entes de uma mina de sal gema, a cerca de 25 quilometros da costa atlén-
tica como ja referimos o que & pouco comum nesta espécie, essencialmente
restrita aos criadouros costeiros. Tais resultados, revelaram a presenga

de uma populagao altamente monomorfa, reflexo de um elevado grau de endo-

gamia, provavelmente devido a uma introdugao bastante antiga numa area que
constitui como que um isolado geografico relativamente a costa atléntica,
concretamente a regiao de Peniche, onde esta espécie existe, com bastante
frequéncia, nos criadouros habituais (sapais,pauis,salinas e outros).
Esta populagao revelava caracteristicas idénticas as da Camarga

(Franca) e as do norte de Africa (Marrocos e Tunisia) relativamente aos
loci ®-Gpd,Got-1 e Got-2, correspondendo a espécie A do complexo do Aedes
detritus, assinalado nestes ultimos paises. Dado saber-se tambem da existén-

cia da espécie B do mesmo complexo, nos paises atras referidos, haveria

que saber se ocorria semelhante caso com as populagaes portuguesas de Aedes
detritus, pois, caso se confirmasse essa suspeita, todo um vasto trabalho
de sistematica morfologica e de ecologia, seria interessante desenvolver,
com a finalidade de contribuirmos para um melhor conhecimento da distribui-
cao das duas espécies do complexo na regiao Paleartica e, igualmente, de-
tectarmos eventuais diferencas a varios niveis (morfolégico, ecofisiolégicas
e etologicas) que permitissem melhor discriminar estas especies.

Assim, empreendemos o estudo electroforético de alguns sistemas

enzimaticos nas populagoes portuguesas de Aedes detritus, apoiando-nos,

entretanto, no trabalho por nos desenvolvido, em Montpellier.

Quanto ao Aedes caspius, nao foi julgado oportuno o seu estudo a

nivel electroforético, dado termos canalizado os recursos técnicos e finan-
ceiros disponiveis para prosseguir-mos o trabalho ja iniciado com Aedes

detritus. Acresce ainda o facto de sobre Aedes caspius nao existirem estudos




desenvolvidos, neste dominio, o que dificultaria a analise dos resul-
tados que obtiveéssemos, uma vez que nao somos especialistas nesta matéria.

Dai termos insistido na analise electroforética de Aedes detritus de diver-

sas regioes geograficas de Portugal.

Os resultados obtidos constam nos quadros I a IX. Pela sua obser-
vagao, pode verificar-se que foram ensaiados 2 204 mosquitos adultos resul-
tantes das 10 estagoes de colheita, ao longo da costa portuguesa, de Espo-
sende a Castro Marim. Nas estagoes de Rio Maior e de Milfontes procedeu-se
a observagao de 115 larvas e de 25 pupas e 78 larvas e 36 pupas,respectiva-
mente, conforme consta no quadro VII. Na amostra ensaiada em Montpellier,
foram estudados dez loci enzimaticos: d%émesterase, a glicerofosfato de-
sidrogenase, dois glutamato oxalacetato transaminases e uma fosfoglucose
isomerase. Em Portugal, so se utilizaram ad.Gpd e a Got-2, que em Franga
se revelaram 100% discriminativos para a amostra da populagao de Aedes
detritus de Rio Maior ensaiada. Por este processo, conseguimos atingir os

objectivos propostos, com um dispéndio de verbas significativamente menor.

G St i

Resultados

®. glicerofosfato desidrogenase (o{-GPD)

Segundo Pasteur et al.(1977), nas espécies de mosquitos até agora
estudados, existe somente uma enzima com actividade de glicerofosfato de-
sidrogenase. Esta enzima é codificada pelo locusX:Gpd e possui quatro ale-
los codominantes: q-GpdA, o.~Gde, d-GpdC, o(.GpdD (lj.

0 «Gpd (glicerofosfato desidrogenase) de Aedes detritus, € uma

enzima de estrutura molecular dimérica: o fenotipo electroforético dos he-

terozigoticos manifesta, neste caso, trés bandas.

Glutamato oxaloacetato transaminases(GOT)

Nos eucariotas, existem sempre duas glutamato oxaloacetato tran-
saminases codificadas por loci distintos: umcé especifica. das mitocédndrias

e o outro do citoplasma. Em Aedes detritus, estas enzimas revelam uma mo-

bilidade electroforéetica positiva, nas condigoes experimentais por nos uti-
lizadas. A enzima de maior mobilidade electroforetica aparece fortemente
corada. Ela é codificada pelo locus Got-1 que possui quatro alelos codomi-

nantes: Got—lA, Got—lB, Got-1C e Got-1D (2). Esta enzima é dimérica: os
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heterozigéticos, tal como comoGpd, manifestam trés isozimas. A banda de
menor mobilidade cora-se com certa dificuldade, nas condicoes que experi-
mentamos. Ela é codificada pelo locus Got-2. Nas populagoes portuguesas
estudadas, foram detectados dois fenotipos: um rapido (Got-2R) e outro
lento (Got-ZL). Nao se detectou qualquer fenotipo (Got—2RL) (3). Assim,o0

locus Got-2 revelou-se monomorfo para o alelo Got-2R e para o alelo Got-2L,

(1) - A mobilidade electroforéetica de cada alozima é, respectivamente, de:
1,80, 1,40, 1,00, 0,70. A mobilidade de referéncia corresponde aproximada-—

mente a mobilidade da glicerofosfato desidrogenase de Aedes caspius (Pall.),

estirpe do Cairo que é 1,00.

(2) - As mobilidades electroforéticas das alozimas codificadas por estes
alelos sao, respectivamente: 1,50, 1,25, 1,00 e 0,70. A mobilidade de re-

feréncia € a de Aedes caspius (Pall.), estirpe do Cairo.

(3) - A enzima codificada pelo locus Got-2 em Aedes caspius (Pall.), estir-

pe do Cairo, apresenta uma mobilidade electroforética mais fraca que a co-
dificada pelo Got-2L,

Nas populagoes de Aedes detritus de Portugal, foram detectados

cinco fendtipos para o locusd-Gpd, dois deles possuem uma Unica banda corres—
pondendo aos homozigéticosd-GdeB oud-GpdCC. Os outros trés comportam trés
bandas e correspondem aos heterozigoticos dedBC,thdeD,q-GpdAB. Pela obser-
vagao dos quadros I a IX pode verificar-se que dos 2 204 adultos examinados,
1 172 (ou seja 53,2%) revelaram-se homozigoticos para o alelo o{-GpdC e
1 024 (46,47), manifestaram-se homozigoticos para o alelo aﬂGde. Foram de-
tectados oito heterozigoticos (0,36%), para o aleloa&GdeC.

Os resultados obtidos permitem concluir que, tal como em Franga
(Camarga), como no norte de Africa (Marrocos e Tunisia), a espécie nominal

Aedes detritus e, em Portugal, constituida por duas formas distintas. Para

obedecer ao equilibrio da lei de Wardy-Weinberg, sendo as populacoes pan-
miticas, elas deveriam conter cerca de 36% de heterozigéticosﬂ-deBc o que
esta longe de se manifestar nas populagoes estudadas.

Todos os exenlares ded-GpdPB  epsaiados possuem o fenétipo Got-2L
(lento), enquanto que todos os individuosa-Gpd CC, sao quer Got-2R (rapido)
quer Got-2L (50% de cada). Nao foi encontrado qualquer heterozigotico (Got-2

R]"), © que parece indicar que as diferentes populacoes de Aedes detritus

ensaiadas nao se hibridizam facilmente, nas condigoes existentes nas areas

e epocas estudadas. A existéncia de heterozigoticos para o locus ¢Gpd, em-

bora muito reduzida revela um certo grau de polimorfismo para este locus,




nas populagoes tratadas.

Resumindo, e tal como consta nos quadros V e VI, pode concluir-se
através da analise do locus Got-2 que as populagoes portuguesas de Aedes
detritus sao constituidas por dois conjuntos: o conjunto A, que correspon-
de ao fenotipo Got-2R (rapido) e o conjunto B, correspondente ao fenotipo
Got-2L (lento). Na pratica corrente e relativamente a estas espécies, o
preferivel utilizar o locus *-Gpd, uma vez que o locus Got-2 produz uma en-
zima de fraca actividade que torna, frequentemente, dificil a interpretagéo
dos resultados. Pelo contrario, as alozimas codificadas pelo locusoiGpd co-
ram-se fortemente, eliminando praticamente o risco de erro na leitura e in-
terpretagao dos resultados. Alémd mais a quase auséncia ou extrema rarida-
de de heterozigoticos permite estabelecer a ligacao a um ou outro grupo,
de cerca de 999 individuos em 1 000.

Deste modo, utilizando o locus «- Gpd, podem distinguir-se dois
tipos de populacao: o tipo A, em que domina o alelod-GpdC e o tipo B, em
que este alelo e substituido pelo alelo d.Gde. Nos quadros VIII e IX, apre-
sentamos um resumo das caracteristicas das duas espécies portuguesas de Ae-

des detritus, relativamente aos locus«-Gpd e Got-2.

Assim, a espécie A, caracteriza-se por:
- Fenotipo Got-2R
Alelo o-GpdC 99 a 100%

e a espécie B, por:

- Fenotipo Got-2L
- Alelo - GpdB 997

Por uma questao metodologica e por nos termos apercebido, aquando
da analise dos resultados obtidos em Franga, de que a populagao de Rio Maior
nao apresentava heterozigotia, sendo praticamente monomorfa para o locus
4 Gpd, o que pressupunha uma acentuada endogamia, procedemos a um estudo
comparativo das frequéncias dos genotipos em Portugal s.l. e entre as popu-
lagoes de Rio Maior e de Milfontes. Os resultados obtidos, constantes nos
quadros I e II revelaram-se com algum interesse. Assim, em Rio Maior existe
uma populagao em que os individuos pertencem na totalidade a espécie A do
Conlplexxvd‘Gpdloo, Got-2R e nenhum heterozigotico. Em Milfontes existe uma
populacao pertencente a espécie B, o Gpdl40, Gor-2l e 0,267 de heterozigo-
ticos d-GpleO*IAO.

Nas regiSes norte do pais (Esposende, Lagoa de Paramos, Torrao
do Lameiro), as duas espécies A e B, apresentam uma distribuigao em que pre-

domina a espécie B, estando a A fracamente representada, tendo-se detectado
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dols heterozigoticos a-Gpdl00-140 | No centro (Lagoa de Obidos e Pancas),

on dados obtidos sao sensivelmente idénticos aos do norte, nao se tendo
detectado heterozigoticos. A sul (Aguas de Moura, Lagos, Faro, Castro Marim),
di-se uma inversao nos dados obtidos, isto é, a espécie A, passa a ser pre-
dominante, estando a B menos representada, observando-se 4 heterozigéticos

A.Gpd 100-140,

Pela analise dos resultados, pode inferir-se que existe uma certa

tendéncia para uma segregagao espacial, na reparticao geografica dos geno-

lipos. A norte e ao centro (excluindo o caso particular de Rio Maior), ha

uma acentuada predominfincia da espécie B. A sul (exceptuando Milfontes )
predomina a espécie A. Quanto a Rio Maior e Milfontes, estas estacoes alber-
pam somente a espécie A e a espécie B, respectivamente, constituindo-se ai
como que dois isolados geograficos. Estas observagoes estao certamente re-
lacionadas com as diferentes condigoes mesologicas existentes nas varias
regioes prospectadas, o que sera objecto de algumas consideragoes de caracter
geral, nos capitulos seguintes. Todavia, esta aparente segregacao geografica
nao impede a presenca simultdnea das duas espécies, em alguns criadouros
larvares, revelando desde logo que elas podem suportar as mesmas condigoes
mesologicas e ocupar nichos muito semelhantes.

A simpatria exibida, em algumas estagoes de colheita, pode ser ;

/'Jexplicada eventualmente pela existéncia de ligeiras diferencas nos nichos
ecologicos, pela letalidadeb&éé hibridos (caso haja um certo grau de hibri-
, s

dizaggo), ou, mais provévelmente, por intervenggo de fortes mecanismos de
isolamento reprodutor, de natureza pre-copulatoria, como foi detectado por

Coluzzi e Bullini (1971) no complexo do Aedes mariae (Sergent,1903), em que

estes autores mostraram que as duas subespécies geograficas Aedes mariae

mariae e Aedes mariae zammittii Theo.,1903, que davam hibridos, constituin-

do de facto duas espécies validas. Os nossos resultados com as populagoes

naturais de Aedes detritus, utilizando o locus ®-Gpd sao comparaveis aos

obtidos por Coluzzi e Bullini, nas condigoes experimentais com o locus
Pgm (fosfoglucomutase). As mesmas conclusoces chegam Pasteur et al. (1977),

relativamente a Aedes detritus da Camarga (Franga).

Como complemento as analises realizadas, procedemos ao exame
electroforético das formas imaturas (larvas e pupas), provenientes de amos-
tras de R. Maior e de Milfontes. Tal como para os adultos, como se pode ve-
rificar pela observagao do quadro VII, os resultados foram perfeitamente

coincidentes, revelando duas populacoes distintas, a A (d-GdeOO,Got-ZR)
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ealbB (“'Gpdlao, Got-2L), respectivamente, em Rio Maior e Milfontes.

Em sintese, podemos afirmar que estes resultados estao de acor-
do com os encontrados por Pasteuret al. (1977 1978), para as populagoes
francesa e norte africanas desta espec1e e que, consequentemente, existem
em Portugal, pelo menos d01s grupos”de populagoes sexualmente 1so]adas,

aparentemente nao dlferenC1avels morfologlcamente (espec1es gemeas) de

Aedes detritus. Por nao termos tido oportunidade de analizar exemplares

do local tipo da especie nominal Aedes detritus, entendemos ser de boa

etica continuarmos a designar as duas espécies gémeas por A e B, seguindo
o critério adoptado pelos autores franceses referidos.

Através das conclusoces a que chegamos, tornou-se necessario e
de interesse empreender estudos de caracter morfoldgico, ecofisioldgico e
etologico, numa tentativa de estabelecermos critérios discriminantes entre

as duas espécies gémeas de Aedes detritus presentes em Portugal. As figu-

ras A e B, mostram fotografias e esquemas dos fenotipos electroforéticos

do &-Gpd, em diversas populagoes de Aedes detritus de Portugal.
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QUADRO I

Frequéncias dos genotipos para o locus o -Gpd (Portugal s.l.)

localidade  data de Frequéncias absolutas Total da %
'} , colheita do genotipod-Gpd amostra o&GpdCC
CC BC BB BD AB
} I'sposende 25.1.82 - - 60 - - 60 0
1 19.2.82 12 1 93 - - 106 11,32
26382 ik - 23 - - 24 4,16
25.5+82 - - 1 - - 11 0
21wi«83 1 - 26 - - 27 3,70
25:8.83 13 - - - - 13 100
lLagda de
Paramos 25182 d - 10 - - 13 23.07
25.:2.82 1 - 163 - - 164 0,60
25.3.82 - - 7 - - 7 0
26.3.83 - 1 23 - - 24 0
Torrao do
Lameiro 25.1.82 2 - 76 - - 78 2456
20.2.82 g - 36 - - 39 ¥#09
30.4.82 - - 2 - - 2 0
1451082 - - 1 - - 1 0
26.3.83 - - 5 - - 5 0
Lagba de
Obidos 14.5.83 - - 77 - - v 0
Rio Maior 15.10.81 243 - - - - 243 100
12182 4 - - - - 4 100
16:2.82 30 - - - - 30 100
30.3.82 43 - - - - 43 100
19.4.83 14 - - - - 14 100
25.4:83 10 - - - - 10 100
14,4.83 35 - - - - 35 100
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QUADRO I (Continuacgao)
: | 11.6.83 10 - - - = 10 100
- 17.2.83 64 - - - - 64 100
I'nncas 9.1.82 6 - 6 - - 12 50
Apuas de
Moura 11.1.82 11 - 2 - = 13 84,61
Milfontes 7.2.82 - - 12 - - 12 0 3
2.3.82 - - B - = 3 0 ‘
1.4.82 - ~ 47 - 47 0
11.6.82 - = 12 = i o
28.3.83 = - 49 - - 49 0
27.4.83 - 1 29 ~ o= 30 0
15588 - - 22 - o= 22 0
10.12.83 - = 12 =5 12 0
20.12.83 & 1 41 - - 42 0
17.2.84 - ~ 87 - o 37 0
274284 - = 98 = @ 23 0
Lagos 1.2::11:81 61 - 13 - - 74 82,43
5,887 96 = = 36 100
1.4.82 46 - 1 R 47 97,87
21.10.82 100 - - - 10 100
27.3.83 W - B . 27 70,37
26.4.83 M = 1 - 11 90,90
12.6.83 g = = s 9 100
25.8.83 9 - - - - 9 100
Faro 13.11.81 30 - 6 = o 36 83,33
10.2.82 11 11 = m 13 84,61
1.3.82 63 1 7 - - 4 88,73
1.4.82 39 - 36 - o= 75 52
22.10.82 4 1 8 B 13 30,76
3.11.82 98 1 10 - - 108 90,74
27.3.83 29 - 4 - = 33 97,87 !
27.4.83 49 - 14 - - 63 77,77
14.5.83 B = B o= = 59 91,52 ‘
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QUADRO I (Continuacao)

utro Marim 12.11.81
10.2.82
275383
26.4.83
15.5.83

Dudos de Valores
Campo absolutos

observados

% observa-

dos

Hipotese de Valores

panmixia absolutos 1098 487

teoricos

7 de ted-

ricos




QUADRO II

Frequéncia dos genotipos para o locus o-Gpd (R.Maior e Milfontes)

Localidade Data de Frequéncias absolutas do Total da %
colheita genotipo o- Gpd amostra ol- Gpd
ol BC BB DD AB

15.10.81 243
121,82 4
16.2.82 30
30.3.83 43
19.4.83 14
25.4.83 10
14.5.83 35
11.6.83 10
17.2.84 64

Milfontes 74282
2..8..82
1.4.82

11682
28.3.83
27.4.83
15.5.83
10.12.83
20.12.83
172484
27.2.84

C O 0O o 0 0O O 9O 0 0 .

Valores
absolutos 453
observados

7% observa-
dos 61,1 0,26 38,59

Hipotese de Valores
LS absolutos 276 352 113
teoricos

% de teo- 37 48 15
ricos




QUADRO III

Distribuicao dos fenotipos electroforéticos no locus «-Gpd, nas popu-

lagoes portuguesas de Aedes detritus (Portugal s.l.). Os efectivos

calculados correspondem a hipotese da panmixia.

Norte Centro Sul
A= Gpd Obser- Calcu- Obser- Calcu- Obser- Calcu-
vados lados vados lados vados lados

ef. 7 ef, 7 ef. % ef. % ef. % ef. %

_ pd ™ 0 000 0o 0o 0o 0o 0o 0o 0 o0 o
; d-GpleO 36 (6,27) 459 (98,70) 677 (68,28)
j x_GpleO—IAO 2 (0,34) 0 0 5 (045

i A-Gpd *0 536 (93,37) 6 (1,29) 405 (37,25)

: d-GpdlAO_lgO o o 0 o0 O 0 O o0 0O 0 0 o0

QUADRO IV

Distribuigao dos fenotipos no locus d-Gpd, nas populagoes portuguesas

de Aedes detritus (R. Maior e Milfontes). Os efectivos calculados corres-

pondem a hipotese da panmixia.

Rio Maior Milfontes

ot-Gpd Obser- Calcu- Obser- Calcu-
vados lados vados lados

efe. = wefs. & Bf: % @Bf. &

R I T T 0
A-Gpdloo 453 (100) 2

&-Gpdloo—lao o 0o 0o 0 0 0 0 0
x-cpdl40 0 0 0 0 286 (0,69)
d«GpdiaO"ISO O 0 0 0 0 0 0 0
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_3— QUADRO TV

Distribuicao dos fenotipos no locus *-Gpd, nas populacoes portuguesas

de Aedes detritus (R. Maior e Milfontes). Os efectivos calculados corres-

pondem a hipotese da panmixia.

Rio Maior Milfontes
o4-Gpd Obser- Calcu- Obser- Calcu-
vados lados vados lados

ef. g ef. 7 ef. % ef. Z

-Gpa’0710 0O 0 0 0 o
4-6pd' % 453 (100) 2

a-Gpa'P0140 5 o 0 0 0 0 o0
6pd % 0 0 0 0 286 (0,69)
«pd % 5 o 0 0 0 0 o
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QUADRO V

Distribuicao dos fenotipos electroforéticos no locus GOT-2, em
fungao do genotipo -Gpd, nas populagoes portuguesas de Aedes

detritus (Portugal s.l.).

R d_Gpd1oo a{_Gpd1oo-140 ‘X_Gpdlao
GOT-2 1485 3 0
GOT—2R 0 3 1653
coT-2RL 0 0 0

QUADRO VI

Distribuicao dos fenétipos electroforéticos no locus GOT-2, em funcao

do genotipo o-Gpd, nas populagoes portuguesas de Aedes detritus ( R.

Maior e Milfontes).

100 N 100-140 . 140
473 0 0
L
GOT-2 0 1 272
GOT—ZRL 0 0 0
QUADRO VII

Distribuicao dos fenotipos electroforéticos nos locus o#-Gpd e GOT-2, em

amostras larvares e pupais das populagoes de Aedes detritus de Rio Maior

e de Milfontes,

IOOA‘GdeOO-JQO 0 R L

14
A-Gpd GOT-2  GOT-2  Total da %
amostra

140 0 0 140 0 140 100

.. A0
o~Gpd

e
R. Maior Gpd

100
GOT—2R

Milfontes 0 0 114 0 114 114 100
oi-Gpd1

100
GOT-2

40

L
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QUADRO VIII

Resumo das duas espécies. Portugal s. 1.

Espécie d~Gpd100 Espécie *-Gpd I59
C R - L
Fenotipo  GOT-2 Fenotipo GOT-2
i 140
N1EL6#Gpd . 0 99% Alelod-Gpd 992
QUADRO IX

Resumo das caracteristicas das duas espécies. Rio Maior e Milfontes.

Espécie d-GdeOO Espécie aéGpdlao
e R = L
Fenotipo GOT-2 Fenotipo  GOT-2
100 4
Alelo &-Gpd a 1007 Alelo o(-Gpd1 % 99%
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Gel Cap.14- 25-5-83
Figura A - Fotografia e esquema dos fenotipos electroforéticos do

%-Gpd de Aedes detritus, populagoes de Rio Maior e de Obidos.

1 - Rlo Ma or, especie A

2 - . 85, specie A .

3 a = e bidos,egpecie B 0 - origem -
12 - L- bldOS,.ESP901e A —=> sentido da migracao
13 - R1o alor egBeC1e

14 a - L. de Obidos,espécie B

0 o0 000
@3 L X o .0 O
2 N 10200150 o0 ‘
0 ||
Gel Cap. 4- 4-5-83 4‘
Figura B - Fotografia e esquema dos fenotipos electroforéticos do j

~.Gpd de Aedes detritus, populagaes de Rio Maior,Milfontes,Ludo

(Faro) e Castro Marim. Nesta migracao ensaiaram-se tambem alguns

exemlares de Aedes caspius.

1l e 2 - Rio Maior, espécie A 19 - Ludo, espécie B

3 a 11 - Milfontes,espécie B 20 - Ludo, espécie A §
12 a 14 - Ludo, espécie A 21 - Ludo, espécie B |
15 - Ludo, espécie B 22 - Ludo, Aedes caspius 3
16 - Ludo, espéie A 23 - Ludo, Aedes caspius,hetero-

17 - Ludo, espécie B zigotico |
18 - Ludo, espécie A 0 - origem

- sentido da migracao ‘
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2 - ESTUDO MORFOMETRICO

Os resultados obtidos por meio de analise electroforética de al-

pumas proteinas enzimaticas de Aedes (0.) detritus, permitiu-nos concluir

dia existéncia de duas espécies gémeas nas populagoes portuguesas destes
mosquitos. Esta descoberta, despertou-nos para as tarefas subsequentes,
numa tentativa de detectarmos eventuais diferencas e/ou semelhangas discri-
minatorias entre as duas espécies a varios niveis (morfoldgico, ecofisiold—
pico, etologico e outros). Nesta perpspectiva, procedemos a um estudo bio-
métrico comparativo, recorrendo a amostras das populagoes de Rio Maior e

de Milfontes que se haviam revelado electroforeticamente como espécies A e
B, respectivamente. As amostras foram seleccionadas a partir de exemplares

recolhidos sempre nas mesmas colecgoes de agua de criacao.
2.1 - Analise univariada

Recolhidos e seleccionados os dados relativos a cada individuo,
procedemos a observagao e analise dos valores quantificaveis, cuja espressao
traduzira, de certo modo, a variabilidade que resulta da acgao conjugada
de diversos factores, por vezes de dificil controlo e identificacao (Sokal
e Rohlf,1969).

A comparagao entre duas quisquer amostras foi feita atraves do
resultado comparativo das respectivas médias (X) de cada caracter que as
definem. Para tal, utilizamos o teste T de Student. A analise dos dados foi
processada por meio de um microcomputador TMX 2 048, ligado a uma unidade

de memoria FDD 3 000, tendo utilizado os seguintes programas:

a) - graficos de gestao - P.B. Cunha, Copyright Astor Software
b) - Bioestatistica 1 de L. Vicente, Copyright groupi Software

¢) - Bioestatistica 2 de L. Vicente, Copyright groupi Software

Na estatistica univariada calcularam-se: a media, o erro padréo,
o desvio padrao, a simetria e a curtose. Na estatistica bivariada, calcu-
laram-se: a regressgo, a correlagao e 0 erro padréo da estimativa, utilizan-
do ainda o teste T de Student de significdncia de coeficientes de relacao.
Para os niveis de significdncia dos testes, aplicaram-se as designagoes
em que o grau de diferenga encontrado para qualquer caracter sera: Nao
significativo, se p% 0,05 '
pouco significativo, se 0,024 p < 0,05
significativo, se 0,01<p<0,02

muito significativo, se pe< 0,01
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altamente significativo, se p¢ 0,001

ao nivel de confian¢a de 95%. Nas medidas efectuadas ao microscopio opti-

co LEITZ SM LUX e ao estereomicroscopio WILD M5, foram utilizadas ocula-

res micrométricas. Os simbolos constantes do texto sao os usuais em trabalhos
de biometria N para o tamanho da amostra, X para o valor da variavel, X para

a media, s para o desvio padrao e v para a variédncia.

2.1.1 - Ovo

Num trabalho de Gabinaud et al. (1975), sao assinaladas diferencas

significativas na estrutura corionica dos ovos de Aedes (0.) caspius e Ae-

des (0.) detritus, o que permitiu a estes autores o estabelecimento de cri-

térios seguros de identificacao destas duas especies, no estado de ovo.
Animados de semelhante proposito, procedemos a preparacao dos ovos

de Aedes detritus, espécies A e B, segundo a técnica de Craig (1955), e a

execugao de fotomicrografias ao microscopio optico LEITZ SM LUX, equipado
com maquina fotografica, nos nossos laboratérios, e ao microscopio de "sca-
ning" na Estagao Agronomica Nacional de Oeiras. As fotografias obtidas nos
dois tipos de aparelho (fotos 11 e 12), revelam algumas diferengas subtis

na estrutura corionica dos ovos das duas espécies A e B de Aedes detritus,

sobretudo na face ventral, Porém, tais diferencas nao nos permitem o estabe-
lecimento de qualquer critério valido de identificacao pelo que nao achamos
desejavel, nesta fase, tecer mais comentarios acerca das mesmas. Assim, re-
correndo a medigoes ao microscopio optico, procedemos a analise comparativa
da relagao comprimento/largura (numero de divisoes da ocular micrométrica)
dos ovos provenientes das populagoes de Rio Maior e de Milfontes cujos re-
sultados se apresentam nas figuras 11 e 12 e quadro sintese l.A observacgao
deste Ultimo permite concluir que existe uma diferenga altamente significa-
tiva ( p< 0,001), entre a relagao comprimento/largura dos ovos de Aedes

detritus A, de Rio Maior e Aedes detritus B, de Milfontes. Por outro lado,

pela analise de regressgo, detecta-se uma correlacao nitida entre a largura
e o comprimento dos ovos, nas populagoes de Milfontes o que nao sucede com
as amostras de Rio Maior.

Podemos pois concluir que, morfoldgicamente e a nivel biométrico,

se achou uma diferenga assinalavel entre os ovos de Aedes detritus A e os

de Aedes detritus B, pelo menos nas amostras das populagoes portuguesas des-

tas duas especies.
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Fot. 11 - Pormenor da face ventral de um ovo de Aedes (0.) detritus
de Milfontes, mostrando uma delimitacao nitida da bordadu-
ra dos poligonos e uma maior densidade de corpusculos in-

ternos, relativamente aos ovos das fémeas provenientes de
Rio Maior. X 1 400.

Fot. 12 - Pormenor da face ventral de um ovo de Aedes (0.) detritus
de Rio Maior, mostrando a delimitagao pouco nitida da bor-
dadura dos poligonos e uma menor densidade de corpusculos

internos, relativamente aos ovos provenientes das fémeas de
Milfontes., X 1 400.
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Analise de Regressao
©1984 by L. Wicente
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Redes detritus (OUOS
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Figura ];k(brrelaggo comprimento/largura nos ovos
. de Aedes detritus de Milfontes.

Altamente significativa (P£0,001).
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HNaltise de Regres3ac0
©1934 by L. Wicente

RID MARIOR
RAedes detritus (ou05)

Comp+Larg

————— RESULTRLCOS -- -~~~
Mnxn
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Figura 12-Correlagao Comprimento/largura_nos ovos de

Aedes detritus de R. Maior,

tiva (P>0.05).

Nao significa-
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NUMERO DE ITEHMS = 11@
MECIR = 3.274

CESUIO PACRAD = Q.48335
UHRIANCIR = @.21&2

NUMERO DE ITEMS = 111
HMEDIR = 2.546

DESVIO PRDRACD = @.25458
UARIANCIA = ,Q642

T= 14.,285632

GL= 213

P= 2.3410371E-10
P<2.,.201 ¥x%

Quadrosintese 1 - Relagao comprimento/largura entre os ovos de Aedes
detritus de Rio Maior e de Milfontes. Diferenga alta-
mente significativa (P<0.001).
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2.1.2 - Larva do 49 estado

Foram seleccionados e observados dezanove caracteres, usualmente
utilizados na sistematica das larvas. Destes dezanove caracteres escolhemos
treze que apresentavam ligeiras e/ou acentuadas diferengcas nas amostras es-—
tudadas. Conforme se pode verificar pela analise dos resultados incluidos

nos quadros X e XI e quadros sintese 2,3,4 e 5 existem diferengas altamente

significativas ( p4 0 ,001) entre as 1arvas das duas espec1es gémeas (Aedes‘

detritus A e Aedes detritus B) ensaladas, nomeadamente no comprlmento das

sedas pre clipeais, no numero de ramos da seda ce{allca d no numero de se-
das metatoracicas e no numero de espinhos do pente sifonico. Os elementos
colhidos nesta primeira analise, serao tratados mais detalhadamente, na par-—

te do trabalho relativa a analise discriminante das larvas das duas espécies.

2.1.3 - Pupa

Para a comparagao das pupas utilizaram-se peles (exuvias) prove-

nientes de amostras de Aedes detritus de Rio Maior e de Milfontes, resultan-

tes da eclosao dos adultos no insectario. Foram observadas as sedas cefalo-

toracicas e as dos oito segmentos abdominais. Simultdneamente, determinaram-

se alguns indices nas trompetas respiratorias e o das paletas natatérias.
Conforme se pode verificar consultando os quadros XII, XIII, os

quadros anexos 1 a 15 e os quadros sintese 6 a 12, existem diferencas.alta-

mente significativas ( p4£ 0,001) entre Aedes detritus A de Rio Maior e

Aedes detritus B de Milfontes. concretamente nos: 1nd1ce do pavilhao, com-

primento a base/comprlmento total (plnna/meatus),.numero de ramos-da seda
1 do V segmento abdominal, numero de ramos da seda cafalotoracica 12, nume-
ro de ramos da seda 4 do III segmento abdominal e o numero de ramos da seda

6 do III segmento abdominal.
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QUADRO X

Analise biométrica das larvas do 4% estado
de Aedes (0.) detritus, espicie A de Rio Maior.

- ;
[ Indice |Dist.base tufo | Compr. sedas | Sedas met, VIII seg. | Pente sif. T‘-‘f":" sifao
Bl (,,e sif, |insercao tufo | pré—clipeais | (n9.ramos) (n®.ramos) | (n9.e for- (n?. ramos)
B l f ! (n%.div,) (n®.div.) ! mto)
| ]
l 1
t L |
]
| - 2_2‘!3 3 | - 1 - 2 |1,80 37 ! 65 =15 4l 14 - 12 9-10
10 = i = & \ -1 - 1,7% 45 ; = 16- 13 | 27 18 - 17 10 - 1
) w2 ;z-: [3-4 | - N E w0 | 55 " = 19-2 9- 8
b | 13-10 1-1\33 | = & =& - wl|upm Y 65 - 9 -8 15-1 8- 8
v |0 102-2]4 3 4 = |B-3k. g | 8 0 - o %= B- 7-8
6 1 - 2-203-3 4-4j2-2l6- )23 4 6 10- 10 | -3 | on-8 9- 8
! P 10-10i2 2 la-3 © - [2-2 la- 2,325 8 65 13 - C%- 3% 20-18 B-8
B 1 10-1033 ia-4 :7- l1-1{3-3 |10 52 63 - [ -4 B-B . 9-8
] i . ! 3 H
911010 2-2 b4 :8-6 2-2 l4-3 (217 a8 63 n- 52-4 | 18-18 ! 8-8
P |D-ul3-au-3 =7 2-3 |2-3 5% b 6 B=i § =~ | Si-f | 00
! * 3 1
!10-10,2- ‘.5 & [5- |2- - L9 42 0 Hige fw -t a-2 1 10-10
2| 9-10i2- l4-4 |4- l2-2 |3-3 |19 4 63 13 - W - I V- W-10
1 10-10‘2 ‘3-a 5 7]3-3 4-4 12,00 0 63 1 =15 67 - 0 B-2 1 10-10
1} 10-10'2-2 -3 & 929 | 8mar 12,000 45 65 = 50 L20-20 0 8- 8
15 |- 2-3‘«-3 4-4|1-1 3-4 |2,%7 4 . @ - S R-% | 8-19 | 8- 9
16 | 10-10[2- | -4 - 1-1 |4-4 2,60 8 - - L% L9-18 0 7- 8
o - 2-313-4 m f - 12,0 0 ; - . -l 0. D-18 ) 10-10
8 | 10-10°3-313-3 5 -6:3-3|3- 220 52 ® - 0- CoB-B 10-9
19 | w-nf2-2[ -3 j6- | - - |25 45 &0 = | 8- | 2-21 9-9
| n-12| 2-2/4-3 |5-5[2-1{3-3{238 “8 |- -1 W~ n-18| 9-8
2, - 122{2-3 |4-6]2- | 3-2|20m @ % L e i 2 - %-19( 1-10
2| n-nf2-3(3-3 [ 6-6;1-1| 3-3/2,08 45 - l 13-13 | 0-% B-17!1 10-9
B{ 10-100 2-213-4 - |2-2f 3-3| 2,62 43 - -13 ! M- 17 -13 9-7
%! 1n-10 1-2{3-3 |6-6 - - l19m - - = | - 0-2 9-9 |
ol 10 B-algen, ) < ' - = 1810 @ . <12 | #@-= 17-170  9-9 |
1
i 12-12) 2-2{3-3 - 13-2) - |2,00 = = 12 - 10 W - 2 -19 8- 8
271 10- 100 2-2{3-3 [6-6!3-2| 3-3, 1,7 &8 " -1 7 - B-2 8-8
B| 12-1! 2-2|3-4 |5-612-2| 2-3|1,99 47 - 15-15 W0- W0 19 -19 9-8
»] wn-nl 2- {a3- - |2-2| 3-4] 2125 45 - 13-13 w - 19-19] 8-8
0| -1y 2-2{ -3 !6—6 2-2| 3-4| - 8 - X 12 - % -3 A-20, 8-
S SO, | T ol s - o T e e eeies Err s
| = N N Nl N vl Ne29 N=15 | N=.51 !
D e o g | BsEn | wecim | wage | LS oo v
X=10,46 | K=2,111 X=3,3% ' ' . h w73, 104 v 3y v=1,000
0,728 | w0208 wel;106'v=1,106 w0,369) w0, 331 |vONBTS|  vel7yl20 i wels, L 7,80 | S ‘g L0
SO0 | 50,46 q.osszs-lowwslf« 50,583 (50,232 : L WS | Bt | R o e '
: ! | : :

94 .




S

ADRO XI

ica das larvas do 4° estado

ométr

Analise bi

i
!
1
i
—

de Aedes (0.) detritus, espécie B de Milfontes.

b

mm S e B AR GEeebRIDeSS Rl B, 895, Fhp
g clildbs gogresoogecgresetonnI2E | RyTy
iR :

5

.. o e - AR89 ~ 85

i CRENNNgRANASNIININQRASAAG TIN5 7| gHE
—~ 1 i e

izt A MRS ANARNSNNNNARRNAARRNARR | 2R
5 29 3¢ g :

SRl AR, E - s mm-
s @ . Y o F b ..pm
3 e sam @ RS #us RIA R o995
= 2 [ N P = =
mn” uwwﬂﬂﬁﬁﬂ%ﬁﬁmﬁ @ﬂﬁﬁl”nﬁwuﬁ@ % |
a T s mes =3 a8 #3329 g

— | I R R | [ e
mm podare gt il s ey 'gageaxs a=z=z=2 §3¥Y
LY —_ - - S
m\, o . 222
3 oo | e 0 Q2 R e
fi5 | L .ss sassseas 888 99,35y
i : -
ER- T LT
b3 I IITIIFTRISISTIR LS ;28
umm RS YL 99IIISTIISRIIIN 3 9 8555
e & A S n¥QgRES ....m.lm.
: B o = 0 2R g 288383 FARE g
.mm m,m.m.n.m.m.m.m.mewmmwmmwmmzaazhzzmzz 339%
: e T oot el ¢
~r
.- o~ NN NN fﬂ....ﬂ.ﬂﬁ.uﬂdﬂvd:ﬂﬂnﬂ_wnﬂ,—;ﬂ.h Zw-mnm-.
S rrrrar Mo M 00 n maw s ™) FRYY
. Do moameNy FTYSEYYY,TETR T EEE
..._._1..1..1_.)“222223121 S IRCURC I B = N &vmnww
e 4
Yale | 7,95 97283808 0 2uuss 7T Toalolaiss
.m ~ < - g 9 T 3 3 = 3 ™ 3 e Y
o - e o o - [
ml_wc ~ ™o ™ NN dddd%.ﬂddﬂddqm.ﬂaﬂﬂ.ﬂﬁdd Hm.m..m
LJ»«M,._J?..?_Q...~.%L323333 MM N OO MmN Mmoo _5
y e con en P B AT TR e [ e
| — ™~ ™~ b |
) ZZZZZJJ_JJJ...JJJG..JO_.JJ_Q__J.J..o_.a.. W—H.m..m-
L.LLLLLZAZZZZZZZ NN N NN NN N N N om
B L e Ngg Odg833833=339F %7
Roesowes FIFT VT TIVIVICUTT] sam
< [ R R D R v [~ Qo O - .-
- deee-e=es=88 A%8 RA8 [38 =22 fq49
Mm NPT ne NPT 4N INR2RANRANNINRRRRR -1
= |
z Sa® Y = —— —
” ”w.u. H”Mtniuun m.rulnwuluununu

95




Quadro sintese 2 -

Quadro sintese 3 -

NUMERO DE ITEME = 15
MEDIR = B64.133
DESUIO PRDRRO = 4.1G8

UARARIANCIR = 15.282

NUMERQ DE ITEHMS
MECIK = 57.9
ODE3VIO0 PRDRHA

URPI@NCIR

LQQR4085 I8

=

F.R.031 Fadek

Comparagao do comprimento das sedas pre-clipeais das
larvas do 4% estado entre Aedes detritus de Rio Maior
e de Milfontes. Diferenca altamente significativa(P<£0.001)

HUMERD DE ITEMEI
S.6

PRDRAO =

1.198

MECIAR =
CESUIO
JRRIANCIA =

NWUMERQ COE ITEMS = =09
HECIR =
CESUIO PRDRRD

URRIRNCIH =

3.960

HET B S TE = (s

= £.5666403
= 58
3.2082781E-€

0.1

G
=

P * 3%

Comparagao do numero de ramos da seda cafalica d,nas
larvas do 4% estado, entre Aedes detritus de Rio Maior
e de Milfontes.Diferenca altamente significativa (P ¢0.001)
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Quadro sintese 4 -

NUMERO DE ITEMS = 31
MEDIR = 12.746

DESUIO PADRAD = 1.696

VARIANCIR = 2.784

~)

"
1A

NUMERO DE ITEMS
MEDIE = 11.24
DESU&D PRORRO
URARIANCIA = .

1t
[ =
(uil
E]
10

2y
i

e D02

Comparaggo do numero de sedas metatoracicas das larvas
do 42 estado, entre Aedes detritus de Rio Maior e de
Milfontes. Diferenca altamente significativa (P& 0.001)

NUHERO DE ITEMDS = &@
MECIA = 19.5
CE3AVIO FRDRACQ = Z.0849

URRIARNC IR = 9.353

o

NUMERO DE ITEME = €0
MEDIH = 23.1

CESUVIO PARAODRAOD = 1.3971
URARIANCIA = .820

(FASTESTE=T 3
T= %.5¢64526
GL= 118

Pe 3.7157911E=7
F(@.001 ¥ *

Quadro sintese 5 - Comparagao do numero de espinhos do pente sifonico, das

larvas do 49 estado de Aedes detritus de Rio Maior e de
Milfontes. Diferenca altamente significativa ( P< 0.001

).
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QUADRO XII

Resultados da observacao das sedas cefalotoracicas e das sedas
abdominais das pupas de Aedes detritus A, de Rio Maior.

Cefalotorax: seda 10: N= 7; X= 15,42; v= 6,53; s= 2,76
seda 11: N= 8; X= 2,125 v= 0,109 s= 0,353
seda 12: N= 8; X= 4,00 v= 0,000 s= 0,000
1 segmento abdominal: _
seda 2: N=10; X= 1,2; v= 0,16; s= 0,421
seda 3: N= 8; X= 2,5 v=0,25; s= 0,534
seda 4: N= 9; X= 3,11; v=0,987; s= 1,054
seda 5: N=10; X= 8,5; v= 2,85 3 s= 1,779
seda 6: N=10; X= 1,3 ; v= 0,41 ; s= 0,674
seda 7: N= 9; X= 3,333; v= 0,888; s= 1,000
11 segmento abdominal: ~
seda 1: N=10; X= 17,7; v= 7,21 ; s= 2,830
seda 2: N=10; X= 1,1; v= 0,09 ; s= 0,316
seda 3: N= 8; X= 3,875; v= 0,609; s= 0,834
seda 4: N=10; X= 2,8; v= 0,56 ; s= 0,788
seda 5: N=10; X= 7,7; v=1,61 ; s= 1,337
seda 6: N= 9; X= 1,222; v= 0,172; s= 0,440
III segmento abdominal: _
seda 1: N=10; X= 6,7; v= 1,01 ; s= 1,059
seda 2: N=16; X= 1,0; v= 0,00 ; s= 0,00
seda 3: N=10; *= 2,7; v= 0,41 ; s= 0,674
seda 4: N=10; X= 7,6; v= 2,44 3 s= 1,646
seda 5: N=10; X= 4,2; v= 1,16 ; s= 1,135
seda 6: N=10; X= 1,8; v= 0,36 ; s= 0,638
IV segmento abdominal:
seda 1: N= 9; X= 4,222; v= 0,839; s= 0,971
seda 2: N=10; X= 1,0; v=0,0 , s= 0,0
seda 3: N= 9; 3X= 5,222; v= 0,839; s= 0,971
seda 4: N=10; X= 3,63 v= 1,24 ; s= 1,173
seda 5: N=10; X= 2,6; v= 0,44 ; s= 0,699
seda 6: N=10; X= 1,5; v= 0,45 3 s= 0,707
V segmento abdominal:
seda 1: N= 9; X= 3,888; v= 0,765; s= 0,927
seda 2: N=10; X=1,1 ; v= 0,09 ; s= 0,316
seda 3: N=10; X= 3,5; v= 0,25 ; s= 0,527
seda 4: N=9; X= 6,888; v= 0,987; s= 1,054
seda 5: N= 8; X= 2,25 ; v= 0,437; s= 0,707
seda 6: N=9; = 1,111; v= 0,098; s= 0,333
VI segmento abdominal: _
seda 1: N= 10; X= 3,3; v= 0,6] ; s= 0,823
seda 2: N= 10; %= 1,4; v= 0,64 ; s= 0,843
seda 3: N= 10; X= 1,8; v= 0,36 ; s= 0,632
seda 4: N= 10; X= 4,3; v= 0,41 ; s= 0,674
seda 5: N= 9; X= 2,333; v= 0,222; s= 0,500
seda 6: N= 10; X= 1,3; v= 0,210; s= 0,483
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QUADRO XII (Continuagao)

VII Segmento abdominal:
seda :
seda
seda
seda
seda
seda
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QUADRO XITII

Resultados da observacao das sedas cefalotoracicas e
das sedas abdominais das pupas de Aedes detritus B, de
Milfontes,

Cefalotorax:

seda 10:
seda 11:
seda 12:

I segmento abdominal:
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QUADRO XIII ( Continuacao )

VI segmento abdominal:

seda 1: N=18; X= 2,5 ; v= 0,472; s= 0,707
seda 2: N= 20; X= 1,0 ; v=0,0 ; s=0,0
seda 3: HN= 203 X= 1,95 3 w= 0,25 5 8= 0,512
seda 4: N= 18; X= 3,722; v= 0,5333; s= 0,751
seda S5: N=19; X= 2,157; v= 0,4448; s= 0,688
seda 6: N= 20; X=1,90; v= 0,39 ; s= 0,640
VII segmento abdominal: _
seda 1: N= 19; X= 2,421; v= 0,349; s= 0,606
seda 2: N=20; X=1,0 ; v=0,0 ; s=0,0
seda 3: N= 20; %= 2,55 ; v= 0,247; s= 0,510
: seda 4: N=20; X=1,9 3 v=0,39 ; s= 0,640
i seda 5: N= 19; X= 2,526; v= 0,459; s= 0,696
] seda 6: N= 20; X= 8,15 ; v= 4,427; s= 2,158
seda 9: N= 15; X= 3,133; v= 0,382; s= 0,639
VIII segmento abdominal: _
seda 4: N= 20; X=1,7 ; v= 0,41 ; s= 0,656
seda 9: N= 12; = 7,166 v= 1,138; s= 1,114
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MEOIR = ©.312
DESUIO PADRAC = 046
UARIANCIR = 001

NUMERO DE ITEMS = S
MEDIA = @.216

DESVIO PRDRAOD = .@=1
UARIANCIA = Q004

Gr.= 11
= . 00QQQESBIE2

(=SS I T ++

Quadro sintese 6 - Comparagao dos indices do pavilhgo das pupas de Aedes
detritus de Rio Maior e Aedes detritus de Milfontes.
Diferenca altamente significativa (P£0.001).

NUMERD DE OITEMS = S

MECIAR = ©.71 -
CESVWIO PADRRO = Q3G
UARIANCIAR = .02@1

NUMERO CDE ITEMS = 9
HECIR = ©,.817
DESVIO FRDRAD = (054

UARRIANCIAR = .00z

CTESTE =T 4]
T= §.E8735288

=, 00342328688

F.@.@1 ++

Quadro sintese 7 - Comparagao das relacoes comprimento a base/comprimento
total (pinna/meatus) das pupas de Aedes detritus de
Rio Maior e de Aedes detritus de Milfontes.Diferenga
muito significativa (P<0,01).
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MEDIR = 3.88&
DESVIQ PADRAD = B®.927
UARIANCIA = @.765

NUMERQ DE ITEMS = 19
MEDIAR = 3.052

DESUIO PRDRAD = Q.404
UARIANCIA = @.1885

T= 53.2Q03408

P= QQ:3364536

Fa@,01l ¥+

Quadro sintese 8 - Comparagao entre o numero de ramos da seda 1 do V

segmento abdominal das pupas de Aedes detritus de
Rio Maior e Aedes detritus de Milfontes. Diferenga
significativa (P<0,01).

NUMERO DE ITEMES = =
MECIH = 1.111
DESVIO PRDRAD = @.333

UHRIANCIA = .Q@9&

NUMERQ DE ITEMS = 19
MEDIA = 1.894

DESVIQO FHDRAU = ©.458%
UARIRNCIA = @.199

x TESTE-T &
T= 4.41876863

(ad

Gl=s &
FP= ,0003243996%
Fo.a01l %%

Quadro sintese 9 - Comparagao entre o numero de ramos da seda 6 do V

segmento abdominal, das pupas de Aedes detritus de
Rio Maior e de Aedes detritus de Milfontes. Diferenca
altamente significativa (P¢0.001).
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Quadro sintese 10 - Comparagao do numero de ramos da seda cefalotoracica
12 das pupas de Aedes detritus de Rio Maior e de Ae-

des detritus de Milfontes. Diferenga altamente signi-
ficativa (P< 0.001).

NUMERD COE ITEMS
HMEDIR = 7.6
DESUIO FADRAD = 1.8£46

"
—
]

URRIANCIA = 2.44

NUMERD DE ITEMS = 18
MEDIR = 5.9

DESUIO PADRRO = 1.881
UARRIANCIAR = 2.361

ST E s TE S

T= 3.19771€6

GL= 6

P= .0Q38584754
P¢0.01 %

Quadro sintese 11 - Comparaqﬁo do numero de ramos da seda 4 do III segmen-
to abdominal das pupas de Aedes detritus de Rio Maior

e de Aedes detritus de Milfontes. Diferenga muito signifi-
cativa (P<£ 0.01).
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! Quadrosintese 12 - Comparagao do numero de ramos da seda 6 do 111

' segmento abdominal das pupas de Aedes detritus de
Rio Maior e de Aedes detritus de Milfontes. Dife-
renga altamente significativa (P< 0.001).
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2.1.4 - Adultos

Nas observagoes efectuadas nos adultos, as amostras foram sepa-
radas em lotes de machos e fémeas, devidamente referenciados e etiquetados.
Nas genitalias masculinas procuramos encontrar eventuais diferengas que
permitissem uma discriminacao segura das duas especies em estudo. Porém,
como sucede frequentemente em especies de diversos grupos de insectos, mos-
quitos incluidos, para além de ligeiras dissemelhancas, nao detectamos quais~
quer afastamentos significativos ao nivel da genitalia masculina.

Assim, optamos por diversas determinagoes, correntemente empregues
na sistematica morfoldgica destes insectos, estendendo ao género Aedes al-

gumas analises ( por exemplo, o nimero de sensilla coeloconica dos palpos

maxilares das fémeas) habitualmente feitas nos mosquitos do género Anopheles
0 que se traduziu em resultados que consideramos francamente satisfatdrios.
Para as duas espécies e localidades estabeleceram-se os seguintes
indices e/ou relacoes:
Relagao entre o comprimento total da furcula anterior da asa e o com-
primento da haste nas fémeas;
Relagao entre os comprimentos das asas das fémeas e dos machos de Rio
Maior versus fémeas e machos de Milfontes;
Relagao entre o comprimento da tromba ou probodscida e o comprimento do
fémur anterior das fémeas e dos machos de Rio Maior e de Milfontes;

Relagao numero de sensilla coeloconica do IIT palpo maxilar e o compri-

mento dos palpos respectivos das fémeas;

Comparagao entre o nimero de sensilla coeloconica do III palpo maxilar da

fémeas de Aedes detritus de Rio Maior e as de Milfontes;

Relaggo entre o numero de macrosetas nos I, Il e III palpos maxilares das
fémeas de Rio Maior e de Milfontes;

Comparagao do numero de sedas por lobo do IX tergito abdominal dos machos
de Rio Maior e de Milfontes;

Comparagao do nimero de sedas diferenciadas dos lobos basais das genita-
lias masculinas dos exemplares de Rio Maior e de Milfontes;

Comparagao das medidas das claspetes da genitalia dos machos de Rio Maior

e de Milfontes.,

Os resultados destas observagoes estao representados nos quadros
sintese 13 a 34, figuras 13 a 34 e quadros anexos 16 a 25, incluidos no pre-
sente trabalho.

Conforme se pode verificar pela sua consulta, revelaram-se algumas
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diferengas assinalaveis entre as duas espécies, tais como:

a) - Diferenga altamente significativa ( p < 0,001) entre o numero de sedas

diferenciadasqughlgpggﬂQggaisrdas,genitéliﬁﬁ masculinas de Aedes detritus

de Rio Maior e de Milfontes (quadrosintese 13).

b) - Diferenca altamente significativa ( p < 0,001) entre o numero de sedas
por lobo do IX tergito abdominal das genitalias masculinas dbs exemplares
de Rio Maior e'de‘ﬁiiféntes (quadro sintese 14).

c) - Diferenga altamente significativa ( p < 0,001) entre o comprimento da

furcula anterior da asa e o comprimento da haste, nas fémeas de Aedes detri-

tus de Rio Maior e de Milfontes (quadro sintese 16).

d) - Diferenca altamente significativa ( p < 0,001) entre o comprimento da

furcula anterior da asa, nas fémeas de Aedes detritus de Rio Maior e de Mil-

fontes (quadro sintese 17).
e) - Diferenca altamente significativa (p < 0,001) entre as relacoes dos
comprimentos dos II e III segmentos dos palpos maxilares das fémeas de A.

detritus de Rio Maior e de Milfontes (quadro sintese 19).

f) - Diferenca altamente significativa ( p< 0,001) entre o comprimento das
asas das fémeas de A. detritus de Rio Maior e de Milfontes (quadro sintese
20 .

g) - Diferenca altamente significativa ( p« 0,001) entre o comprimento das
asas nos machos de A. detritus de Rio Maior e de Milfontes (quadro sintese
21).

h) - Diferenga altamente significativa (p < 0,001) entre o numero de sensill:
coeloconica do III segmento palpal das fémeas de A. detritus (espécie hald-

fila) de Milfontes e o nimero de sensilla coeloconica do segmento homdlogo

nas fémeas de Aedes vittatsgl(espécie dulcaquicola) do Alentejo (quadro sin-

tese 24).

i) - Diferenga altamente significativa ( p < 0,001) entre o numero de_macro.
sedas do II1 segmento palpal das fémeas de A. detritus de Rio Maior e de
Milfontes (quadro sintese 25).

j) - Diferenga altamente significativa ( p < 0,001) entre o numero de sen-

silla coeloconica do IIT segmento palpal das fémeas de A. detritus (espe-

cie halofila) de Rio Maior e o numero de sensilla coeloconica do segmento

homélogo nas fémeas de Aedes echinus (espécie arboricola) do Alente jo

(quadro sintese 26).
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k) - Diferenca altamente significativa ( p < 0,001) entre o numero de

sensilla coeloconica do II segmento palpal nas fémeas de A, detritus de

Rio Maior e de Milfontes (quadro sintese 29).

1) - Diferenga altamente significativa (p ¢ 0,001) entre o numero de sen-

silla coeloconica do III palpo maxilar nas fémeas de A.detritus de Rio

Maior e de Milfontes (quadro sintese 309

Numa tentativa de contribuir para o esclarecimento do papel eco-

fisiologico das sensila coeloconica dos palpos maxilares nas espécies es-

tudadas, efectuamos a comparagao do seu numero entre as amostras de Aedes
detritus de Rio Maior e de Milfontes e duas outras espécies do mesmo género,

Aedes echinus e Aedes vittatus, ambas dulgaquicolas existentes na provincia

do Alentejo, sendo a primeira arboricola. Os resultados que serao analisa-
mais detalhadamente do ponto de vista ecoldgico, no capitulo dedicado a
ecofisiologia, revelaram-se de algum interesse, como se pode verificar pela

observagao dos quadros sintese 24, 26 e 30.

O somatorio das diferencas detectadas entre os adultos,pupas e
larvas dos exemplares provenientes de Rio Maior e a amostra de Milfontes,
revela uma vez mais que este complexo de espécies gémeas parece susceptivel
de discriminacao morfologica. Com esta finalidade, procedemos a uma analise
discriminante utilizando larvas do 49 estado que nos forneceram resultados
que consideramos importantes para a separacao segura das duas especies

ocorrendo em Portugal. A figura C, compara o numero de sensilla coelocornia

€ o comprimento do IIT segmento do palpo maxilar das fémeas de Aedes detri-

tus de Rio Maior e de Milfontes, revelando uma diferenca altamente signifi-

cativa entre as amostras.

108




N= 50 média grupo 1= @.o8
N= 52 média grupo as 1.078

desvio padrdo 9.1i= O.BS)
desvio padrdo g.@s O.aau
P 001

*

t n /. .6s8a7Sas8

gravs da LlLibardade = a0

Quadro sintese 13 - Comparagao entre o numero de sedas diferenciadas

dos lobos basais das genitalias masculinas de Aedes
detritus de Rio Maior e de Milfontes. Diferenca alta-
mente significativa (P<0.001).

N= 92 média g9rupo 12 @m.a7a
N= 102 média g9rupo a= m.17

de@svio padrdo g.13 1.u4:a
d@svio padrdo g.a= }.45a

P<0.001

t = a.684133a8%4

Iraus da Lliberdade = i18a

Quadrosintese 14 - Comparacao do nimero de sedas por lobo do IX tergito
abdominal entre a genitalia masculina dos exemplares

de Rio Maior e de Milfontes. Diferenga altamente signi-
ficativa (P<0.001).

N= 92 média 9rupo 1= 0.s5as
N= 96 mé&dia g9rupo a= a.s2§

desvio padrdo 9.1= .Q7s7

desvido padrdo 3.2= .00a3a

P> 0.l

Ut = 1.28626%4
3raus de Liberdade = 1a6
Quadro sintese 15 - Comparagao das medidas das claspetes nas genitalias

masculinas de Aedes detritus de Rio Maior e de Mil-
fontes. Diferenga nao significativa (P>0.1).
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N= 30 média grupo i= a.on:
N= 30 nédia grupo as 1.S5al

desvio padrdo g9.1= DO.l1a83
desvio padrdo g.a= O.18a7?

P <0.001
t = 1i.39.178a4

graus da Llibaerdade = =a

Quadro sintese 16 - Comparagao entre o comprimento total da furcula

anterior da asa e o comprimento do stem, nas fémeas
de Aedes detritnus de Rio Maior e de Milfontes., Dife-
renga altamente significativa (P<0.001).

|+ TFSTF.T 2 §

-ENTRE AS AMOSTRAS 1 E 3
Ts 13.079513

GL= 58

P= 5.7803343E-3

P(Q.0201 %%+

Quadro sintese 17 - Comparagao entre o comprimento da fircula anterior
da asa das fémeas de Aedes detritus de Rio Maior e de
Milfontes., Diferenga altamente significativa (P<0.001).

| ¥ TESTE-T & |

-ENTRE AS AMOSTRAS 2 E ¢
T= 1.73952842

L= 58

P= 074252353

P»3.95 -N3-

Quadro sintese 18 - Comparaqgo entre o comprimento do stem das asas das
fémeas de Aedes detritus de Rio Maior e de Milfontes
Diferenga nao significativa (P70.05)
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média 9rupo 1= a.=aa6 R. Maior
média Jrupo 2= 2.0 Milfontes

desvio padrdo g.1= O.1673
desvi0o padrao g.28= 0.14a49

P < 0.001

t = S.3707a61

graus de Lliberdade = 79

Quadro sintese 19 - Comparagao entre as relacoes dos comprimentos
dos 11 e 111 segmentos dos palpos maxilares das
fémeas de Aedes detritus de Rio Maior e de Milfon-
tes. Diferenga altamente significativa (P < 0.001).




média Grupo 1= %N.476
média Qrupo 2= A.&GaA

desvio padrdo g.i= O.441
desvio padr&o g.2= 0.a69

P < 0.001

t = a.0022667

graus de Liberdade = §7?

Quadro sintese 20 - Comparagao entre o comprimento das asas das fémeas
de Aedes detritus de Rio Maior e de Milfontes.
Diferenga altamente significativa (P < 0.001).

média JCUPOD 1= M. 4?74
média Irupo 2= 2.71

desvio padrado 9.1= DO.457
desvio padrdo g9.2= O0.344

P & 0,001

t = 7.03/79&8%

graus de Lliberdade =

Quadro sintese 21 - Comparagao entre o comprimento das asas dos machos
de Aedes detritus de Rio Maior e de Milfontes.
Diferenga altamente significativa (P £ 0.001).




N= 29 média grupo 1= 1.G18
N= 30 nédia Qrupo = 1.578

desvio padr&o Q.i= .Oaa2a
desvio padrdo 9.2= O.iaa

0.054P<0.1

t = 1.718a4%4a4a

graus de Lliberdade = &%

Quadro sintese 22 - Comparaqao entre as relagoes comprimento da tromba/
comprimento do femur anterior das patas nas fémeas
de Aedes detritus de Rio Maior e de Milfontes.
Diferenca nao significativa ( 0.05< P« 0.1 )

N= 30 media 9rupo i= 1.689
N= 27 média grupo 2= 1.62%

desvio padrdao 9.1= .0&a%
desvio padrdo 9.8= 0O.i104%

002< P € 0.05

t = 2.296%[a3

graus de Libherdade = &O

Quadro sintege 23 - Comparagao entre as relaqaes comprimento da tromba/
comprimento do femur anterior das patas nos machos
de Aedes detritus de Rio Maior e de Milfontes.
Diferenga nao significativa (0.02< P < 0.05).
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N= 171
30

Quadro sintese 24 - Comparagao do numero de sensilla coeloconica

média 9rupo 1= BS9.auws Milfontes
média grupo @@= aA0.7?33

desvio padrdo g.i= 1G.553
desvio padrdo g.a= 2.9as53a

P < 0.001

t = 12.68496%1

graus de Lliberdade = 199

IIT segmento palpal entre as fémeas de Aedes' detri-
fus (espec1e halofila) de Milfontes e as f{émeas de
Aedes vittatus (especie dulgaquicola) do Alentejo..

Diferenca altamente significativa (P <« 0.001).
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N= 85 média grupo i= B.Ei3 Rio Maior
N= 95 nédia Qrupo @= @.481 Milfontes

desvio padrao 9.1= O0.&11
desvio padrdo 9.8= 0O.adas

P < 0.001

t = 7.158841

graus de LlLiberdade = 174&

Quadro sintese 25 - Comparagao do numero de macrosetas do 111 segmento
palpal entre as f{émeas de Aedes detritus de Rio

Maior e de Milfontes. Diferenga altamente signifi-
. cativa (P € 0.001).

N= 171 média grupo i= 10a.5i14& Rio Maior
N= 30 média grupo 2= a8.878  Alentejo

desvio padrdo g.i= l1a8.64a
desvio padrdo g.&c B.1674

t = 87.9714aa

graus de liberdade = 189

P < 0.001

Quadro sintese 26 - Comparaggo do numero de sensilla coeloconica do
111 segmento palpal entre as féemeas de Aedes detri-
tus (espécie halofila) de Rio Maior e as fémeas de
Aedes echinus(espécie arboricola) do Alentejo.Di-
ferenga altamente significativa (P < 0.001).
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média grupo i= a Rio Maior
média grupo a= @a.asa Milfontes

desvio padrdo g9.i= O.22a
desvio padrdo g.2= 0O.54&3

0.05£P«£0.02

t = 2.1]8708663

graus de Lliberdade =

Quadro sintese 27 - Comparagao do nimero de macrosetas do 1 segmento
palpal entre as fémeas de Aedes detritus de Rio Maior
e de Milfontes. Diferenga nao significativa(005<P «0.02).

média grupo 1= a.7a Rio Maior
média Qrupo &= &a.asa Milfontes

desvio padrdo g@.i= 1.894
desvio padrdo g.&= 1,041

0.4< PLO.5

t = ~Q.7?641%4188

graus de Lliterdade = 17a

Quadro sintese 28 - Comparagao do numero de macrosetas do 11 segmento
palpal entre as fémeas de Aedes detritus de Rio Maior
e de Milfontes. Diferenga nao significativa (0.4<P<0.5)




média Yrupo 1= %2 .86 Rio Maior
N= 92 média IcUpo B= “a8.553 Milfontes

desvio padrado g.i1= “.4aa
desvio padrao g.a= 1.00S

P £ 0.001

t = -12.87.157S

graus de LlLiberdade = 182

Quadro sintese 29 - Comparagao entre o numero de sensilla coeloconica
do 11 segmento do palpo maxilar das {émeas de
Aedes detritus de Rio Maior ¢ de Milfontes.Di-
ferenga altamente significativa (P < 0.001).

N= 171 média grupo i= iGO0.9i14 Rio Maior

=
]

171 nédia rupo 2= &S. 144 Milfantes

desvio Ppadrdo g.i1=z 1a.642
desvio padrdo 9.2= 16.553

P < 0.001

t = 19.9%a68

graus de liberdade = au0

Quadro sintese 30 - Comparagao entre o numero de sensilla coeloconica
do III1 segmento do palpo maxilar das fémeas de
Aedes detritus de Rio Maior e de Milfontes. Dife-
renca altamente significativa.(P £ 0.001).
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Quadro sintese 31 - Relagao entre o numero de sensilla coeloconica do
111 segmento do palpo maxilar das fémeas de Aedes
detritus de Rio Maior e de Milfontes. Diferenga al-
tamente significativa (P £ 0.001).

[ & TESTE-T 3 |
-ENTRE RS AMOSTRRAS 2 E 4
T= 14.754439
. GL= b2
P= 1.52812S2E-9
P<@.001 %

Quadro sintese 32 - Relagao entre o comprimento do 111 segmento do pal-
po maxilar das fémeas de Aedes detritus de Rio Maior

e de Milfontes. Diferenga altamente significativa
(P £ 0.001).

[BFTESTE T3
-ENTRE RS AMOSTRAS S E 7
T= 6.658744
GL= 62
P= 2.5787853E-6

P(@.001 *EF

Quadro sintese 33 - Relagao entre o numero de sensilla coeloconica do
I1 segmento do palpo maxilar das fémeas de Aedes
detritus de Rio Maior e de Milfontes. Diferenga alta-
mente significativa (P < 0.001).

[ 3 TE=TE-T 3 |
-ENTRE RS RMOSTRAS 6 E B |
Te 11.654029 ' |

GL= 62
P= 1.2989568E-8
P<(@.00@1 ®¥% :

Quadro sintese 34 - Relagao entre 6 comprimento do II segmento do palpo
maxilar das fémeas de Aedes detritus de Rio Major e

de Milfontes., Diferenca altamente siénificativa
(P £ 0.001).
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Figura 13~ Nimero de sensilla coeloconica do 111 segmento do palpo
maxilar das {émeas de Aedes detritus de Milfontes.
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Figura 14 - Nimero de sensilla coeloconica do 11l segmento do
palpo maxilar das fémeas de Aedes detritus de Rio Maior.
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Figura 15 - Comprimento do 11 segmento palpal nas fémeas de Aedes
detritus de Rio Maior.
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Figura 16 - Relagao entre o nimero de sensilla coeloconica e o com-
primento do II segmento do palpo maxilar nas fémeas de
Aedes detritus de Rio Maior. Correlagao altamente signi-
ficativa (P <€ 0.001).
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Figura 17 - Comprimento do III segmento palpal nas fémeas de Aedes
detritus de Milfontes.
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numero de sensilla coeloconica e o compri-

mento do III segmento do palpo maxilar das fémeas de Aedes

detritus de Milfontes. Correlagao nao significativa

{P < 0.05},
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Figura 19 - Némero de sensilla coeloconica do 11 segmento do palpo
maxilar das fémeas de Aedes detritus de Milfontes.
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Figura 20 - Nimero de sensila coeloconica do II segmento do palpo
maxilar das fémeas de Aedes detritus de Rio Maior.
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» .
Relagdo entre o némero de sensilla coeloconica e o com-

primento do III segmento do palpo maxilar nas fémeas de

Aedes detritus de Rio Maior.

ficativa (P < 0.001).

Correlagdo altamente signi-
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Figura 22- Comprimento do III segmento palpal nas fémeas de Aedes
detritus de Rio Maior,
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Figura 23 - Comprimento do II segmento palpal nas “fémeas de Aedes
detritus de Milfontes.
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Figura 24 - Re}aqﬁo entre o ndmero de sensilla coeloconica e o com-
primento do II segmento do palpo maxilar nas fémeas de

Aedes detritus de Milfontes. Correlac@o nao significati
(P 7 0.:05}. & gnificativa
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Figura 25— Comprimento da furcula anterior da asa das fé-
meas de Aedes detritus de Rio Malor.
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Figura 26 = Comprimento da furcula anterior da asa das fé-
meas de Aedes detritus de Milfontes.
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Figura 27— Comprimento da haste das asas nas fémeas de Aedes
detritus de Milfontes.
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Figura 28-Correlagao entre o comprimento da furcula anterior
da asa e o comprimento da haste,nas {émeas de Aedes
detritus de Milfontes. Correlagao altamente signifi-
cativa (P < 0.001).

134




comP. 8TEM (R.MARIOR)
RIO MRIOR

AEDES DETRITUS (F)
COMPRIMENTO DO STEM

NUMERQ DE ITEMS = 3@
MEDIA = 46.1B66867

DESUIQ PRDRRO
ERRO FRDRRAOD

13@3116e
1409

S
.57

n

K]
i
[n ]
0
(S ]
(]
-]

VAR IANCIR =

' AMOSTRA NO. 2
TREELA DE FREWUENCIRS
INTERURLO DE CLRSSE [FREQUENCIA
37.5-42.5 3
i 42.5-47.5 17
| a47.8-82.5 1
i
I
[
I
|
|
L |
——
-
P
12 3
Figura 29 - Comprimentoda. haste das asas nas fémeas de Aedes

detritus de Rio Maior.




----- RESULTADOS~=--~~

MEDIR DE xX=93.333333
URRIRNCIA=19.54025¢6
DESUIO PRADRARO=4.4204350c

n*n

mim
Mo
T
HI I
s
o
Durn
r3
[Ny
e
LI
oM
= Ui
Cina
[~ Nag
-J

Ll
o -
el
{21
—
lis]

-

ner—HC
TIDD -

L)

Pl
>MmMom DM
I o I

n

1

=
pmoono

nJ
W o
o £
~J i .
0 ]

1y

[a ]

0
it
T

~ QD
amc -
s e NN
<
MO T
1 O -
Z Ao
vnm I
tum
&D
no

RECTH OE REGRESSHU:
Ye61l.2046534+-0.16176447 5N
ERRO F. PREUISTO=3.1014575

109 7
[

37 .51 ' -

158 .71

i
n+4 ——

@ 75 100 125 150

Figura 30-Correlagao entre o comprimento da fircula anterior
da asa e o comprimenta.dahaste nas fémeas de Aedes

detritus de Rio Maior. Correlagao nao significativa
(P70.05),

136




Figura C - Comparagao do numero de sensilla coeloco-

nica e do comprimento do III segmento do palpo maxilar

entre as fémeas de Aedes detritus de Rio Maior (A)

e de Milfontes (B). Como se pode verificar, conju-
gando com os dados das [iguras 18 e 21, as duas es-
pecies revelam uma diferenca altamente significativa,

relativamente a estes caracteres,




2.2 - Analise discriminante das larvas

Uma vez que a analise univariada efectuada nas larvas do 42 es—

tado das espécies A e B do complexo do Aedes detritus, revelou algumas

diferencas altamente significativas e dado que o material larvar é rela-
tivamente facil de colher, preparar e observar ao microscépio, achamos de
interesse encontrar uma possivel funcao discriminante que nos permitisse
separar, com éxito, as larvas das duas espécies. Assim, socorremo-nos do
auxilio do Dr. Gongalo Janz do Instituto de Higiene e Medicina Tropical,
da Universidade Nova de Lisboa, que gentilmente tratou estat{sticamente

os dados por noés recolhidos, relativos as larvas de Aedes detritus A e

Aedes detritus B, de Rio Maior e de Milfontes, respectivamente.

Os caracteres escolhidos para este estudo foram os correntemente
utilizados e referidos na literatura classica (Marshall,1938) e outros por
nos seleccionados.

A amostra foi constituida por 18 exemiares de cada uma das espe-
cies (A e B), confirmados por analise electroforetica efectuada ao conjunto

g {
de onde foram retirados.

QUADRO A

Variaveis testadas pelo seu poder discriminante.

V, - Comprimento das sedas pre-clipeais * (p)

V3 - Numero de ramos da seda cefalica d *

Nimero de espinhos do pente sifonico *

Numero de ramos das sedas metatoracicas *

Vy e Vg : Variaveis seleccionadas

* 1 Média dos dois lados

A fim de se obterem as variaveis mais susceptiveis de discriminar
as duas amostras foi necessario encontrar o melhor discriminante linear
para duas variaveis e dois grupos. Este método foi utilizado por Janz

et al. (1983), ao estudarem o complexo do Culex pipiens.

Todos os calculos foram executados num microcomputador Apple IIR,

utilizando programas escritos pelo Dr. G. Janz.
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Os resultados, constantes da figura 31, mostram que existem
zonas de sobreposigao que variam de 36% a 39%, relativamente as variaveis
ensaiadas, nao podendo, consequentemente, ser utilizadas separadamente
para identificagao de espécimes. Assim, foi calculada a melhor funcao li-
near discriminante (figura 32) com as variaveis seleccionadas, assumindo

a forma representada no quadro B.

QUADRO B \

Melhor funcao linear discriminante

I
|

V, - Comprimento das sedas pre-clipeais (p)

Vg = Nimero de ramos da seda cefalica d

Conforme se observa no quadro C e na figura 32, os valores dis-
criminantes nao se sobrepoem. Contudo, achou-se de interesse estimar o
risco tedrico de tal evento, a menos de 0,005 o que, na pratica, pode r

ser negligenciado. i

QUADRO C

¥ s icm 5% icm 5% i
\¢} 1 A 188,7 9,4 184,0 193,3 168,9 208,4 ﬁ
B 169,8 6,5 166,6 178,1 156,0  183,6 |

’d;)Z/ A 5,7 0,8 5,3 6,1 4,0 754 ‘.'
B 358 05 8.5 4,1 bl 5,0 |

D A 28,4 126 7 W 29,7 - T 50,0 |
B -21,9 10,2 - 27,0 ~-116,8 - 43,4 e i) ‘

|

X: Média W

s: Desvio padrao

icm: 5% limite de confianga da média |

Riscos }

AL O&= 1,857 pe¢ 0,035

B70&= 2,197 pg 0,02
A(-5¢ = 2,254 p< 0,015
B> 54 = 2,637 p<0,005
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Os resultados sao apenas validos para as populacoes de que
loram recolhidas as amostras ensaiadas. Serao necessarias novas colheitas
tobrindo as varias regiaes de distribuicao das duas espécies, a fim de

ue poder confirmar a eficacia deste método na discriminagao das larvas

do 4° estado das especies A e B do complexo do Aedes detritus de Portugal.

Ficou, no entanto, demonstrada a possibilidade de separar as lar-
vas das duas espécies, através de uma funcao discriminante baseada em duas
variaveis morfologicas, nomeadamente o comprimento das sedas pre—clipeais

¢ o numero de ramos da seda cefalica d.
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Figura 31 - Distribuigao separada das variaveis

seleccionadas.
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3 - ESTUDOS ECOFISIOLOGICOS

Os elementos provenientes das observagoes realizadas em amostras

das populagoes portugesas de Aedes detritus, apresentados nos capitulos

precedentes, evidenciam a existéncia no nosso pais de um complexo de espe-
cies, constituido, pelo menos, por duas espécies gémeas, conforme temos
vindo a assinalar. Deste modo, e na prossecuggo dos nossos objectivos,
efectuamos um estudo da caracter ecofisiologico com a finalidade de detectar-
mos eventuais diferencas e/ou semelhangas na ecologia, fisiologia e etologia
destas espécies, de modo a podermos estabelecer mais alguns critérios vali-
dos de diagnose que permitam uma identificacao a estes niveis.

Embora tenhamos estendido o estudo ao conjunto das amostras das

populagoes de Aedes detritus das diferentes regioes geograficas prospecta-

das, fizémos incidir a nossa atencao fundamentalmente sobre as populagées
de Rio Maior e de Milfontes, pelas razoes ja apontadas de elas constituirem
como que isolados geograficos de caracterizagao aparentemente mais facil e
apresentando uma certa estabilidade nas condicoes mesologicas do meio.
Os resultados achados parecem-nos significativos e esclarecedores
quanto a algumas diferengas ecofisiologicas entre as duas espécies gémeas.
Por metodologia, apresentaremos separadamente os elementos rela-

tivos aos estados adultos e as formas imaturas.

3.1 - ADULTOS

Procuramos estudar e reunir o maximo de informagao possivel sobre

Aedes detritus, espécies A e B, tanto no campo como em experiéncias labora-

toriais. As prospecgoes levadas a cabo no campo tornaram-se, por vezes, di-
ficeis devido aos fracos recursos materiais e humanos de que dispunhamos.
No laboratorio, as tarefas foram simplificadas por termos conseguido impro-
vizar o insectario anteriormente referido e por podermos contar com a pre-
ciosa colaboragao de uma auxiliar técnica. Dispondo de processos de criagao
e manutencao razoavelmente equilibrada dos estados imaturos (larvas e pupas)
e das formas adultas, procedemos a varios ensaios sobre: autogenia/anauto-
genia, euriga@ia/estengggmia, alocronia/sincronia, potencial biotico (nﬁ—
mero de posturas;mnﬁmero de ovos/postura, longevidade) e antropbfilié/idb—
filia, bujos resultados serao apresentados e discutidos neste capitulo.
Simultdneamente, e uma vez que haviamos detectado, pela primeira

vez o caracter autogénico em populagoes portugesas de Aedes (0.) caspius

(Pallas,1771) como se pode observar em Capela et al. (1984), fizémos um
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estudo da sua variagao mensal, nesta espécie.

3.1.1 - Autogenia/anautogenia nos insectos hematofagos com

particular relevo para os mosquitos.

0"desencadear" do ciclo gonadotrofico nos insectos hematofagos
esta geralmente associado a uma refeigao sanguinea. A ingestao e a diges-
tao das proteinas do sangue tomado pelas fémeas esta intimamente ligada a
maturacao dos ovocitos. A este fenomeno chamou Swellengrebel (1929), "con-
corddncia trofogonica". No entanto, sao conhecidas espécies com a capaci-
dade de realizar o primeiro ciclo gonadotrofico e a correspondente postu-
ra, sem interrupcao, na auséncia de refeigao sanguinea. A estas espécies
da-se o nome de autogénicas, sendo o fenomeno designado por autogenia. Em
oposigao as primeiras, existem as chamadas espécies anautogénicas, nas
quais o ciclo gonadotrofico é interrompido desde que a fémea nao efectue
uma refeigao sanguinea. Assim, nos mosquitos as fémeas autogénicas desen-
volvem o ciclo ovarico, desde a eclosao ate a postura final, enquanto que
nas anautogénicas este & interrompido por um estado de diapausa e s6 pros-—
segue através da refeigao sanguinea. Sabe-se actualmente que a autogenia/
anautogenia corresponde a um conjunto de fenomenos complexos, controlados
genéticamente, por meio de mecanismos hormonais, e € influenciada por di-
versos factores ecofisiolégicos, tais como: temperatura, humidade, ventos,
pluviosidade, fotoperiodo, regiao geografica, regime alimentar dos estados
imaturos e outros.

Analisado de um ponto de vista epidemiologico,este fenomeno re-
vela-se de extrema importdncia,uma vez que permite a subsisténcia de espe-
cies eventuais transmissoras de doengas ao Homem e outros animais, em con-
digoes mesologicas desfavoraveis, até mesmo na auséncia de hospedeiros.

De entre os insectos hematofagos que manifestam o caracter auto-
génico, destacam-se os Psicodideos, os Ceratopogon{deos, os Simulideos,
os Tabanideos, os Muscideos e os Culicideos.

Guilvard (1977), da-nos uma excelente perspectiva dos diferen-
tes fenomenos ecofisiologicos ligados a autogenia especialmente no chama-

do complexo do Aedes detritus.
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Detecgao do caracter

Faremos um breve resumo histérico da deteccao do fenomeno e te-
ceremos algumas consideragaes de caracter geral, dando conta, simulténea-
mente, dos estudos até agora desenvolvidos no nosso pais.

Desde o inicio do século, varios investigadores se vinham inter-
rogando sobre se seria obrigatoria ou facultativa uma refei¢ao sanguinea
para que as fémeas dos mosquitos desenvolvessem o primeiro ciclo gonado-
trofico até final, com consequente postura. Diversos trabalhos foram rea-
lizados com o objectivo de dar resposta a esta questao. Porém, os resulta-
dos apresentavam-se muitas vezes contraditorios. Assim, Theobald (1901),

refere a possibilidade de Culex (C.) pipiens Linnaeus,1758 efectuar postu-

ras férteis sem prévia refeigao sanguinea, o que veio a ser confirmado por
Smith (1904). Mitchell (1907) confere ao fenomeno observado pelos autores
acima referidos um caracter excepcional na natureza e refere como indis-
pensavel para a maturacao dos ovos, nos mosquitos, que haja uma refeigao
sanguinea. Apesar desta aparente discordidncia, alguns investigadores vinham

conseguindo criar laboratorialmente geragoes sucessivas de Culex pipiens,

sem ingestao de sangue, observando paralelamente muitas populagoes de mos-
quitos, na natureza, em regioes bastante pobres ou mesmo desprovidas de
hospedeiros vertebrados.

Neumann (1912), fide Guilvard (op.cit.), criou em laboratorio,

durante dois anos, varias geragoes de Culex pipiens sem lhes fornecer re-

feicao sanguinea; enquanto que Howard, Dyar e Knab, obtiveram duas geragoes

sucessivas de Aedes atropalpus, alimentadas exclusivamente com agua aguca-

rada. Fielding (1919), consegue posturas de Aedes aegypti, alimentando as

fémeas com substédncias peptonadas. Gordon (1922), utilizando unicamente
hemacias ou soro, como alimento, nao conseguiu que nas fémeas se efectuasse
a maturacao dos ovos. Huffa (1929) e Boissezon (1929), realizando experi-
éncias nos Estados Unidos e em Francga, respectivamente, que pareciam confir-
mar a possibilidade de um primeiro ciclo gonodotrofico sem refeicao san-

L3 . . . 4
guinea, afirmando Huff que Culex pipiens poderia manter-se na natureza,

sem picar os animais. Esta capacidade foi finalmente demonstrada por
Roubaud (1929;1930;1933) que a ligou a certas populagoes geneticamente dis-
tintas. Deste modo, surgiu a ideia de formas bio]égicas diferentes, tendo

Roubaud criado o termo autogenia, com a descrigao de uma forma autogénica,
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homodinamica(l) ¢ esténogama(z) a que chamou ( Culex pipiens "autogenicus")

¢ uma outra anautogénica, heterodindmica(3) e eurigama(a) (Culex pipiens

"pipiens").

(1) - Homodindmico: Diz-se do insecto cujo desenvolvimento nao sofre uma

verdadeira diapausa.

(2) - Heterodindmico: Diz-se do insecto cujo desenvolvimento apresenta uma

verdadeira diapausa, sob influéncia de factores extrinsecos diversos.

(3) - Esténogama: Diz-se da especie que tem a possibilidade de realizar a

copula em espagos restritos, sem véo nupcial.

(4) - Eurigama: Copula so possivel em espagos amplos, com véo nupcial.

De Buck (1935), dissecando fémeas de Culex pipiens, mantidas algum

tempo sem refeigao sanguinea, registou a presenga de ovos retidos nos ova-
rios. Weyer (1935), refere como "fémeas autogénicas'" as que possuem os fo-

1iculos desenvolvidos para alem dos estado II de Christophers (1911).

Demonstrou-se, entao, que as espécies autogénicas efectuam a pri
meira postura sem refeicao sanguinea, mas necessitam dela para as posturas
subsequentes. Spielman e Weyer (1965), estenderam o conceito de autogenia
a outros insectos hematofagos. A designagao "anautogénica' passou a estar
ligada a uma situacao em que se observa uma paragem do desenvolvimento
ovarico, estrictamente ligada a alimentagao. Nas fémeas gﬁ%utogénicas esta
diapausa nunca existe. Com o evoluir dos trabalhos ligados as experiéncias
sobre esta matéria, a lista das espécies de diversos generos portadoras
do caracter autogénico, tem vindo a aumentar. Esta realidade leva-nos a en-
carar o fenomeno como mais generalizado do que a partida se poderia supdr.

Rioux et al. (1975) publicaram uma lista das espécies autogénicas
de culicideos conhecidas até entao e que incluia 129, para além dos géneros

Toxorhynchites e Malaya, desprovidos de aparelho picador funcional e, con-

sequentemente, autogénicas de facto,.

Smith e Corbet (1975) acrescentaram a lista Aedes fryeri. Capela

e M.E. Ribeiro (1984) contribuiram para o incremento deste conhecimento

juntando ao conjunto destas espécies Culiseta (C.) annulata (Schrank,1776)

passando a lista, tanto quanto julgamos saber, a incluir 131 taxa.
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Genética da autogenia

Numerosos trabalhos de genética foram produzidos a partir da des-
coberta feita por Roubaud (op.cit.) de duas formas bioldgicas, a autogénica

¢ a anautogenica, no complexo do Culex pipiens.

Varias hipbteses foram postas defendendo, ora a transmissao mono-
factorial do caracter autogénico ora a sua transmissao plurifactorial. Re-
centemente, estes estudos estenderam-se ao género Aedes em que ambas as hi-
poteses sao aceitaveis, dependendo das espécies presentes. Dado que o nosso

trabalho incide fundamentalmente sobre as espécies halofilas, Aedes caspius

¢ Aedes detritus, a elas nos referiremos com mais pormenor. Em certas espe-

cies do género Aedes, a autogenia manifesta-se como um caracter monofacto-
rial dominante. O'Meara e Craig (1969), estudaram o processo de transmissao
deste caracter cruzando populagoes autogénicas e anautogénicas de Aedes
atropalpus. Na primeira geragao todos os hibridos sao autogénicos. Cruzamen-
tos entre individuos da Fy e individuos parentais mostram que o caracter au-
togénico é dominante, monofactorial e autosomal.

Em Aedes detritus, Rioux et al. (1973), cruzaram uma estirpe anau-

g L) e S . g
togenica do sul de Franca com outra anautogenica proveniente da Tunisia,ve-
rificando que nesta espécie, a autogenia se comporta igualmente como um ca-

racter comandado por um unico gene, representado por dois alelos, existen-

‘—_'—-_———_H .
tes num dos dois autosomas.

Hoyer e Rozeboom (1976), efectuaram cruzamentos entre trés popula-

coes autogénicas e duas populagoes anautogénicas do complexo Aedes scutella-

ris. Os resultados mostravam que a transmissao é complexa e esta provavelmen-
te ligada a varios alelos. Na maior parte dos casos o modo de transmissao

da autogenia continua por determinar. Porém, os investigadores destes assun-
tos, estao de acordo em que, de um modo geral, o caracter autogénico e domi-

nante.

Controlo hormonal da autogenia

Varias escolas europeias se vém debrugando sobre a interpretagao
dos mecanismos hormonais que desencadeiam e controlam a vitelogenese nos
insectos hematofagos,particularmente nos mosquitos, pelo seu importante pa-

pel em saide piblica. Wigglesworth (1936), pés em evidéncia a existéncia

o
de (ém controlo hormonal da actividade dos insectos no Triatomideo Rhodnius

prolixus. Através de estudos histologicos e experimentais (decapitagao e
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e parabiose) este autor mostrou que a actividade dos ovarios € controlada
. - . b
por uma hormona produzida na regieo posterior da cabega, ao nivel dos

corpora allata. Trabalhos posteriores de Raabe (1952), em Fasmideos,

Thomsen (1952), num Muscideo e Engelman (1957), em Blataria, evidencia-
ram a existéncia de uma relagao entre um centro cerebral da pars inter-
cerebralis e o desenvolvimento ovarico. Nos mosquitos, as fémeas geralmen-
te efectuam posturas de algumas dezenas ou mesmo centenas de ovos, varias
vezes, durante a vida. Exceptuando a primeira postura, que pode ser auto-
génica, a maturagao dos ovos requer uma refeigao sanguinea. A ingestao

do sangue estimula os processos endocrinos gonadotroficos.

Experiéncias baseadas em técnicas de ligagao e decapitacao de
individuos alimentados e nao alimentados, demonstraram a existéncia, na
hemolinfa, de um factor hormonal gonadotréfico determinado pela refeigao
sanguinea. Permanece indeterminada a natureza do 6rgao secretor responsa-

vel, embora se tivesse suspeitado do papel dos corpora allata no controlo

dos Gltimos estados da vitelogénese (Detinova,1945;Gillet,1958). Porem,

nos mosquitos, os corpora allata regulam os primeiros estados da vitelo-
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genese. Gwadz e Spielman (1973), procedendo a ablggéo destas glandulas |

/ néhg}imeira hora apos a emergéncia dos adultos, verificaram uma paragem

/' no desenvolvimento ovarico.

As células neurosecretoras medianas sao de capital importédncia

para o desenvolvimento dos ovos nas fémeas anautogenicas alimentadas e
nas fémeas autogénicas. A sua remocao a seguir a emergéncia faz cessar o
desenvolvimento ovarico nas fémeas amutogénicas alimentadas e nas autoge-
nicas. Se esta operagéo se realizar em fémeas com varias horas de vida,
nao se fara notar grandemente o efeito, uma vez que a hormona segregada
pelas referidas células é armazenada nos axonios das células, ao nivel

do corpus cardiacum.

Segundo Lea (1972), a refeigao sanguinea estimula a descarga
da hormona armazenada, 8 a 16 horas mais tarde. Estudos histolégicos le-

vados a cabo por Larsen e Broadbent (1968) e por Meola e Lea (1970) con-

firmaram o papel das celulas neurosecretoras e do corpus cardiacum no

desenvolvimento dos ovocitos.

Os corpora allata e as celulas neurosecretoras produzem hormo-

nas fundamentais para o desenvolvimento dos ovos. A hormona segregada

pelos corpora allata é libertada nas primeiras horas apos emergéncia dos

adultos e controla, portanto, as primeiras fases da vitelogénese. A hor- |




mona produzida pelas células neurosecretoras medianas é langada logo

apos a emergéncia, nas fémeas  autogénicas, enquanto que nas anautogé-

. - . o CO 3
nicas e armazenada no corpus cardiacum e sera a refelgao sanguinea que

regulara a sua descarga.
Apos a descoberta da vitelogenina efectuada por Pau, Bell e

Telfer (1969), em Periplaneta americana (Blattoptera) e Hyalophora

cecropia (Lepidoptera) pensou-se que este precursor do vitelo segregado

pelo corpo adiposo se devia encontrar em todos os insectos incluindo os
mosquitos. Simultdneamente, descobriu-se que o precursor das ecdisonas
esta bastante espalhado na natureza. Deste modo, as fito-ecdisonas che-
gam a representar 10% do peso seco de certas plantas. Aceita-se que os

|
culicideos podem colher estas substédncias nos vegetais,Patterson,Smith
e Dewere (1969). Spielman e Gwadz (1971) juntandO{G— ecdisona a uma re-

|

feigao agucarada de Aedes aegypti e Culex pipiens provocaram a emissao

de alguns ovos nestas fémeas anautogénicas. O mesmo resultado foi obtido

por meio de injecggo da mesma hormona na hemolinfa de Aedes aegypti anau-

togénicas, privadas de sangue.

Em 1973, Hagedorn et al. demonstraram em Aedes aepypti a in-

tervengao de um factor desconhecido no desenvolvimento da vitelogénese

e que actuava a partir do ovario de fémeas alimentadas com sangue, indu-
zindo a produgao de vitelogénese ao nivel do corpo adiposo. Fallon e Coll.
(1974) e Schlaeger e Coll. (1974), identificaram esta hormona como sendo
a Pecdisona. Até entao pensava-se que os adultos nao possuiam ecdisona,
pois haveria lugar a degenerescéncia das glindulas de ecdisona ou glén-
dulas da muda apos a Ultima metamorfose (Burgess e Rempel,1966). A ablacao
das células neurosecretores medianas suprime a secregao da ecdisona pelo
ovario apos uma refeicao sanguinea. O corpo adiposo é, portanto, incapaz
de, por si so, elaborar a vitelogenina. Segundo Lea e Hagedorn (1974), a
hormona produzida pelas células neurosecretoras medianas e libertada a

partir do corpus cardiacum tem uma accao ecdisiotrofica, isto e, estimu-—

laria a secrecao da ecdisona nos ovarios. Hagedorn e coll.(1975) retomam
o estudo das hormonas segregadas pelo ovario e emitem a hipotese da ela-
boragao por este 6rg50 de uma proto-hormona, a ecdisona que se conver-
teria em ﬁ—ecdisona e que teria um papel importante no desenvolvimento

dos ovos nas fémeas, estimulando a vitelogenina.
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Nos mosquitos, a taxa de ecdisona jé alta antes da refeicgao
sanguinea ( 1x10~/ M/g) aumenta seguidamente até atingir (3x10~7 M/g).

A fonte de ecdisona nas fémeas em jejum & ainda desconhecida.
Antes da refeiggo, o corpo adiposo nao responde a estimulacao da ecdiso-
na em virtude da intervengao de um factor inibidor que desaparece apos
a refeicao. As glandulas protoracicas libertam tambeém agecdisona que po-
de transformar-se enlpecdisona por hidroxidagéo. Deste modo, ao longo de
toda a vida do mosquito, a¢ ecdisona esta implicada tanto no processo de
muda como no desenvolvimento ovarico. Fide Guilvard (1977), a hormona ju-
venil parece ter uma fungao importante no processo do desenvolvimento lar-
var e na ovogénese,

Concluindo podera afirmar-se que nos mosquitos, a vitelogénese

esta sob a dependéncia de trés hormonas, conforme figura D:

- Hormona juvenil, segregada pelos corpora allata

— Hormona cerebral, elaborada pelas celulas neurosecretoras do pars inteA =
cerebralis

- Ecdisona, produzida pelo ovario.

Estas hormonas controlam a vitelogénese,que se decompoe em duas

fases:

-

Pré-vitelogénese — controlada durante a primeira hora apos emergéncia,
através da hormona juvenil. Esta hormona permite o crescimento dos foli-
culos e a deposigao dos primeiros graos de vitelo (estado IIa), preparando

o ovario para as fases seguintes.

Vitelogénese - sob controlo da hormona cerebral e da ecdisona. A hor-

ey

mona cerebral elaborada pelas células nerosecretoras do pars intercerebra-

lis é armazenada ao nivel das proprias células e no 6rgao neurohemal. E
descarregada automaticamente nas fémeas autogenicas. Tem por objectivo o

ovario que responde elaborando a ecdisona sob a forma de uma proto hormona

v
-

a ¢ ecdisona que, por sua vez, e transformada por hidroxilagao em hormona
activa, a (@ ecdisona. 0 Grgao a atingir por esta hormona € o corpo adiposo
que sintetiza uma proteina especifica "a vitelogenina". Uma vez libertada
na hemolinfa, a vitelogenina, é transportada ao ovario e penetra no ovoci-
to a fim de constituir o vitelo. Os foliculos amadurecidos libertam um
factor inibidor para o desenvolvimento dos foliculos menos avangados. Pa-

ra além dos factores de ordem genética e endocrina, a autogenia € igual-

mente influenciada, como ja referimos, por diversos factores ecologicos,

como sejam, o alimento, a temperatura, o fotoperiodo e outros.
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Factores ecologicos influenciando a autogenia

- Alimentacao larvar

Regra geral, a fecundidade nos insectos é influenciada signifi-
cativamente pela riqueza da dieta alimentar nos estados larvares. Os mos-
quitos nao fogem a esta regra e, particularmente nas espécies autogenicas,

a qualidade e a quantidade dos alimentos ingeridos pelas larvas pode mo- 1
dificar acentuadamente a frequéncia e a manifestacao do caracter. Boisse-

zon (1929, 1930, 1932), em experiéncias realizadas com Culex sp. prove-
nientes de larvas bem nutridas com gemas de ovo ou com coagulos de sangue

e privados de alimento no estado adulto, verificou que eles faziam postu-

ras tao grandes quanto as das fémeas que haviam sido alimentadas com san-

gue. Simultdneamente, Gashen (1932) assinala em Culex pipiens posturas com

uma meédia de 63 ovos em adultos provenientes de larvas com uma dieta ali-
mentar rica, enquanto que os testemunhos, alimentados com farinha de trigo,
punham cerca de 29 ovos. De Buck (1935), Tate e Vincent (1936), Laurence
(1964) reforcaram estes conceitos através de experiéncias laboratoriais.
Este Ultimo, demonstrou que uma nutrigao larvar a base de biscoito para

cao enriquecido com acido glutdmico e caseina, fazia elevar a percentagem
de fémeas autogenicas de 28 para 99%. Tambem a quantidade de alimento in-
gerido nos estados larvares influencia a expressgo e a frequéncia do ca-
racter autogénico. Para Kardos (1959), existe um limiar de caréncia alimen-
tar das larvas abaixo do qual as fémeas autogénicas perdem a capacidade

para a postura. Por exemplo, as larvas de Culex tarsalis submetidas a um

regime de 0,4 g de substlncia nutritiva por unidade de volume de agua,
somente originam 16% de fémeas autogenicas, enquanto que os mesmos lotes

com 1,6 a 2,5 g, ocasionam um numero de fémeas autogénicas que pode atin-

gir 93%. Por sua vez, a fecundidade das fémeas passa de 53 ovos no primei-
ro caso, para 98 no segundo (Kardos,1959).

Spielman (1957), assinala uam estreita correlagao entre a quan-
tidade de alimento ingerido pelas larvas e o tamanho das fémeas resultan-
tes, bem como o numero de ovos emitidos numa postura autogénica.

Em conclusao, pode afirmar-se que existe uma dependéncia entre
a fecundidade das fémeas autogénicas e a qualidade e quantidade dos nutri-

entes ingeridos pelas larvas de onde foram originarias.
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Figura D - Controlo hormonal da vitelogenese.

Aquando da eclosao das fémeas anautogeénicas, os

corpora allata segregam a hormona juvenil que permite o

crescimento dos foliculos e o inicio da vitelogénese até ao
estado Ila. A vitelogénese cessa neste estado até que ocorra
a refeicao sanguinea. A ingestao do sangue desencadeia a des-
carga da hormona cerebral que induz a secregao da ecdisona
pelas células foliculares. A ecdisona actua ao nivel do cor-
. . . h g L .
po adiposo que produz a vitelogenina, proteina especifica
que entra na composigao do vitelo. Os ovocitos maduros inibem

o desenvolvimento daqueles que nao tenham terminado a sua ma-

turagao. Os mesmos processos passam-se, sem interrup¢ao, nas

fémeas autogenicas.




— Temperatura

Das varias experiéncias efectuadas por diversos autores, con-
cluiu-se que a temperatura favorece a expressao e a frequéncia da auto-
genia, agindo igualmente sobre a fecundidade das fémeas autogénicas.

Dobrotworsky (1954) assinala que a fecundidade das fémeas de

Culex pipiens é reduzida com altas temperaturas. A 20° C, uma fémea poe,

em média, 72 ovos; enquanto que sé pora 57, a 31 °C. No norte da Califor-

nia a autogenia em Culex tarsalis e mais elevada em Maio do que em Se-

tembro, enquanto o numero de ovos varia de 116 em Maio, para 27 em Se-
tembro. Assim sendo, e segundo Moore (1936), existe uma forte ligagao
entre a temperatura do meio larvar e o numero de ovos postos pelas fémeas
originarias de tais larvas.

Nas regioes tropicais e sub-tropicais da Florida, O'Meara e

Edman (1975) detectaram em Aedes taenorhynchus, uma alta frequéncia de

autogenia e uma fecundidae elevada, concluindo, neste caso, que as va-
riagoes da autogenia estariam ligadas a temperaturas mais elevadas, exis—

tentes nestas regioes.

- Fotoperiodo

P
“\V _ 3
W A expressao da autogenia e tambem influenciada pelo fotoperio-

do. Harwood (1966), estudando populagaes de Culex tarsalis, verificou

que um fotoperiodo longo aumenta a frequéncia da autogenia bem assim como
a fecundidade. A sua expressao maxima obtém-se entre 10 e 16 horas de luz
natural, com temperaturas altas. Podemos pois concluir que a autogenia &

condicionada pela temperatura e pelo fotoperiodo e se exprime a um nivel

tanto mais elevado quanto maior fér a capacidade trofica do meio.

o Distribuigao geografica da autogenia

Como anteriormente referimos, a autogenia foi assinalada ateé
ao presente, em cerca de 131 espécies de culicideos, pertencentes a 13
géneros, Geogréficamente, a autogenia tem sido assinalada em todos os
climas, sendomais frequente nas zonas temperadas e circumpolares. Todavia,
ja foidetectada nas regices tropicais e equatoriais. £ o caso de Aedes
fryeri da Tanzlnia onde o caracter foi detectado por Smith e Corbet (1975)

Esta,foi a primeira referéncia a autogenia em culicideos tropicais.
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Estamos de acordo com Guilvard (1977) ao pdr a hipotese de que

a aparente diferenca observada entre mosquitos tropicais e temperados nao
seja mais do que um reflexo da pouca atencao que os entomologistas tém de-
dicado a este dominio da biologia dos mosquitos, nas regiaes tropicais.

De facto, os investigadores das regioes temperadas e articas,
tém desenvolvido um notavel esforgo na tentativa de compreenséo deste fe-
nomeno, nas espécies existentes nessas regiaes. Em nossa opiniao, parece
logico admitir que o caracter autogénico deve estar presente na grande maio-
ria das espéecies de mosquitos das diferentes regioes zoogeograficas do
globo. Sendo vantajoso para a espécie, existira num certo estado de 'laten-
cia", sé despertado por condigoes ecologicas bastante rigorosas que possam
pér em causa a manutencao e sobrevivéncia da espécie. Como referimos, ali-
mento, temperatura e fotoperiodo actuam no desenvolvimento larvar, influ-
enciando a autogenia, enquanto que a auséncia de hospedeiros e condigoes

climaticas extremas favorecem a manifestacao do caracter nos adultos.

3.1.2 - A autogenia em Aedes detritus

Vermeil (1953), foi o primeiro autor a assinalar a autogenia em

populagoes de aedes detritus da Tunisia. Chinaev (1964), detectou-a no

Uzbequistao. Albanese, Smiraglia e Lavanino (1971), registaram-na na Si-
cilia. Rioux et al.(1974), encontraram-na em mosquitos do sul de Franga.
Pasteur et al. (1977) e Pasteur et al. (1978), em trabalhos publicados

sobre esta matéria relativos ao litoral mediterrdnico francés (Camarga) e

a Africa do norte (Tunisia e Marrocos), estudando por meio de analise electro-
forética a variabilidade de quatro loci codificando as enzimas Est-2,

«- Gpd, Got-1 e Got-2, demonstraram que Aedes detritus e composta,pelo me-

nos, por dois grupos de populagoes simpatricas reprodutivamente isoladas,
ou seja, por duas espécies gémeas que designaram por espécie A e especie B.

Verdier (1978), empregando o mesmo método para distinguir as es-
pécies presentes e das areas referidas, concluiu que na especie A o ca-
racter autogénico esta presente e tem frequéncias variaveis em fungao das
regiaes geograficas, enquanto que na especie B ele nao existe, sendo a mes-
ma estritamente anautogénica.

Sendo conhecidos alguns factores que podem fazer variar a
frequéncia e a propria manifestagao da autogenia, empreendemos o estudo

da mesma, em populagoes da especie referida, ao longo da costa atllntica
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portuguesa. Com esta iniciativa pretendiamos saber se Aedes detritus re-
velava a autogenia em toda a area de repartigao no nosso pais. De acordo
com os objectivos que pretendiamos atingir no sentido de contribuimos para
um melhor conhecimento das espécies halofilas de mosquitos portugueses,

iniciamos o mesmo tipo de observagoes em Aedes caspius, espécie haléfila

que surge, frequentemente, associada ou alternddo com Aedes detritus.
Para a realizacao destas tarefas torna—se necessaria a aplicacgao

de algumas das técnicas assinaladas na Parte I, do nosso trabalho.

3.1.1.2 - A autogenia em Aedes detritus de Portugal

Os adultos provenientes de Rio Maior e de Milfontes a medida que
iam sendo dissecados para a detecgao da autogenia eram congelados a - 1209C
para posterior analise electroforética, no sentido de se determinar se

pertenciam a espécie A ou a especie B, do complexo do Aedes detritus.

Por razoes de ordem economica, dos lotes destinados a dissecgaes,
eclodidos das restantes estagoes de colheita, separamos alguns exemplares
que sofreram igualmente congelagao e foram mais tarde sujeitos a electro-
forese para efeitos taxonomicos. O critério adopatado permitiu-nos saber
com seguranga que as fémeas de mosquitos de Rio Maior dissecadas pertenciam

a espécie A e as de Milfontes a espécie B. Quanto as fémeas representativas

dos lotes dissecados e originérias das restantes estacoes, foram também ana
lisadas por meio de electroforese, verificando-se, em alguns casos, a exis-
téncia simulténea das especies A e B, no mesmo criadouro, o que torna mais
dificil a interpretagao dos resultados da autogenia nestas estagoes.
Verdier (1978), no numeroso material que estudou analisando por
meio de electroforese as fémeas que préviamente dissecara para a deteccao
da autogenia, verificou que entre as fémeas anautogénicas examinadas, umas
pertenciam a espécie A e outras a especie B, ao passo que todas as fémeas
autogénicas pertenciam unicamente a espécie A. Deste modo concluiu que,
muito provavelmente, o caracter autogénico estaria ausente nas populagaes
testadas da especie B, enquanto que a sua frequéncia seria mais ou menos
elevada na especie A. No nosso trabalho, como ja tivémos oportunidade de
referir, torna-se rigorosamente impossivel interpretar correctamente os
resultados nas estagoes em que o material ensaiado na electroforese nao &

o mesmo que foi dissecado para a autogenia. Porém, dado que as amostras
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para a electroforese foram retiradas dos mesmos lotes de fémeas eclodidas
para a autogenia, consideraremos este factor na interpretagao da variacao
da autogenia, nestas estagaes, seguindo o mesmo critério para a distribui-
cao espaco/temporal das duas espécies, no nosso pais.

Os dados das experiéncias levadas a cabo sobre a autogenia

em Aedes detritus e Aedes caspius de Portugal estao representados nas fi-

guras 33 a 53, que correspondem as dez estagoes de colheita. Analisaremos
os resultados em cada estagao, terminando com uma parte destinada a dis-

1 cussao e conclusoes,

Esposende - Principiando pela figura 33 relativa a este estacao,

verifica-se que no periodo estudado so se detectou a manifestagao da auto-

genia no més de julho em que coexistiam as espécies A e B, no mesmo cria-
douro. Muito provavelmente a taxa de autogenia encontrada de 12,5% ( 3

fémeas em 24) corresponde a presenga da especie A do complexo.

Lagoa de Paramos - Tal como em Esposende, a taxa de autogenia

encontrada foi de 12,5 %Z ( 5 fémeas em 40) igualmente no més de Julho,es-
tando presentes na mesma colecgao de agua as espécies A e B, de Aedes de-

. . 5 L3 .
tritus. Embora um pouco mais a sul, esta estagao apresenta caracteristicas

climaticas mais ou menos semelhantes as da anterior pelo que nao sera de

estranhar a concordincia dos dados observados, pela analise da figura 34.

Torrao do Lameiro - Foi a estagao prospectada mais a sul, da

regiao norte. A figura 35 mostra ovalor da taxa de autogenia no més de Ja-
neiro (4,76%). Nos restantes meses nao se detectou a manifestagao do ca-
racter. Presentes as espécies A e B. Nos meses de Outubro e Margo, em que

estava somente a especie B, nao se revelou a autogenia nas fémeas ensaiadas.

Rio Maior - Analisando as figuras 36, 54 e 55, verifica-se que

a autogenia se manifesta nesta populagao de Aedes detritus A, ao longo de

todos os meses do ano em que o criadouro esta activo. Somente em Julho,
Agosto e Setembro, meses em que se procede a extracc¢ao do sal, nao pude-
mos obter informagao, por falta de material. O caracter apresenta a sua
maxima expressao nos meses mais frios de Outono e do Inverno, que sao igu-

almente os de menor fotoperiodo. Novembro (61,43%) e Janeiro (39,18%) fo-
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ram os meses com valores mais elevados da taxa de autogenia, enquanto que
o més de Marco (0,87%) foi aquele em que se registou o menor valor. Tornn-
se evidente que estes resultados sugerem os meses de Primavera e inicio

do Verao como os menos favoraveis para a expressao da autogenia, enquanto

que no Outono e Inverno ela se manifesta com valores bastante elevados.

Pancas - As fémeas observadas provenientes de material colhido
nesta estacao nao revelaram autogenia, comose pode verificar atraves da

figura 37.

Kpuas de Moura - A figura 38 da-nos conta da deteccao do caracter

autogénico, nas amostras estudadas desta estacao, no més de Dezembro (13,63%),

estando presentes, em associagao, as especies A e B do complexo.

Milfontes - Como ja referimos, esta estacao dadas as suas caracte-
risticas, serviu, tal como a de Rio Maior, para estudos mais regulares sobre
a autogenia.

Dos exames feitos por meio de electroforese, constatou-se que s0-

mente existe, nesta estagao, a espécie B do complexo do Aedes detritus.Por

tal motivo e de acordo com os elementos obtidos, nao se registou a detecggo
do caracter na populagao de Milfontesoique parece confirmar que esta especie
B &, exclusivamente, anautogénica, pelo menos no nosso pais. Idénticos re-

sultados foram assinalados por Guilvard (1977) e Verdier (1978), em material

do sul de Franca (Camarga). A figura 39 mostra os resultados.

Lagos (Meia Praia) - A figura 40, assinala a autogenia nos meses

de Inverno: Novembro (50,00%), Janeiro (3,57%) e Fevereiro (5,26%) ao passo
que nos restantes meses do ano ela nunca foi encontrada. Mais uma vez se
verifica que em amostras em que sO esteja presente a espécie A, como foi o
caso do més de Novembro, a taxa de autogenia surge com valores mais altos

0 que nos parece logico se admitirmos que aquando das disseccoes poderemos
estar a trabalhar eventualmente com fémeas da especie A e da espécie B,
indistintamente. SO a confirmacao, por electroforese, feita as amostras do
mesmo lote que entretanto foram alvo de congelagao, pode auxiliar na inter-
pretagao dos dados. Nessa perspectiva, ensaiamos todo o material congelado
por via electroforétiva, a fim de podermos melhor compreender os resultados

obtidos.
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Faro (Ludo) - A figura 41 mostra-nosque Fevereiro (3,03%) e
Abril (3,12%) foram os meses favoraveis para a expressao da autogenia,
nesta estacao. Curiosamente, as taxas foram baixas e, para isso, deve

ter contribuido a presenga simultdnea das espécies A e B de Aedes detri-

tus, nos mesmos criadouros. Alias, no periodo em que decorreu o estudo
que se estendeu de Novembro de 1981 a Fevereiro de 1984, so em Julho de

1983 se encontrou unicamente a espécie A, nesta estagao.

Castro Marim - Foi nesta localidade que assinalamos (Capela,l981)

pela primeira vez em Portugal a presenca da autogenia e da estenogamia,

em amostras das populagoes locais de Aedes detritus. As colheitas foram

efectuadas em Marco e Abril de 1979, tendo-se obtido os resultados de 56@
e 7,6%, pela analise de 22 e 13 fémeas, respectivamente. Neste trabalho co-
locava-se a hipotese de estarmos na presenga da espécie A do complexo o

que s0 poderia confirmar-se utilizando o método electroforetico. Pelo de-
senvolvimento do nosso trabalho de investigagao, isso veio realmente a con-
firmar-se. Na figura 42, pode verificar-se que a autogenia so voltou a ser
reencontrada em Fevereiro de 1982, com o valor de 15,307, tendo-se colhido

A b ] .
nesse més somente a especie A do complexo.

A autogenia é uma das caracteristicas bioldgicas intimamente

ligada a espécie A de Aedes detritus. Isso mesmo foi evidenciado, por nos,

atraves da disseccao de 2 444 ovarios de fémeas mantidas nas condicoes
habituais para este tipo de experiéncias ( auséncia de qualquer refeigao
sanguinea). A analise electroforética de alguns sistemas enzimaticos,con-
jugada com a observacao dos estados de maturagao ovarica, permitiu-nos
concluir pela nao existéncia de autogenia na espécie B do complexo. Efecti-
vamente, em Milfontes, onde ao longo de trés anos se colheram larvas e pu-

pas de Aedes detritus, jamais se detectou a autogenia nas fémeas dai pro-

venientes, tendo-se confirmado paralelamente a ocorréncia somente da espe-

cie B, conforme figura 39. Por outro lado, em Rio Maior, onde existe ape-

nas a especie A, identificada igualmente por analise electroforética,quase
sempre se revelou o caracter autogénico, com frequéncias que variaram em
fungao da epoca do ano, conforme se pode comprovar pela analise das figuras

36, 53 e 54. Podemos afirmar que em Portugal as populacoes de Aedes detritus

exibem a autogenia em toda a sua area de distribuicao, sendo a mesma mais

frequente em Rio Maior, local exclusivo da espécie A, em que o caracter so

158




nao se manifestou em Julho, Agosto e Setembro, em virtude dos criadouros
servirem nesses meses para a extrac¢ao do sal.

Parece evidente uma maior frequéncia do caracter nas populacoes
da costa atléntica algarvia, o que esta certamente relacionado com condi-
goes mesologicas mais rigorosas nos criadouros ai existentes. Realmente
¢ notoria a grande instabilidade das coleccoes de agua nestes locais,sem-
pre sujeitas a alteragoes provenientes do regime das marés e a uma rapida
evaporagao devido as temperaturas mais elevadas que se fazem sentir. Na
regiao norte, o més de Julho (pleno Verao) foi aquele em que se detectou
o caracter (Esposende e Paramos) e, paradoxalmente, em Janeiro, no Torrao
do Lameiro (relativamente perto de Paramos).

No cefitro (exceptuando Rio Maior), verificou-se a sua ocorréncia
em Dezembro (Aguas de Moura). Na costa atléntica algarvia o fenomeno ma-
nifestou-se entre Novembro e Abril (Inverno e inicio da Primavera).

Estas variacoes sé poderao explicar-se pelas diferentes condi-
coes mesologicas que actuam tanto nos estados imaturos como nas formas
adultas. Os criadouros apresentam-se com caracteristicas bem diferenciadas
tanto na sua extensao, como no teor em NaCl das aguas e na vegetaggo asso-
ciada. Assim, os criadouros da regiao norte, desprovidos da vegetagao ti-
picamente haléfilaz e com aguas menos salinas, favorecem a existéncia da
especie B, anautogénica.

Os locais de criaggo existentes na costa atllntica algarvia,
constituidos por salinas e sapais onde prolifera vegetaggo halofila e
em que as aguas apresentam elevados teores em NaCl, favorecem a existéncia
da espécie A, autogénica.

Por outro lado, as formas adultas sao influenciadas pelos dife-
rentes factores climaticos, tais como, o vento que condiciona o seu compor-
tamento.

Na regiao sul, os criadouros situam-se em areas costeiras fusti-
gadas pelo vento, limitando em certa medida a capacidade de vbo, a procura
de fontes alimentares e a formacao de enxames nupciais indispensaveis pa-
ra o acasalamento das populagoes anautogénicas e eurigamas (especie B).
Nestas condigoes, as populagoes autogénicas e esténogamas (especie A) sub-
sistirao melhor, embora sendo '"forgadas" a exibir as suas caracteristicas
geneticas (capacidade autogenica).

No norte, apesar de um certo rigor climatico, os criadouros lo-

calizam-se em zonas mais abrigadas dos ventos, com vegetagao circundante
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de maior porte, permitindo refigio para as formas adultas o que favorece
o vbo nupcial e a existéncia de populagoes da espécie B, anautogénicas e
eurigamas.

Rio Maior e Milfontes constituem dois excelentes "laboratorios"
experimentais na natureza. No primeiro local, nunca se encontrou a espée-

. . . - - .
cie B de Aedes detritus. E um criadouro, por exceléncia, da especie A.

Iista estaggo, serviu para comprovar qua a autogenia, sempre presente ao
longo de quase todos os meses do ano, é caracteristica exclusiva desta
especie.

Em Milfontes, nunca se detectou a autogenia nas amostras ensaia-
das ao longo dos anos de colheita. Aqui, somente existe a especie B do
complexo, que se revelou tipicamente anautogénica. Guilvard (1977) colo-

ca a hipétese de existirem profundas diferengas hormonais entre as popu-

lagoes autogenicas e as anautogenicas. Os ovos da espécie A teriam um es-
- 4 tado de diapausa menos acentuado que os da espécie B, que teria necessi-
. dade de condigoes de fotoperiodo e de temperatura diferentes para responder

aos estimulos.de eclosao, cpndigaes essas so conseguidas no Inverno (fo-

toper{odo mais curto e temperaturas mais baixas). Efectivamente e em rela-

cao ao material por nos estudado, consultando a figura 44, parece confir-
mar-se a hipotese avangada por Guilvard (1977), uma vez que a especie B
ocorre em Portugal sobretudo na Primavera, Outono e Inverno, épocas de
menores fotoperiodo e temperatura, estando ausente no Verao. Esta parece
constituir uma diferenca fisioldgica significativa entre as especies A e

B do complexo do Aedes detritus.

Os estudos por nds levados a cabo nao se esgotaram, como & Obvio.
Muitas duavidas ficam por esclarecer. Seria importante prosseguir estas
actividades de modo a tentar melhor compreender quais os factores que in-
fluenciam a manifestacao da autogenia, tais como: caracteristicas fisico
quimicas da agua dos criadouros, estrutura e textura do solo, vegetagao
associada, riqueza/pobreza em nutrientes, influéncia doclima (regime das
chuvas, temperaturas, fotoperiodo, regime dos ventos),presenga/auséncia
de fontes alimentares, acgao de predadores sobre as formas imaturas e
adultos, presenca/auséncia de agentes patogénicos e parasitas das formas
imaturas e outros.

Permanece por esclarecer qual ou quais os factores que fazem
com que a autogenia nao se manifeste em todas as populagoes da espécie

nas suas areas de repartigao geografica.
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Em nossa opiniao,esta ultima interrogagao é de dificil resposta
pois consideramos a autogenia como um caracter resultante de um longo pro-
cesso adaptativo-evolutivo de ordem genetica existindo sob é uma forma
"latente" nas diferentes populacoes da espécie, sé se manifestando quando
sujeitas a condigoes mesologicas desfavoraveis que ponham em causa a manu-
tengao e sobrevivéncia da especie.

Recentemente, discute-se sobre o grau de importédncia a atribuir
. a diferentes estratégias manifestadas por espécies distintas, designando-as
por estratégia do tipo "k'" ou estratégia do tipo "r'", de acordo com a
maior ou menor capacidade de manutengao e sobrevivéncia das espécies em

/ funcao das pressoes exercidas pelas diferentes condi¢oes ecologicas do meio
que frequentam. Assim, as espécies com uma estratégia do tipo r-selecgao
atingiriam mais cedo o estado adulto, teriam uma populagao composta por
maior percentagem de individuos jovens, fariam um maior esforgo de reprodu-
cao e teriam um periodo de vida mais curto. Em oposigao,nas espécies de
estratégia tipo k-selecgao a maturidade seria atingida mais tarde, havendo

| menor numero de individuos jovens na populagao, um esforgo reprodutor menor

e uma vida mais longa. Um recente trabalho de Pité et al. (1985) faz uma

L g . .
sintese do estado actual dos conhecimentos neste dominio.

P

Este sera mais um tema a desenvolver em futuros trabalhos,na ten-
tativa de compreender o significado destas hipoteses, em termos biologicos,

nas populagaes portuguesas de Aedes detritus A e B e, eventualmente, de

Aedes caspius. A figura 54, da-nos conta da variacao da autogenia em Aedes

detritus de Rio Maior. A figura 55, mostra a variacao da autogenia em Aedes
detritus e da salinidade, temperatura maxima atmosférica e precipitagao, na
estacao de Rio Maior.

As fotos 7 a 10, ilustram varios estados de desenvolvimento ova-

rico nas fémeas de Aedes detritus, provenientes de Rio Maior.

3.1.3 - A autogenia em Aedes caspius

Segundo Mattingly (1953), fide Rioux et al. (1975) foi O. Theodor

quem, pela primeira vez, assinalou o caracter autogenico em Aedes caspius

da Palestina. Chinaev (1964) e Vinogradova (1965), registaram a sua presenga

em populacoes de Aedes caspius do Ouzbequistao. Babayants et al. (1970),

deram nota da sua ocorréncia em populagoes do Turquemenistao. Abdel-Malek
et al, (1974), assinalaram-na no Egipto. Rioux et al.(1975), referem a sua

ocorréncia no sul de Franca, em Marrocos, na Tunisia e na Crécia.
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Capela et al. (1984), apontam esta caracteristica em populagoes de Aedes
caspius do centro e do norte de Portugal. Abdel-Malek et al. (1974), dao
conta da influéncia das dietas alimentares das larvas e dos adultos na ex-

pressao da autogenia em Aedes caspius do Egipto.

Conforme referimos no inicio deste capitulo, procedemos ao estudo
da variacao da autogenia nesta espécie nas estagoes assinaladas para Ae-

des detritus. A observagao das figuras 45 a 53, apos 550 dissecgoes permite

verificar-se que, nesta espécie, o fenomeno foi assinalado mais frequente-
mente nas estagoes a norte e qg_ggggpg”ggmpais. Na costa atldntica algarvia
nunca foi detectado.

Assim, nas populagaes de Esposende nao se encontrou o0 caracter
nos meses estudados. Em Paramos, Torrao do Lameiro, Pancas, Aguas de Moura
e Alcacer do Sal, detectou-se a autogenia com taxas variaveis, quase sempre
elevadas.

Lagos, Faro e Castro Marim foram estacoes negativas para a auto-

genia nas populagoes locais de Aedes caspius. Aparentemente, a autogenia,

. . . L3
nesta especie, seria favorecida por um fotoperiodo menos longo e por tempe-
raturas mais baixas, no norte e centro do pa{s, ao passo que nas estagoes
do sul um fotoperiodo e uma temperatura mais elevados nao seriam benéficos

para a sua manifestagao. Assim, as populagoes de Aedes caspius da costa al-

garvia, nunca revelaram o caracter autogénico no periodo em que decorreram

as experiéncias. No entanto, ha uma discrepincia relativamente a Aguas de

Moura e Alcacer do Sal, esta ultima estagéo francamente mais a sul. Dai,
nao ser de todo possivel tirar conclusoes definitivas quando estao em jogo
mecanismos ecofisiologicos complexos de diferentes respostas a condigoes

variaveis do meio nas diferentes regioes geograficas estudadas.

162




- R . , )
Ne, de femeas Autogenis Lspecles pre-

observadas NS de femeas 2 sentes de acor-
positivas do com os dados
da electroforese
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Figura - 33
Variagho mensal da taxa de autogenia em Aedes (Q).

detritus . » hé& estagéo de Espcsende




NO, de femeas| Autogenig IC Espécn.es pre-
observadas Ne de femeas Y% 959 csentes de acor
positivas do com os dados
da electrofo:’ese.%
|
34 0 o | 0 -10,91 + i
11 0 0o | 0 - 30,57 3 !
40 0 0 o - 9,27 B
17 0 0 0 - 20,75 B
2 0 0 0 - 90,25 A+ B
20 0 0 o -17,87 B
17 0 0 0 - 20,75 A
28 0 0 0 -12,94 B
20 0 0 0o -17,87 B
40 5 12,56 5,33- 26,62 A+ B
i
Figura - 3%

Variagho mensal da taxa de sutogenia em hAedes (Q).

,Q.‘i‘ilth_'s. , na estagdo de [a50a de Paramos
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detritus , na estagao de Torrao do Lameiro

s | N°. de femeas Autogenia 7' Espécles pre-
Itn | observadas N de femeas| % Y5 G sentes de acor-
] positivas do com os dados
da electroforese
W 4 0 o | o0 -6583 A+ B
2 21 1 4,76 |0,78- 24,20 A+ B
" 39 0 0 - 9,49 A+ B
2 13 0 0 D - 26,41 A+ B
2 18 0 0 0 - 19,69 B
LB 9 0 0 0 - 36,25 B
i
Figura - 35
Variagho mensal da taxa de autogenia em Aedes (Q).
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i de | N2, de femeas Autogenis 1€ Espécles pre-
wita | observadas §e de femeas| % 95 g sentes de acor-
| positivas do com o8 dadcs
da electroforesej
10,81 30 4 13,33 (5,12 - 30,50 A
A18 26 15 56,20 |38,11- 75,12 A
A48 1 14,22 | 1,9%- 58,35 A
L 182 6 3 50,00 |14,66- 85,34 A
b2 51 9 17,64 | 9,42- 30,62 A
1,12 34 0 0 | 0 -10,81 A
1,82 35 1 2,85 | 0,48- 15,16 A
5.2 50 2 4,00 | 1,07- 13,81 A
Lhib.82 37 1 2,70 | 0,46- 14,34 A
14,10.82 40 5 12,50 | 5,33-26,62 A
- THIRY 3 2 66,66 |10,46-97,16 A
12,82 10 2 20,50 | 4,86-55,08 A
b, 1,83 20 6 28,36 | 13,88-53,27 A
1 ,2.83 4 1 18,50 2,66-%0,25 A
1,4.83 38 1 2,63 | 0,81-25,27 A
4 10683 60 2 3,00 | 0,90-11,60 A
4 14,083 39 2 5,12 | 1,37-17,39 A
4 11.06.83 30 1 3,33 | 0,56-17,50 A
(),2.86 12 1 8,33 | 1,94-58,35 A
0, 3.84 12 0 0o | 0 -28,35 A
6,84 39 i) 2,56 | 0,44-13,68 A
Figura - 36

Variagso mensal da taxa de autogenia em Aedes (Q).

_detrituys , n&a eStaQé'-O de Rio Maior

166




’
s | N2, de femeas Autogenia IC Lspecies pre-~
tn | observadas N¢ de femeas % 955 sentes de acor- |
positivas do com os dades i
da electrofore se

o

! 3 0 0 0 - 77,14 A+ B
LY 17 0 0 0 - 20,75 A

=

Figura - 37
Variagao mensal da taxa de sutogenia em Aedes (Q)s i
detritus , na estagdo de Pancas
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Ne. de femeas Autogenisa IC Espécles pre-
observadas Ne de femeas| % 955 sentes de acor
positivas do com os dadcs
da electroforese
8 0 0 0 - 39,93 A+ B
J 8 0 0 0 - 39,93 A
2 22 3 13,63 | 4,48 - 34,68 A+ B
h
=
Figura - 38

Variagao mensal da taxa de autogenia em Aedes (Q).

detritus

, na estagao de Kguas de Moura
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# | N2, de femeas Autogenisa IC Espécles pre-
fju observadas N2 de femeas| % 954 centes de acor-
positivas do com os dadcs
da electroforese
7 0 0 0 — 16535 B
31 0 0 0 - 1584 B
’ 30 0 o | o -12,2 B
12 35 0 0 g - 10,38 B
12 8 0 o | o -39,93 B
W 13 0 0 0 - 26,41 B
M2 6 0 0 0 - 49,95 B
LB 30 0 0 0 -12,20 B
LR 20 0 0 0 -17,87 B
1 10 0 0 0 - 33,17 B
Nk 11 0 o | o -30,57 B
LK 30 0 0 0 - 12,20 B
N 13 0 0 | 0 -26,4 B
K 14 0 o | o - 24,74 B
TN 15 0 o | o -23,2 B
SN 19 0 -0 0 - 18,74 B
A B 9 0 0 0 - 36,25 B
Figura - 39

Variagao mensal da taxa de sutogenia em Aedes P
detritus , na estag'éo de Milfontes
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NS, de fewmeus Autogenisa 10 Esp_écies pre-
observadas N2 de femeas| % 95 o centes de acor
positivas do com os dados |
da electroforese
4 2 50,00 | 9,43 - 90,57
32 0 0 § = El,5L
25 0 0 0 o~ 1h;8
32 0 0 0 =711,51 A+ B
30 0 0 0 -12,20 A+ B
s 0 0 0 - 14,51 A+ B
40 0 0 0 =~ 9327 A
30 0 0 0 = 12,20 A
o, 82 16 0 0 0 = 21,93 A
110,82 7 0 0 - 44,41 A
111,82 27 1 3,70 0,62 - 19,28 A+ B
- 4,1.83 28 I 3,57 0,59 - 18,65 A
11,2.83 19 1 5,26 0,85 - 26,44
41,3.83 0 0 0 - 39,93 A+ B
0,4.83 0 0 8 -~ B5,93 A+ B
g 15,783 16 0 0 0 =259
4 2.8 16 0 o | o -21,93
; !
-

Figura - 40
Variagao mensal da taxa de autogenia em Aedes (Q).

detritus , na estag@o de Lagos (Meia Praia)
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N?. de fémeas Autogenia IC Espécles pre-
observadas Ne de femeas| % 95 5% sentes de acor-

positivas do com os dados

da electroforese

% 0 o |0 - 26,4 A+ B |

30 0 0 |0 -12,20 A+ B I

66 2 3,03 | 0,82- 10,59 A+ B i

33 0 0 0 - 11,20 A+ B

32 1 3,12 0,52- 16,52 A+ B ‘
24 0 o | o -15,07 A+ B A
30 0 o | o -12,2 A+ B il
30 0 0 0o -12,20 A+ B |
32 0 0 0 = 1lg51 A+ B l
11 0 0 0 - 30,57 A+ B l]
30 0 0 B = 10 A *

4 0 o | o -65,83 A+ B |
i ”“
il
|
g

|

L: i
Figura - 41 il

Variag@o mensal da taxa de autogenia em Aedes (Q).

detritus , na estagdo de Faro (Ludo)
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Variagho mensal da taxa de sutogenia em Aedes (Q).

detritus , n& estagdo de Castro Marim

E‘. Ne. de féumeas Autogenisa 16 Espécies pre-
itn | observadas Ke de femeas| % 95 % gentes de acor-
w positivas do com os dados :L
da electroforese
1 22 1 50,00 | 29,82 - 70,18 A l\
L 10 13 1 7,60 | 1,19 - 36,54 + 1?
1,01 23 0 0 0 -1589 " i
|02 32 0 0 o -11,51 v ;
§02 19 3 15,30 | 5,16 - 39,23 A
W2 17 0 0 0 - 20,75 A
A2 27 0 0 0 =-16,35 A
5,82 17 0 0 0 - 20,75 +
10,82 23 0 0 0 - 15,69 +
4,10,82 13 0 0 0 - 26,41 e
10,82 15 0 0 0 - 23,24 A
10,1,83 30 0 0 B - 12,20 A+ B
1,1.83 12 0 0 0 = 21,72 A
15,5,83 30 0 0 0 - 12,20 A+ B
(2,84 11 0 0 0 - 30,57 A
i
il
E i
} |
Figura - 42 i
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Ne, de femeas Autogenia IC Lspecles pre-
observadas N? de femeas % 95 g sentes de acor-

positivas| do com os dados |

da electroforese

70 9 12,86 | 6,85 - 22,84 A |
29 17 58,96 40,02 - 75,05 A i
17 3 17,64 | 5,74 - 42,98 A il
26 9 34,67 |18,85 - 54,69 A m
67 11 16,41 | 9,34 - 27,24 A bl
84 1 1.19 | 0,21 - 6,59 A Vf
134 4 2,98 | 1,16 - 7,49 A |
89 4 4,49 | 1,76 - 11,13 A

67 2 2,98 | 0,80 - 10,46 A

——

Sncia de criadourgs

n "

" n

Figura - 43
Variagao mensal da taxa de autogenia em Aedes (Q).

detritys , ne estagdo de Rio Maior de 1981 a 1984 1




NG, de femeas Autogenisa IC Espécles pre-
observadas Ne de femeas| % 95 % csentes de acor-
positivas do com os dados’
da electroforese;
|
welro 0 0 0 = B i
1 0 0 0 - B il
0 0 0 = B i
_ 0 0 0 - B ‘5
, - Audéncia de material il
ho - " "
pato - o "
oo - | - :
Witubro 0 0 0 - B
Bnbro 0 0 0 - B
Bnbro 0 0 0 - B
Jneiro 0 0 0 . B
i
i
-
Figura - 44

variagao mensal da taxa de autogenia em Aedes (Q).
detritus , na estagdo de Milfontes, de 1982 a 1984




Ne., de femeas Autogenisa IC Espéc1es pre~
observadas N? de femeas| % 95 G sentes de acor

positivas do com os dados

da electroforese

o

I

13 0 o | o -26,41 - It

37 0 o | 0o - 9,93 - il

17 0 o | 0o -20,75 . t

4 0 0 0 - 65,83 2 i

30 0 0 0o -12,20 - il

20 0 0 o -17,87 -

1

|

|
5
)

f |

|

. |

|

Figura - 45 (|

Variagho mensal da taxa de autogenia em Aedes (Q). 1

caspius |, na egtagao de Esposende
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N2, de femeas Autogenia 1C Lspecles pre-
observadas Ne de femeas| % 95 sentes de acor-

positivas do com os dadcs |
da electroforese|

10 3 30,00 9,42 - 63,85 -
5 0 0 0 - 56,93 . i
7 0 0 0 - 44,41 - i
: 20 0 0 0 = 19,487
;’ |
|
fé |
4 1:
A |
E’ I
I
‘l
L i‘i
!;

Figura - 46

Variagao mensal da taxa de sutogenia em Aedes (Q).
caspius , na estagao de Lagoa de Paramos
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N2, de femeas Autogenia IC Espécies pre-

observadas N2 de femeas % 95 % gentes de acor- |
positivas do com os dados
da electroforese,

23 8 34,80 18,15 - 56,19 -

25 0 0 0 - 14,51 -

14 0 0 0 — P, 74 _

5 0 0 0 - 56,93 -

Figura - 47

Variagdo mensal da taxa de autogenia em Aedes (Q).

casEius

, na estagdo de Torrao do Lameiro
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B

Ne. de femeas iutogenisa 1¢ Espéc1es pre-
observadas N de femeas Y% gy csentes de acc
positivas do com os dac
da electrofox

4 0 0 0 - 65,83 =

37 0 0 0 - 9,93 -

35 1 2,94 0,48 - 15,16 -

Figura - 48

Variagao mensal da taxa de autogenia em Aedes (9).

caspius , na es‘tagao de Pancas
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B e e Lt e

N?. de femeas| Autogenis IC Lspeécles pre-
observadas Ne de femeas Y% 95 % csentes de acor-
positivas do com os dados
da electroforese
1 25,00 2,66 - 80,25 -
0 0 0 - 65,83 -
Figura - 49

Variagao mensal da taxa de autogenia em
caspius

, na estagao de Aguas de Moura

Aedes (Q).
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N2, de fémeas‘ Autogenis IC Espé01es pre-
observadas Ne de femeas| % 95 % sentes de acor-
positivas do com os dadcs
da electroforese
1.7 1 5,90 0,94 - 29,14 -
4
.:.u ,‘
%
;
i
i 1
. |
Figura - 50

Variagdo mensal da taxa de autogenia em Aedes (Q).

caspius , na estagao de Alcacer do Sal
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Ne, de femeas Autogenia Ic ispecies pre-
observadas N2 de femeas| % 9 v centes de acor-
positivas do com o& dados
da electroforese:
0 0 0 - 65,83 - '
0 0 0 -~ 65,83 -
5 0 0 0 - 56,93 -
10 0 0 0 - 33,17 -
30 0 0 o -12,20 -
4 0 0 0 - 65,83 -
3 0 0 0 - 77,14 -
4 0 0] 0 - 65,83 e
FPigura - 5l

Variagho mensal da taxa de autogenia em Aedes (Q).
caspius , na estagdo de Lagos (Meia Praia)
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N9. de feueas Autogenia IC Especles pre-
observadas Ne de femeas Y5 95 % centes de acor-
positivas do com os dados
da electroforese
2 0 0 0 -90,25 - |
5 0 0 0 - 56,93 5 j|
3 0 0 0 - 77,14 - |t
3 0 0 0 - 77,14 - i
6 0 0 0 - 49,95 - '
6 0 0 0 - 49,95 - il
12 0 0 0 - 2772 _ I
2 0 0 0 -90,25 ‘
|<
4 |
J
!
|
i
1
Figura - 52

Variagao mensal da taxa de autogenia em Aedes L8 e

caspius , na estagdo de Faro (Ludo)
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N2, de fémeas Autogenisa IcC sspécles pre-

observadas N de femeas| % 95% sentes de acor-
positivas do com os dados
da electroforese

5 0 0 0 - 56,93 -

19 0 0 0 = I8 y

15 0 0] 0 - 23,24 -

7 0 0 0 - 44,41 -

2 0 0 0 -90,25 -

7 0 0 0 - 44,41 -

48 0 0 o - 7,76 -

3 0 0 0 -77,14 -

Figura - 53

Variagao mensal da taxa de autogenia em sedes (Q).

caspius

, na estagdo de Castro Marim
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Figura 54 - Variagao men
a de material.

A

limites de intervalo para o nivel de confianga de
sénci

confianca de 95%. Em Julho, Agosto e Setembro

detritus



estacAao: R10 MAIOR |

*“ #**‘*‘*

™
- -----“_“l u**i

ol
ONDJFMAMIJJ A S Meses
MEDIAS:1981/84 ,1
-i
LEGENDA:

- —— SALINIDADE (g/l]

eeses TEMPERATURA Maxima [oC)
s«vs PRECIPITACAO [mm]
AUTOGENIA (%)

3 3 - - -
e da salinidade, temperatura maxima atmosfc-

rica e precipitagao na estagao de Rio Maior.

l
{
|l
|
Figura 55 - Variagao anual da autogenia em Aedes detritus i
5
|
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Fot. n® 7 - Ovario de fémea de Aedes detritus de Rio Maior,

no estado I da escala de Christophers, observan-

do-se duas espermatecas inteiras e uma fragmentada.

Fot. n® 8 - Ovariolos destacados dos ovarios de uma fémea

de Aedes detritus de Rio Maior.
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Fot. 9 — Ovariolos de fémea de Aedes detritus de Rio

Maior, no estado II de Christophers.

Fot. 10 - Ovariolos de fémea de Aedes detritus de Rio

Maior, no estado V de Christophers.
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No decorrer deste estudo, sempre que procediamos a dissecgao dos
ovarios das fémeas sujeitas ao estudo da autogenia, analisavamos as respecti-
vas espermatecas ( em numero de trés nos culicineos e somente uma nos ano-
felineos), tomando nota do seu estado (vazias ou cheias). Nas cerca de 7 000
espermatecas examinadas, provenientes de fémeas mantidas em gaiolas, conjun-
tamente com os machos, somente se detectou a estenogamia em amostras de Aedes
detritus de Castro Marim, que igualmente se revelaram autogenicas (Capela,
1981). Conjugando estes primeiros dados com os obtidos no desenvolvimento do
trabalho, parece logico admitir-se que a espécie A do complexo possui a capa-
cidade estendgama, pelo menos emcertas zonas da sua area de distribuigao geo-
grafica, no nosso pais. Quanto a espécie B, nao se tendo observado qualquer
caso de estenogamia, no numeroso material observado, ¢ de prevér que as popu-
lagoes portuguesas desta espécie sejam eurigamas.

Os trabalhos de varios autores a que tivémos acesso nao fazem mengao

a esta caracteristica adaptativa, relativamente a Aedes detritus.

3.1.5 - Locais de postura

De um modo geral as fémeas das espéciesA e B do complexo do Aedes
detritus, por nos estudado, depositam os seus ovos no solo, junto as raizes
da vegetagao halofila que delimita, normalmente, os criadouros. Existem, porem,
algumas diferengas subtis relativamente a escolha dos locais de postura.Assim,
pudemos verificar que a espécie A tem uma acentuada preferéncia por locais de

maior salinidade, onde predominam Arthrocnemum perene e A. fruticosum na bor-

dadura das colecgoes de agua. Os seus ovos sao colocados quer nas anfractuo-
sidades do solo quer junto as raizes das referidas plantas. Recolhendo amos-
tras de solo e partes de plantas halofilas existentes nas areas de estudo e
colocando-as em tabuleiros com agua no laboratorio, observamos a eclosao de
numerosas larvas,em varias experiéncias, confirmando assim a natural predis-
posicao da espécie A, para a escolha deste tipo de criadouros. O mesmo nao

se passou relativamente a estacao de Rio Maior que apresenta caracteristicas
ecologicas bastante diferentes das que prevalecem nos restantes locais de
criagéo larvar, de que salientamos a total auséncia de vegetag50 na bordadura
dos tabuleiros de fabricagao do sal (talhos). Estes, sao construidos em cimen-
to e delimitados por madeira, o que torna dificil detectar zonas restritas de

deposicao dos ovos.
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Efectuamos varias raspagens nas paredes internas- dos tabuleiros e igualmente
nas tabuas de delimitacao, nunca tendo obtido eclosoes a partir deste material
assim colhido. Observagoes persistentes in loco, permitiram-nos observar al-

gumas fémeas em aparente acto de postura, directamente na agua. Algumas deg—

tas fémeas, entretanto capturadas e transportadas para o laboratorio, foram
colocadas em gaiolas dispondo de tijelas com agua salgada tendo ai efectuado
as suas posturas.

A partir de entao e ao longo de varios anos, detectamos diversas
posturas realizadas em condigoes semelhantes. Esta constatagao confirma que

as populagaes portuguesas de Aedes detritus A, podem depositar os seus ovos

tanto na vegetagao e no solo halofllos como d1rectamente na agua dos crladou—

ros. (pelp menos a populagao de Rio Malor) . :
Quanto a espec1e B do complexo, as suas fémeas fazem a postura em

criadouros com vegetagao considerada pelos especialistas como menos halofila

(Juncus maritimus e Atriplex portucaloides), junto as raizes e no solo circun-

dante. Em raizes de Arthrocnemum fruticosum e A. perene, é igualmente frequen-

te a deteccao de ovos de Aedes detritus B. Nao assinalamos posturas directa-

mente na agua dos criadouros nem nas experiéncias laboratoriais levadas a ca-

bo com exemplares desta espéecie.

3.1.6 - Alocronia/sincronia

Conforme se pode verificar pela consulta as figuras 56 e 57, as

duas espécies, A e B, do Aedes detritus coexistem em todas as estacoes estu-

dadas a excepcao de Rio Maior e de Milfontes. Consequentemente, torna-se di-
ficil registar diferengas, entre as duas espécies, quanto as épocas de postu-

ra. Os dados recolhidos déo—nos a informagao de que a especie B sera mais sen-

neste u1L1mo meb, sendo ainda mais rara que a espec1e A, no”QEEEEo (OQutubro
e Novembro).

Quanto a espécie A, ela mqﬂger:se—é_ao longo de todo o ano. Pode-
riamos resumir, afirmando que a espécie A, suporta fotoperiodos e temperatu-
ras atmosféricas e da agua dos criadouros mais elevadas do que a especie B,
estando presente em todos os meses do ano, mesmo no periodo estival, enquanto
que a ultima é pouco frequente no Verao e no Outono. Embora nao muito nitida-

mente, a uma diminuicao da densidade e frequéncia da espécie B, em alguns
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meses do ano, corresponde um aumento da densidade e da frequéncia da especie

A, o que torna mais evidente as discrepincias existentes nos meses de Julho,
Agosto (B ausente), Outubro e Novembro. Porém, independentemente das diferenga
/ de densidade e exceptuando o més de Agosto, as duas espécies permanecem em /
todas as estacoes de colheita ao longo do ano, pelo que nao existe uma verday/

deira alocronia das mesmas, nas populagoes portuguesas estudadas.

3.1.7 - Comparagao de alguns pardmetros demograficos, entre Aedes

detritus A e Aedes detritus B.

As experiéncias levadas a cabo com a finalidade de se obter infor-
magao relativa a biologia das duas espécies, no que diz respeito a longevidade
numero de ovos por postura e numero de posturas por fémea, forneceram resulta-
dos que revelam algumas diferengas significativas, como se podera verificar
pela analise dos testes T de Student, efectuados para cada caso. As observagoey
foram feitas no laboratorio, a partir de fémeas eclodidas provenientes de ma-

terial originario de Rio Maior e de Milfontes e que foram isoladas em tubos

apropriados (berg¢arios) e acompanhadas diariamente. As refeig§§§”§§55yineas
foram oferecidas diariamente no nosso brago, anotando-se o nimero das_meémés
tomado por cada fémea, bem como o numero de posturas e de ovos por postura.
Os exemplares que sucumbiram antes da primeira postura foram supri-
midos dos calculos. Das amostras ensaiadas foram retirados alguns exemplares
que, electroforéticamente, foram identificados como especie A e especie B,
de Rio Maior e de Milfontes, respectivamente.
0s resultados encontrados estao expressos nos quadros sintese 35,
36 e 37, que se seguem, A sua analise mostra-nos que as fémeas pertencentes

as amostras da especie B do complexo do Aedes detritus revelaram uma maior

longevidade relativamente as da especie A do mesmo complexo, traduzida numa
diferenga muito significativa (p ¢ 0,01).

Quanto ao numero de ovos por postura, a sua comparagao nas amostras
estudadas provenientes das populagoes A e B do complexo citado, embora com
ligeira diferenga deram resultados estatisticamente nao significativos
{p70,05).

0 numero de posturas por fémea estudado nas amostras das duas popu-

lagoes A e B do complexo do Aedes detritus forneceu resultados comparativos

que apontam para uma diferen¢a significativa (0,014 P<0,02) entre as res-

pectivas fémeas.
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Nimero de dias de vida (d)

Espécie A Espécie B
d total = 494 =& €B = 798
dy = 30,875 dp= 49,875
sp = 4,66 sp= 22,44
negsles = 30
t| = 83,3161
P¢ 0,01

ao nivel de confianga de 95%

Quadro sintese 35

Comparagao do numero de dias de vida (d), entre as fémeas de Aedes

detritus A de Rio Maior e as fémeas de Aedes detritus B de Milfontes.

Diferenga muito significativa ( P< 0,01)

i Numero de ovos/postura (o)

g Espécie A Espécie B
$ A =1 156 £B =1 307
Np= 20 _ Ng = 29
1 0Op= 57,80 Oy = 45,07
{ 1 sp= 37,475 sg = 19,78
n.g.l. = 47
|t| = 1,5477
P> 0,05 |

f ao nivel de confianga de 95%

Quadro sintese 36

Comparagao do nimero de ovos por postura, entre as fémeas de Aedes 1

detritus A, de Rio Maior e as fémeas de Aedes detritus B, de Milfontes.

Diferenga nao significativa { P¥0,05). i
|
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Numero de posturas /fémea (P)

Espécie A Espéecie B
£ =18 £B = 30
Ny = 13 Ng = 14
P, = 1,385 Py - 2,143
sy = 0,506 sp = 0,864
Nsgele = 25
lt] = 2,75284

0,01« P<0,02

ao nivel de confianga de 95%

Quadro sintese 37

Comparagao do numero de podturas por fémea, entre os exemplares de
Aedes detritus A de Rio Maior e os exemplares de Aedes detritus B de

Milfontes. Diferenca significativa (0,01<4P<0,02).

3.1.8 - Antropofilia/zoofilia. Endofilia/exofilia

Embora nao tivéssemos procedido a reacgao das precipitinas, clas—
sicamente utilizada para a detecgao do tipo de sangue contido no estomago
das fémeas colhidas na natureza, capturamos algumas fémeas das especies A

e B do Aedes detritus, picando o Homem, no exterior. lgualmente, foram obser-

vadas fémeas das duas especies a picar animais (bovideos) nas pastagens jun-
to aos respectivos criadouros (Rio Maior e Milfontes). Por outro lado, as

experiéncias feitas no laboratorio, confirmaram a apeténcia das duas especies

para o sangue humano. A581m, as fémeas da espec1e A realizaram 24 refeicoes

no nosso brago, num Lempo medlo de 1,42 minutos (1,00 a 3,50 minutos), en-

quanto que as f{émeas da espécie B, se alimentaram 48 vezes, num tempo medio

de 1,50 minutos (25 segundos a 2,40 minutos). Com estes resultados e atraves

das observacoes feitas no campo pode concluir-se que as. duas esp651es plcam

T ——————————————————— -

e e - e

indiferentemente o Homem e os animais, flcando por saber quals as suas pre-
fereﬁéiég'allmentares (para'EIEE_ES“ﬁbaéﬁ e dos bov1deos)

Quanto aos locais de allmentagao, apesar de varias tentativas,nun-
ca capturamos exemplares adultos alimentando-se no interior de habitagoes

(humanas ou de animais). As colheitas realizadas incidiram sobre adultos,
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em repouso na vegetagao proxima dos locais de criacao, no gado quando em
pastoricia e nas paredes exteriores de diversas construcoes. Assim, nao

nos parece arriscado afirmar que as populagoes portuguesas das espécies

Ae B do complexo do Aedes detritus revelam um elevado grau de exofllla,

e ———

o} que esta de acordo com as observagoes reallzadas no sul de Franga por

Guilvard (1975), ao estudar populagoes de Aedes detritus locals.

193




4
’

coes

de observa

12
11

10

3

|Esp. A

”Esp- B

| Auséncia de material
o
O| Nio se realizaram colheitas

=
=

J FM A MJ

Aedes detritus, ao longo do ano.

Meses

Figura 56- Frequéncia das especies A e B do complexo do

Periodo de

194




ESTACOES ESPECIES

Esposende

Torrao do Lameiro

= W @

Lagoa de Paramos

Rio Maior

Pancas

= o= = > > >

Kguas de Moura

I

Milfontes
Meia Praia (Lagos)
Ludo (Faro)

Castro Marim

> > >
jo=IlN v~ Rl ve R v~ B o~ B o*)

Figura 57 - Distribuigao das espécies A e B do complexo do

Aedes detritus, por estagoes de colheita. Peri-

odo de 1981 a 1984. Dados relativos as especies,
confirmados por analise enzimatica por meio de

electroforese.
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3.2 - LARVAS

3.2.1 - Toleréncia das espécies A e B de Aedes detritus

a diferentes concentracoes de NaCl.

Independentemente dos aspectos ligados aos mecanismos fisioldgi-
cos de adaptagao das larvas dos mosquitos a coleccoes de agua com elevados
teores em NaCl, estudados por varios autores, de entre os quais se podem
destacar Wigglesworth (1933) e Beadle (1939), achamos de interesse testar
laboratorialmente a reacgao das duas espécies a diferentes concentragoes
de cloreto de sodio na. agua. Para tal, inspiramo-nos no trabalho de Ribbands

(1944) sobre Anopheles melas (A. gambiae var. melas) e Anopheles gambiae.

Para esta experiéncia tornou-se necessaria a obtencao de larvas
do I estado o que se conseguiu por meio da_fecun@agéo artificial das fémeas
e subsequente alimentagao e manutencao no insectario, até a efectivacao da
postura. As larvas foram alimentadas com uma mistura de biscoito para cao,
po de figado e levedura de cerveja, moidas em almofariz. O insectirio foi
mantido a uma temperatura diurna de 20°C e nocturna de 152C. A humidade
foi de 80%. As larvas logo a seguir a eclosao, foram separadas por lotes e
colocadas em recipientes apropriados com agua a diferentes concentragoes de
NaCl. A fim de manter a salinidade destas éguas, adicionavam-se, diariamen-
te, algumas gotas de agua corrente e procedia-se a um doseamento de controlo
a fim de se acertar o teor inicialmente proposto para a experiéncia, em
NaCl. A primeira leitura da mortalidade larvar, em cada concentragéo,ocorreu
ao fim de 2 horas.

De um modo geral, Aedes (0.) detritus é considerada uma especie

tipicamente halofila, podendo suportar aguas com elevadas concentragoes de
NaCl. Por exemplo, Rioux (1958) assinala esta especie vivendo em aguas sali-
nas com valores de 1,5 a 103 g/litro de NaCl, em criadouros da regiao de
Montpellier. Berger et al. (1979), consideram igualmente esta especie como
podendo viver em meios povoados por vegetacao haldéfila e, como tal, consi-
deram-na igualmente halofila.

Quanto a nos, pelas observagoes e colheitas efectuadas na natureza,
teremos de estar de acordo com as observacoes destes autores. Efectivamente,
tanto em rio Maior como em Milfontes, localidades onde sempre se colheram

larvas de Aedes detritus A e de Aedes detritus B, respectivamente, as

salinidades foram de 18 g/litro (minima) e de 70 g/litro (maxima) em Rio

Maior e de 2 g/litro (minima) e de 60 g/litro (maxima) no periodo de 1981
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‘normalmente e conhecido para as eclosoes na natureza, em que surgem primeiro

a 1984, conforme se pode verificar pela analise das figuras 6 e 7 contidas
na parte IV do texto na pagina 93.

0 resultado destas experiéncias laboratoriais consta nos quadros
XIV e XV. A sua observagao revela-nos que nao existem diferencas signifi-
cativas quanto a tolerdncia das duas espécies as varias concentracoes sa-
linas ensaiadas. Assim,na”leitura efectuada ao fim de 2 horas (larvas

recém-eclodidas) exceptuando a concentragao de 90 g/litro para Aedes detritus

B, todas as larvas sobreviveram numa taxa de 100%. Por conseguinte, nao é
possivel discriminar com seguranga, por este metodo classico, as larvas das

duas especCies, apos eclosao. Aedes detritus A parece susceptivel de suportar

facilmente maiores teores em NaCl, uma vez que a 50 g/litro houve uma eclo-

sao de adultos na ordem dos 817, o que nao sucedeu com Aedes detritus B,

cujas larvas sucumbiram na totalidade ao quarto dia da experiéncia. Para

Aedes detritus A, as concentragaes de 20 a 50 g/litro de NaCl parecem ser ,

boas para conclusao do seu ciclo evolutivo que, nestas condicoes, durou em

média 22 dias. Quanto a Aedes detritus B, os valores apurados mostraram-se

ligeiramente diferentes, ou seja, 20 a 40 g/litro e um ciclo evolutivo de

16 dias, em média. Curiosa é também a verificagao de que, em Aedes detritus A

ocorreu priméiro a eclosao de machos ao passo que em Aedes detritus B se

passou o inverso. Estes dados estao, de certo modo, em desacordo com o que

os machos e, posteriormente, as fémeas. Tal acontecimento parece mais logico
L4 -~ -

a nivel dos processos da reprodugao das especies, uma vez que os machos tém,

normalmente, uma vida mais curta e necessitam de cerca de ? dias para rodarem

a genitalia, de modo a poderem efectuar a copula, com éxito.

As larvas de Aedes detritus A, criadas em éguu“docu, nao_atingiram

o estado adulto, tendo perecido ao décimo dia. Quanto a Aedes detritus Bs;

nas mesmas circunstdncias, deu origem a um macho ao vigesimo dia o que parece
reforgar a ideia de que esta especie possui maior capacidade para viver e
completar o seu ciclo evolutivo em aguas menos salinas que Aedes detritus A.

Para finalizar, podemos afirmar que as ligeiras diferencas encon-
tradas, nesta experiéncia, serao provavelmente o reflexo de uma diferente
capacidade de adaptagao as condigoes dos criadouros larvares, manifestada
pelas duas espécies, nao constituindo, por si so, factor determinante de
discriminagad. Contudo, tais diferengas aliadas a outras por nos observadas

A3 A} . . 2 . . L . .
a nivel morfologico, fisiologico e enzimatico, parecem confirmar, uma vez
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QUADRO XIV

Teste de salinidade de Ribbands efectuado em Aedes
detritus A, de Rio Maior. Primeira leitura ao fim
de 2 horas.

Estado larvar N2.de larvas g/litro Leitura (2 horas) N2.ecl. 7% ecl. Ciclo

NaCl Ne.sobr. % sobr. evoluti- is|

vo(dias) gi}

A

il

f Il

I 10 20 10 100 Mortas ao 92 dia Hi|

I 10 30 10 100 58 29 70 ) i

I 16 40 16 100 1082¢ 75 22 i

I 16 50 16 100 12819 81 22 ;;‘l‘

I 8 70 8 100 Morte de 4 larvas ao PQ
32 dia e das restantes |

ao 62 dia il

1 9 80 9 100 Morte da totalidade “?w
das larvas ao 29 dia i

I 4 90 4 100 Morte da totalidade fw
das larvas ao 6° dia “

I 10 - - Agua Wil

doce Morte da totalidade
das larvas ao 102 dia *
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QUADRO XV

Teste de salinidade de Ribbands efectuado em Aedes
detritus B, de Milfontes. Primeira leitura ao fim
de 2 horas.

FEstado larvar N2.de larvas g/ litro Leitura (2 horas) N%.ecl. % ecl. ciclo

NaCl N¢.sobr. % sobr. evolu-
tivo |
|
(Dias) {il
(]
I 5 20 5 100 19 20 15 -
I 4 30 4 100 3¢ 75 17 i
I 4 40 4 100 3¢ 14 100 17 [
I S 50 3 100 2 mortas ao 32 dia
e a restante morta
no 492 estado ao 9%dia
I 10 70 10 100 Todas mortas e de-—
compostas ao 29 dia
I 13 80 13 100 Todas mortas e de-
compostas ao 29 dia
I 3 90 2 67 2 mortas e decompos-
. tas ao 49 dia
I 9 fgua doce 14 11 20
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3.2.2 - Classificacao ecologica dos criadouros larvares de

Aedes detritus.

Conforme fol referido em 4.5 da primeira parte do nosso trabalho,
de entre as diversas classificagoes de criadouros larvares publicadas, des-
taca-se a de Bates (1949), adoptada por Rioux (1958) e que nos parece a mais
ajustada as caracteristicas ecolodgicas dos criadouros larvares das especies
de mosquitos portugueses.

Tratando-se, neste caso, do estudo de espécies halofilas, restrin-
giremos a nossa apreciagao, quanto ao tipo de criadouros frequentados por
estas espécies.

Os principais locais de criagao das espeCies haliofilas de mosqui-

tos portugueses sao constituidos:

A - Por terreno8 mais ou menos planos geralmente na foz dos rios,
sofrendo influéncia das marés, parcialmente cobertos por vegetagao halofila,
sdao frequentemente de caracter temporario e ocupam grandes extensoes, COMO
é o caso dos vastos sapais de Pancas, Ludo (Faro) e Castro Marim, Bidtopos

que se podem considerar euritopos, sao ocupados por Aedes detritus A, Aedes

detritus B e, igualmente, por Aedes caspius.

B - Por valas de irrigagao de agua para abastecimento das salinas,
com vegetacao halofila nas margens constituindo igualmente criadouros euri~
topos de caracter temporario. Estes criadouros, conjuntamente com 08 arro-

zals de aguas com algum teor salino, sao frequentados por Aedes caspius,

Aedes detritus A e B e tambem por outras especies de mosquitos do genero

Anopheles e do género Culex. £ o caso das regices de Aguas de Moura,Milflontes,

Meia Praia (Lagos) e as valas de 5rrigag5o de Castro Marim.

C - Por tabuleiros de fabricacao do sal em diversas salinas do
pais, principaimente no inicio das operacgoes e nos primeiros tabuleiros om
que a agua é ainda pouco salina. Este tipo de criadouro pode considerar-sc
estendtope, artificial e temporario. Um bom exemplo deste bidtopo S0 a5
salinas de Rio Maior, de Pancas e de Aguas de Moura.

Em resumo, podemos concluir que, relativamente as espécies halo-
filas de mosquitos portugueses, existem principalmente dois tipos de cria-

douros:
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A - grandgsmggtensaes“de_terrengﬂgeralmente na foz dos rios,
sofrendo influéncia nitida do regime das marés, parcial ou totalmente
cobertos de vegetagao tipicamente haldfila e normalmente designados por

sapais ou pauis de caracter semi-permanente.

B - Colecgoes de agua salébra e/ou salgada de caracter tempora-

rio, com dimensoes mais reduzidas do que as anteriores, localizadas em zo-

nas de salinas, podendo ser constituidas pelas valas de abastecimento das

mesmas ou por terrenos alagadicos subjacentes em que prolifera uma vegeta-

¢ao caracteristicamente halofila.

As duas espécies gémeas do complexo do Aedes detritus e o Aedes

1 caspius que sao objecto do nosso trabalho ocorrem nestas colecgoes de agua,

nao parecendo, em termos gerais, revelar preferénciag acentuadas por um
ou outro tipo de criadouro.
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PARTE VI

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Ao concluirmos o presente trabalho e atendendo aos objectivos
que nos propuzémos atingir enunciados na Introdugao pensamos legitimamen-
te que os mesmos foram fundamentalmente alcangados. Efectivamente, nas par-
tes I a II1 abordaram-se as generalidades, a sistematica e a historia dos
mosquitos recorrendo a uma bibliografia extensa e o mais actualizada possi-
vel utilizando simultédneamente elementos colhidos ao longo da nossa expe-
riéncia no estudo destes insectos, tanto em Portugal continental e Insular
como na Africa -ocidental.

As partes IV e V constituiram como que o corolario de todo o tra-
balho desenvolvido. Atraves do mesmo foi possivel comprovar a existéncia

em Portugal das espécies gémeas A e B do complexo do Aedes detritus detecta-

do no sul de Franga (Camarga) Pasteur et al.(1977) e no norte de Africa
(Tunisia e Marrocos) Pasteur et al. (1978). Tendo a espécie nominal Aedes
detritus sido descrita a partir de material colhido em Inglaterra (Knight e
Stone, 1977 ), entendemos ser de todo o interesse saber se a mesma se
revelava como um complexo de espécies na totalidade da sua area de distri-
buigao geografica. A analise electroforética de varios sistemas enzimaticos
utilizando como material exemplares adultos, permitiu-nos seleccionar dois,
a Glicerofosfato desidrogenase (¥-GPD) e a glutamato oxaloacetato transa-
minases (GOT-2), suficientemente discriminativas a nive] especfficn com ex-
celentes resultados, conforme se pode verificar pela consulta dos quadros

I a VIII.

Aplicando estas técnicas, verificamos que Aedes detritus A e
Aedes detritus B podem frequentar os mesmos criadouros larvares e se dis-
tribuem por todo o territorio ao longo da costa atlintica portuguesa de Es-
posende a Castro Marim, conforme se pode verificar pela observagao do mapa
1. No entanto, na estacao de colheita de Rio Maior (Marinhas de Rio Maior),

durante o periodo de 1981 a 1984, apenas se colheu a espécie A do complexo,
certamente ai introduzida pelo Homem, revelando um elevado grau de endoga-
mia (Fenotipo GOT—2R, Alelo «xGPDIO0 4 100%), nao revelando as amostras en-

saiadas heterozigotia conforme consta do quadro 1X. Facto semelhante ocorreu
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em relacao a espécie B unica presentena estacao de Milfontes (foz do Rio
Mira) onde no mesmo periodo jamais se encontrou a espécie A. Porém, nesta
localidade as amostras das populagoes ensaiadas (quadro IX) revelaram uma
ligeira heterozigotia ( Fenotipo GOT—ZL, Alelo p- GPGIAO a 99%). Em todas

os restantes locais de colheita ao longo da costa as espécies A e B do com-
plexo do Aedes detritus coexistem naturalmente em alguns meses do ano.

Em nossa opiniao, a estagao de Rio Maior, com aguas fortemente

salinas provenientes de minas de salgema, distando da costa cerca de 25
quilometros e nao possuindo vegetagéo halofila caracteristica para a depo-

sicao e abrigo de posturas de Aedes detritus, contribuiu para a selaccgao de

uma populacao da espécie A com caracteristicas ecofisiologicas ligeiramente
dlferentes das restantes frequentando outros locais. Assim, as fémeas da
espec1e A da populagao de Rio Maior depositam os ovos directamente na agua

em_gpqs;gaq as da mesma espec1e A que efectuam a postura preferencialmente

nos terrenos e junto as raizes da vegetagao haléfila da bordadura dos cria- /

douros. No entanto, do ponto de vista sistematico, incluindo a analise de

sistemas enzimaticos por electroforese, nao se detectaram diferengas assi-
nalaveis entre os exemplares provenientes das diferentes populagoes de Ae-

des detritus A estudadas, pelo que nos parece legitimo atribuir esta dife

— g,b' W '/r""

rente estrategia de postura possivelmente a''plasticidade" ecologlca que
certas especies exibem no sentido da sua manutengao e perpetuagao na natu-
reza.

Relativamente a espécie B do complexo que foi a unica que colhemos
no mesmo periodo em Milfontes, poderemos inferir do mesmo modo que as con-
dicoes ecologicas do meio favorecem a sua presenga nesta estagao inserida
na foz de um rio em que as aguas sao menos salinas, onde existe vegetagao
halofila de suporte para que as fémeas efectuem as suas posturas e bons lo-
cais de abrigo para os adultos. Mesmo assim e aparentemente estao reunidas
nesta estagao as condigoes para que a especie A do complexo ail se desenvolva.

Contrariamente a estacao de Rio Maior que nao nos parece reunir
condicoes para a existéncia da especie B, nao encontramos resposta clara
para esta aparente "anomalia', uma vez que as duas espécies se distribuem
e coexistem ao longo de toda a costa atllntica. No entanto, podemos admitir
que fundamentalmente devido a diferencas das condlgoes ecologicas dos cria-
douros aliadas a uma certa descontlnuldade do ponto de vista geografico e/ou
climatico entre Lagos, onde se encontram as especies A e B, e Milfontes e
entre"ésta altima localidade e Alcacer do Sal, onde elas igualmente coexis-

tem, podera estar na origem do nao aparecimento de Aedes detritus -A em
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Milfontes. Por processos de introdugaopelo Homem e/ou dispersac natural
A - . . " o R
por vbo, as duas espécies podem ter [requentado este local em tempos re-
cuados tendo ai permanecido a B que teria sido aquela que melhor se adaptou
as condigoes ecologicas deste biotopo.
Da posse de elementos seguros obtidos por meio da analise electro-

forética que confirmaram a nossa suspeita de que em Portugal Aedes detritus

constituia realmente um complexo formado por, pelo menos, duas especies ge-
nmeas, encetamos o seu estudo ecofisiologico e morfométrico a fim de contri-
huirmos para um melhor conhecimento da biologia das mesmas.

Com esta perspectiva e apos termos detectado o caracter autogéni-

co em Aedes detritus conforme se pode verificar em 3.1.1 da parte V do nosso

trabalho, procedemos ao estudo da variacao da autogenia nas duas espécies
tendo obtido resultados insofismaveis que permitem afirmar que a espécie A
possui a capacidade autogénica e estenogdmica enquanto que a B nao a exibe,
considerando-se conseguentemente como anautogénica e eurigémica. As mesmas
conclusoes chegaram Guilvard (1977) e Verdier (1978) relativamente a material
do sul de Franca (Camarga) e do norte de Africa (Tunisia e Marrocos), res-
pectivamente.

De acordo com os dados obtidos e que constam das figuras 33 a 55,
existe uma acentuada diferenca na variagao da taxa de autogenia em Aedes
detritus A em funcao da variacao geogréfica e/ ou climatica, para alem de
outros factores, tais como diferentes condicoes alimentares dos estados ima-
turos nas varias estacoes de colheita que igualmente podem influenciar a
autogenia. Bstes dados concordam mais uma vez com os achados om Franga por
Guilvard (1977).

Ainda no dominio da ecofisiologia, procedemos a comparagao de al-
guns pardmetros demogréficos entre as duas espécics que nos olereceram resual-
tados interessantes e que, tanto quanto julpamps saber, sao incditos. Assim,
as fémeas testadas da espécie B revelaram uma maior longevidode traduzida
numa diferenca muito significativa {p< 0,01) ao nivel de contianga de 95%
conforme quadro sintese 35. Resultados semelhantes foram encontrados reta-
tivamente ao numero de posturas por {émea verificando-se gue os exemplares
pertencentes a especie B realizam maior numero de posturas, sendo a diferenca
significativa (0,0l< p< 0,02) ao nivel de confiancga de 95%, segundo quadro

sintese 37,




Embora nao tivéssemos feito colheitas na natureza de fémeas alimentadas
para a classica reaccao das precipitinas que nos permitiria saber com se-
guranga das preferéncias alimentares manifestadas pelas fémeas das duas
espécies, elas picam indiferentemente o Homem e os animais (bovideos),co-
mo pudemos verificar frequentemente no terreno. Por outro lado e reforgando
a observacao de campo, alimentamos em laboratorio no nosso brago fémeas de
ambas as espécies, com relativa facilidade.

As larvas recém-eclodidas de Aedes detritus A e B foram sujeitas

ao teste de salinidade de Ribbands (1944) com a finalidade de se detectarem
eventuais diferencas relativamente a tolerdncia a concentragoes variadas de
cloreto de sbédio, nas aguas de criagao. Os quadros XIV e XI apontam para al-
gumas diferencgas na referida tolerdncia, sendo no entanto inconclusivos uma
vez que o teste do qui quadrado deu valores nao significativos. Ficamos no .
entanto com a sensaggo de que se tivéssemos tido a oportunidade de ensaiar //
maior nﬁmero_de,larvas em cada concentragao estudada poder{amos obter resulj
tados mais convincentes quanto a esta agora ligeira diferenga fisiologica. f
- Com o volume de dados obtidos, tanto por meios electroforéticos
como por avaliacao de diferencas ecologicas e biologicas que acentuavam as
diferencas entre as duas especies do complexo em estudo, encetamos a obser-
vacao morfométrica dos estados imaturos e dos adultos de ambos os sexos,re-

correndo aos métodos de analise univariada e multivariada (analise discrimi-

nante das larvas do 42 estado). A abordagem destes metodos em Aedes detritus

A e B, tanto quanto julgamos saber ainda nao havia sido feita por outros au-
tores. Assim, os resultados obtidos parecem-nos de inegével valor, pois as
diferencas entre as duas espécies, tanto nas formas imaturas (ovo,larva do

49 estado e ninfa) como nos adultos (machos e fémeas) encontradas nos caracte-
res usualmente utilizados no estudo da morfologia dos culicideos e em outros

por nos estudados pela primeira vez no genero Aedes (sensilla coeloconica)

dos palpos maxilares das fémeas, por exemplo), foram na maior parte dos casos
altamente significativas,

A observagao cuidada das figuras, graficos e quadros sintese inclui-
dos na parte correspondente a esta matéria no texto e ainda nos quadros anexos
permite-nos definitivamente encarar do ponto de vista da morfologia as duas

especies A e B do complexo do Aedes detritus como claramente distintas.
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Reforcando ainda mais estas conclusoes, obtivémos através da ana-
lise multivariada das larvas do 42 estado um discriminante linear para as
duas espécies utilizando algumas variaveis préviamente seleccionadas que
permitiram obter a melhor funcao discriminante referida no quadro B e fi-
guras 31 e 32 de 2.2. Através da funcao dlscr1m1nante.iﬁ_; Vz + 14 Ng - 245,
baseada em duas variaveis morfologicas que sao o comprimento das sedas pré—'
clipeais ( em p) e o numero de ramos da seda cefalica d, ficou demonstrada
a possibilidade de separar com seguranga as larvas das duas espécies. Estes
resultados sao apenas seguros para as populagoes de onde provieram as amos-—
tras testadas, pelo que sera de todo o interesse examinar deste ponto de

vista amostras de material de diferentes regiaes da area de distribuiggo

de Aedes detritus, a fim de podermos diagnosticar as especies sem O recurso

necessario e constante a onerosa técnica electroforética.

Tendo o grande volume de dados que obtivémos a todos os niveis
(morfologicos, fisiologicos, etologicos) posto de facto em evidéncia a exis-
téncia de diferencas significativas entre as duas espéecies ditas A e B de

Aedes detritus, poder—se-a pbr o problema do nome a atribuir a cada uma de-

las. No entanto, por nao termos tido a possibilidade de estudar amostras da
populagao do local tipo (Inglaterra) e compara-las com as populagaes de
Portugal terao de ser mantidas designagaes provisorias dos autores franceses
Pasteur et al. (1977) os primeiros a considerar a espécie nominal Aedes detri-
tus como um complexo J_ duas especies a A e a B.
Varias foram as questoes que gostarlamOb e desejariamos ter abor-
’f;ado no presente estudo e que nos foram surgindo ao longo da sua realizagao.
Porém, este como qualquer outro trabalho cientifico, nao se esgotou com a
nossa contribuigao. Assim sendo, ficaram em aberto para posterior estudo al-
gumas questSes que tentaremos desenvolver e esclarecer quando nos for possi-
vel. De entre elas destacaremos o estudo da eventual hibridizagao entre.-as

Y

populagaes de Aedes detritus A e B, atraves da copula forgada, e o acompan-

hamento da evolucao duma hipotética descendéncia. Seria igualmente interes-
sante o estabelecimento de critérios distintivos entre elas a nivel da to-
lerdncia das formas imaturas ao NaCl das aguas de criacao. Um outro aspecto
que julgamos de interesse prende-se com a necessidade da elaboragao de uma
carta fitoecologica dos criadouros larvares, que teria uma importdncia de-

cisiva em termos de epidemiologia e controlo quimico e/ou biologico das duas
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espécies em zonas afectadas ao turismo.

0 estudo de predadores e parasitas das duas espécies poderia
igualmente realizar-se com vista ao seu aproveitamento como auxiliar de
controlo em programas de luta integrada. Um trabalho em colaboracao com
outros investigadores com a finalidade de se conhecer o papel das duas
espécies na transmissao de virus e ou/ outros agentes patogénicos era su-
mamente importante. A analise enzimatica por electroforese de alguns sis-
temas proteicos (.GPD e GOT-2), bem como o estudo morfométrico de amos-

tras de populacoes de Aedes detritus provenientes do local tipo da espécie

permitiria saber-se concretamente qual ou quais as espécies do complexo
presentes nessas regioes, o que facilitaria e resolveria o problema da
sua correcta designagao a nivel especifico.

Considerando este trabalho como nao mais do que um simples con-

tributo para um melhor conhecimento da biologia de Aedes detritus e Aedes

caspius estamos, no entanto, confiantes de que os nossos objectivos foram

de algum modo alcangados.

208




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBOTT,J.D., RODEN,T.A.,YOELY,M. (1946) - "Anophelini Mosquitoes as natural

Vectors os Equine Dermal Filariasis". Nature,158: 913

ABDEL-MALEK,A.A. ,ADHAM,F.K.(1974) - Larval and adults diets as factors in-
fluencing autogeny im Aedes caspius (Diptera). Acta ent.Bohemosl.,
71(5):294-297

ABDEL—MALEK,A.A.,ADHAM,F.K.(1974) - Laboratory rearing os Aedes caspius
(Diptera,Culicidae). Acta ent .Bohemosl., 71(3):201-204

ALEXANDER,R.D. (1968) - Life cycles origins,speciation, and related pheno-

mena in Crickets. Quart.Rev.Biol., 43:1-41

ALMACA,C. (1973) - Sur la structure des populations des Pitymis iberiques
Rev.Fac.Ciénc.Lisboa,2? Série C, 17(8):383-426

AVISE,J.C. (1974) - Systematic Value of electrophoretic data. Syst. Zool.
23(4): 465-481

AYALA,F.J.,POWELL,J.R. (1972) - Allozymes as diagnostic characters of sibling
species of Drosophila. Proc. Nat.Acad.Sci.,69 (5):1094-1096

BAR_ZEEV,M. (1957) - The effects of density on the larval of a mosquito and
its influence on fecundity. Bull. Res. Council. Israel,Sér.B,gi

220-228

BARTOLI,P. (1974) - Recherches sur les Gymnophallidae F.N, Morozov,1955

(Digenea) parasites d'oiseaux des cbtes de Camargue:Systématique,

Biologie et Ecologie. These de Doctorat d'Etat, Université de

Marseille:338 p.(dactylog.)

BATES,M. (1949) - "The Natural Histiry of Mosquitoes". The Mac Millan Comp.
Na.Ya

209




BEADLE, J. ,PASTEUR,N.,THALER,L. (1976) - Les souris du Midi de France:dis-
tinction biochimique de deux groupes de populations sympatriques.

C.R. Acad. Sci. 283:515-518

BECKEL,W.E. (1958) - Investigation of permeability, diapause and hatching
in the eggs of the mosquito Aedes hexodontus Dyar., Canad.J.

Zool., 36: 541-554

BENMEHDI, F.,BRITTON-DAVIDIAN,J.,THALER,L. (1980) - Premier apport de la ge-
netique Biochimique des populations a la Systématique des Mulots

de France continentale et de Corse. Biochemical Systematics and

Ecology, 8:309-315

BERGER,A., CHAMPEAU,A., GABINAUD,A.,GUILVARD,E. ,HEIM,G. ,PASTEUR,N.(1979)-
Reponse des vegetaux et des invertebrés au regime hydrique e aux
variations de la salinité dans les communautes halophiles de

Camargue. Terre Vie,Rev.Ecol., Suppl.2

BERTINI,F.,CEI,J.M. (1962) - Seroprotein patterns in the Bufo marinus Complex
Herpetologica, 17: 231-238

BRAGA,J.M. (1931) - Culicideos de Portugal. Inst. Zool. Univ. Porto

BREWER,G.Y. (1970) - An introduction to isozyme techniques. Academic Press,
N.Y.

BRITTON-DAVIDIAN,J. (1978) - Premiéres données sur la structure genetique

du complexe d'especes de Mus musculus L. dans de Bassin méditerra-
néen. These de Doctorat de specialité, Université de Montpellier 11.
BRITTON,J.,THALER,L. (1978) - Evidence for the presence of two sympatric

species of mice (genus Mus L.) in southern France, based on bio-

chemical genetics. Biocem. Genet. 16(3/4): 213-225

BRITTON,J., PASTEUR,N., THALER,L. (1976) - Les souris du Midi de la France;
distinction biochimique de deux groupes de populations sympatri-

ques. C. R, Acad. Sci, 283:515-518

210




BULLINI,L.,COLUZZI,M. (1972 b) - Natural selection and genetic drift in
protein polymorphism. Nature, 239: 160-161

BULLINIT,L., COLUZZI,M. (1973) - Electrophoretic studies on gene-enzyme
systems in mosquitoes (Diptera,Culicidae). Parassitologia,vol.

XV, n¢. 3

BULLINT,L.,SBORDONI,V.(1980) ~ Electrophoretic studies of gene—enzymz
systems: microevolutionary processes and phylogenetic influence.

Buil. Zool., 47:95-112

BUTH, G.D. (1984) - The application of electrophoretic data in systematic
studies, Ann. Rev. Ecol. Syst, 15:501-522

CAMBOURNAC,F.J.C. (1943) - "Orthopodomyia pulchripalpis" Rondani (Diptera,

Culicidae): sua ocorréncia em Portugal. An. Inst.Med.Trop., 1:71-77

CANTRAL,I.J. (1943) -~ The ecology of the Orthoptera and Dermaptera of the
Reserve Michigan. Misc.Publ.Mus.Zool.Univ.Mich,,54:1-182

CAPELA,R.A. (1979) — Nouvelle localisation géographique du caractere auto-
gene pour Culiseta (Allotheobaldia) longiareclata (Macquart,1838)
(Diptera,Culicidae). Arq. Mus.Boc. (2° Serie) notas e suplementos

40: 1-3

CAPELA,R.A. (1981) — Présence des caractéres autogene et sténogame dans los

populations d'Aedes (Ochlerotatus) detritus (Haliday,1833) de la

cote sud (Algarve) du Portugal. Anpales de Parasitolopie (Paris),

.56 n?.6:623-024

CAPELA,R.A.,RIBEIRO,M.E.B. (1984) - Présence du caractére autogene chez

Culiseta (C.) annulata {(Schrank,1776) et nouvelies menlions peo-

graphiques pour Aedes caspius(Pallas,1771) et Culiseta (¢.) annu-

Jata (Rdwards,1921). Ann.Parasitol. Hum. Comp. .59, n®.5:535-538

211



CAPELA,R.A., RIBEIRO,H.,PIRES,C.A., RAMOS,H.C.,RIBEIRO,M.E.B. (1983) -

Research on the mosquitoes of Portugal (Diptera,Culicidae). V -

Two new culicine records. Arg. Mus. Boc. (Serie A) vol.ll,n®.2:13-27

CARION, M.L. (1976) - Variations de la Malate déshydrogénase dans quatres

especes du genre Jaera albifrons: ftude génetique et variation

géographique. Biochemicals Systematics and Ecology ":123-129

CEI,J.M. (1962) - Electroforesis en papel de proteinas séricas y su contri-
bucidén a la interpretacién de um conjunto especifico controverso:

Odontophrynus. Comuni. Se. Cient. Biologia, Cordoba 25/27 Octubre

CEl, J.M. (1969) - Niveles actuales de la aproximacion de la sistematica

no morfologica. Acta Zoologica Lilloana, t.XXIV:293-308

CEI,J.M.,BERTINI,F. (1961) - Seroproteins in allopatric and sympatric popu-
lations of Leptodactylus ocellatus and L. chaquensis. Copeia,
3:336-340

CHRISTOPHERS,S.R. (1911) - The development of the egg follicle in Anophe-
lines. Paludism, 2:73-88

CIANCHI,R., URBANELLI,S.,SABATINI,A.,COLUZZI,M., TORDI,M.P.,BULLINI,L.
(1980) - Due entita riproduttivamente isolate sotto il nome di
Aedes caspius (Diptera,Culicidae). Atti XII Congr. Naz.Ital.
Entomol. Roma,vol. 1I:269-279

CLEMENTS,A.N. (1963) - The physiology of mosquitoes. Pergamon Press.
Oxford New York:393

COLESS,P.H., CHELLAPAH,W.T. (1960) - Effects of body weight and size of
blood-meal upon egg production in Aedes aegypti (Linnaeus)

(Diptera,Culicidae). Ann.Trop. Med. Parasit. 54:475-482

COLUZZI,M. (1966) - Osservazioni comparative sul cromosoma X nelle specie

A e B del complesso Anopheles gambiae. Rendi conti della Classe

di Scienze fisiche,matematiche é naturali,8,40,4: 671-678

214




COLUZZI,M.,SACCA,G. ,FELICTANGELI,D. - (1965) - I1 complexo A. claviger
nella sottoregione Mediterranea. Cahiers ORSTOM,Sér.Ent.Méd.
3 e 4:97-102

COLUZZI M. ,BULLINT,L.(1971) ~ Enzyme variants as marquers in the study of

isolating mechanisms, Nature, 231:455-456

CRAIG,G.B. (1955) - Preparation of the chorion of Aedini mosquitoes for

microscopy. Mosquito News, 15:228-231

CRESPO,E.G. (1976) - Contribuicac para o estudo das espécies ibéricas do

género Alytes(Alytes cisternasii) Boscd e Alytes obstetricans

Lataste - Amphibia, Salientia). Bolm.Soc.Nat,, 17:39-54

CRESPO,E.G. (1979) - Contribuicao para o conhecimento da biologia dos
Alytes ibéricos, Alytes obstetricans Lataste,1879 e Alytes

cisternasii Bosca, 1879 (Amphibia salientia): - a problematica

da especiacao de Alytes cisternasii. Tese. Universidade de Lishboa

CRESFO,E.G. ,VIEGAS,A.M. (1975) - Sobre as proyeinas dos Ranideos da fauna

portuguesa (Rana iberica Boul. e Rana ridibunda perezi Seoane)

Estudos Fauna Portuguesa, 7:1-26

CRONQUIST,A. (1964} - "The old systematics™. in: Taxonomic Biochemistry

and Serology. Ed. Charles A. Leone,The Ronald Press Company-N.Y.

CUENOT;L. (1911) - L'espece. G.Doin et Cie, Ed., Paris

DECOURSEY, J.D.,WEBSTER,A.P. (1952) - A method of cleaning the corion of

Acdes sollicitans (Walker) eggs preliminary observations on (here

embryonic development, Ann.[Ent,Soc. Amer, ,45:625-632

DE GEER(1676) - Des Cousins. Memoires pour servir a l'histoire des insects,
6:298-324

213




DOBZHANSKY,Th.,EPLING,C. (1944) - Contributions to the genetics, taxonomy

and ecology of Drosophila pseudoobscura and its relatives.

Carnegie Inst. Washington Publ.,554:1-183

DOBZHANSKY,Th. (1961) - A further study of fitness of chromosomally poly-

FRIZZI,G.

FRIZZI,G.

FRIZZI,G.

morphic and monomorphic populations of Drosophila pseudoobscura

Heredity 16:1-179

(1949) - Genetica di popolazioni in Anopheles maculipennis.

Studi preliminari sur riordinamenti cromosomici del grupo.

La Ricerca Scientifica 6: 544-552

(1953) - Etude cytogenetique d'Anopheles maculipennis en Italie.

Extension de recherches a d'autres espéces d'Anopheles. Bull.

Or. Mond. Santé, 9:335-344

(1958) - Incroci fra Anopheles freeborni (specie neoartica)

ed Anopheles mac. maculipennis (typicus), messeae,subalpinus

(specie paleoartiche). "Simposia Gen.", 6: 141-149

FROHONE;W.C. (1953) - Natural history of Culiseta impatiens (Wlk.) (Diptera,

Culicidae), in Alaska. Trans.Amer.Micr. Sci.,72:103-118

GABINAUD,A. (1974) - Ecologie des deux Aedes halophiles du littoral medi-

terraneen francais Aedes (Ochlerotatus) caspius (Pallas,1771),

Aedes (Ochlerotatus) detritus (Haliday,1833) (Nematocera,Culicidae)

Utilisation de la vegetation comme indicateur biotique pour
1'etablissement d'una carte écologique. Application en dynamique

des populations. These Fac. Sci., Montpellier:45]

GABINAUD,A., CROSET,H., COUSSERANS,J.,RIOUX,J.-A.(1975) - Ecologie de deux

Aedes halophiles, Aedes (0.) caspius (Pallas,1775) et Aedes (O.

detritus (Haliday,1833) dans le midi de la France. I- Structure
chorionique et criteres d'identification des deux au stade oeuf.

Ann. Parasit. hum. Comp., 50(1):123-130

214




GANDER,R. (1951) - Experimentelle und oekologische untersuchungen uber das
schliipfvermogen der larven von Aedes aegypti L. Rev. Suisse
Zooley 58:215-278

GISIN,H. (1967) - La systematique idéale. Zeitschrift Zool. Syst. Evolutions-—

Forgehiing, 512 S311-128

GJULLIN,C.M.,HEGARTY, C.P., BOLLEN,W.B. (1941) - The necessity of a low
concentration for the hatching of Aedes mosquito eggs. J. Cell.

Comp. Physiol., 17: 193-202

GRASSLE, J.P., GRASSLE, J.F. (1976) - Sibling species in the marine pollu-
tion indicator Capitella (Polychaeta).Science, 192: 567-569

GUILLAUME,C.P., PASTEUR,N., BONS,J. (1976) - Distinction par electrophorese

sur gel d'amidon des especes de Lézards Lacerta muralis Laurenti

1768 et Lacerta hispanica Steindachner 1870 dans des populations

sympatriques d'Espagne et du Languedo-Roussillon. C.R. Acad.
Sc. Paris t.228, Série D:285.288.

GUILLAUMIN,M. (1971) - Etude de 1la variabilité morphologique et biométrique

des populations naturelles de Pyrpus malvae L. et P. malvoides
pop 2 MELVOLLCH

(Eliv e Edu) dans leur zone de contact (Lep.Hesperidae). Discussion

sur les rapports taxonomiques entre les deux formes.. Vie et Mi-
lieu, 21:91-151

HARRIS,H. (1970) - The principles of Human Biochemical Genetics.North-
Holland, Amsterdan (2¢%.ed.)

HIGHBY, P.R. (1943a)- "Mosquito vectors and larval development of Dipeta-
lonema arbuta (Nematoda) from the Porcupine, Erethizon dorsatum
J. Paragit., 29:243-252

HIGHBY,P.R. (1943b) - "Vectors, Transmission, Development, and Incidence

of Dirofilaria scapiceps (Nematoda) from the Snowshoe Hare in

Minnesota. J. Parasit.,29:253-259




HORSFALL,W.R., LUM,P.T.M., HENDERSON,L.M. (1958) - Eggs of floodwater mos-
quitoes. V. Effects of oxygen on hatching of intact eggs.
Ann.ent.Soc. Amer., 51:209-213

HUFFAKER,C.B. (1944) - The temperature of the immature stages of the mala-

rial mosquito Anopheles quadrimaculatus Say, with a comparison

of the developmental power of constant and variable temperatures

in insect metabolism. Ann. ent. Soc. Amer, 37:1-27

HUNTER,R.L., MARKERT,C.L. (1957) - Histochemical demonstration of enzymes
separeted by zone electrophoresis in tarch gels. Science,125:

1294-1295

HSU (1949) - The external genital apparatus of male Drosophilidae in re-

lation to systematicas. Univ.Texas Publ., 4290:80-142

IDRIS,B.E.M. (1960) - Die Entwicklung im geschniirten Ei von Culex pipiens
L. (Diptera) . Z. Morph.Okol. Tiere, 49:387-429

JAMES,S.P. (1922) - Notes on the eggs of Culicine mosquitoes found in England.
Trans. R.Soc.trop.Med. 16(5/6):267-269

JANZ,J.G.,RIBEIRO,H., PIRES,C.A., RAMOS,H.C. (1983) - A discriminant function
for the separation of larval Culex molestus from Culex pipiens L.
J. Soc.Cienc.Méd.(Lisboa),147:235-238

JOHSON,G. (1973) - Importance of substrate variability to enzymz polymor-
phisms. Nature New. Biol., 243:151

JORGE,R. ,SARMENTO,M. (1906) - La malaria en Portugal, premier réesultats

d'une enquéte. Ann. S. Publ. Reino. Lisboa

JUDSON,C.L., HOKAMA,Y., KLIEWER,J.W. (1966) - Embryogeny and hatching of

Aedes serriensis eggs. Ann.ent.Soc.Amer., 59:1181-1184

KEILIN,D.(1932) - On the water reservoir of a horse chestnut tree.Parasi-

tology, 24:200-282

216




KIMURA,M.,OHTA,T. (1971) - Protein polymorphism as a phase of molecular
evolution. Nature, 229:467

KITZMILLER,J.B.,FRIZZI1,G.,BAKER,R.H. (1967) - Evolution and speciation

within the maculipennis complex of the genus Anopheles. In:

Genetics of insects Vectors of Disease,151-210. J.W.Wright e R.

Pal. eds., Elsevier, Amsterdan

KITZMILLER,J.B., LAVEN,H. (1959) - Tests for multiple fertilization in
Culex mosquitoes by the use of genetic markers. Amer.J.Hyg.,
by §267-213

KNIGHT,K.L., STONE,A. (1977) - "A Catalog of the Mosquitoes of the World
(Diptera:Culicidae)", 22. ed. The Thomas Say Foundation,vol.VI

KNIGHT,K.L. (1978) - "Supplement to a Catalog of the Mosquitoes of the
world (Diptera:Culicidae)". The Thomas Say Foundation,Supp.vol.Vl

KURIHARA,Y. (1959) - Synecological analysis of the biotic community micro-
cosm. VIII - Studies on the limiting factor in determining the
distribution of mosquito larvae in the polluted water of bamboo
container, with special reference to relation of larva to bacteria.

Japs Js Zool. 12$391=400

LAKOVAARA,S., SAURA,A., LANKINEN,P., POHJOLAL,LOKKI,J.(1976) - The use

of isoenzymes in tracing evolution and in classifying Drosophilidae

Zoologica Scripta, 5: 173-179

LANDEIRO,F.,CAMBOURNAC,F.J.C. (1933) - O sezonismo em Portugal. Agéncia

Geral das Colonias. Lisboa

LITTLEJOHN,R.J., OLDHAM,R.S. (1968) - Rana pipiens Complex:mating call

structure and taxonomy. Science, 162:1003-1005

MAC DANIEL,J.N., HORSFALL,W.R.(1975)- Induced copulation of Aedini mosqui-
toes. Science, 125:745




MAC GREGOR, M.E. (1921) - The influence of the hydrogen ion concentration
in the development of mosquito larvae (preliminary communication)

Parasitology, 13: 348-351

MAHON, R.J., GREEN,C.A., HUNT,R.H. (1976) - Diagnostic allozymes routine
of adults of the Anopheles gambiae complex (Diptera,Culicidae)
Bull.ent.Res., 66:25-31

MANWELL,C., BAKER,C.M.A. (1963) - A sibling species of sea cucumber disco-
vered by starch electrophoresis. Comp. Biochem. Physiol,10:39-53

MARKERT, C. M., MOLLER, F. (1959) - Multiple forms of enzymes. Tissue, on-
togenetic and species specific patterns. Proc.Nat.Acad.Sci.
U.S.A., 45: 753-763

! MARSHALL,J.F., STALEY,J. (1932) - On the distribution of air in the oesopha-
geal diverticule and intestin of mosquitoes; its relation to emerger

Feeding and Hypopygial Rotation. Parasitoly, 24 (3): 368-381

MARSHALL,J.F. (1938) - "The British Mosquitoes". The Trustes of the British

Museum, London.

MATTINGLY, P.F. (1973) - Insects and other Arthropods of Medical Importance.
Ed. Kenneth G.V. Smith (B.M.N. History)

MAYR, E. (1963) - Animal species and evolution. Cambridge, Massachusets

Belknap Press of Haward Univ. Pres :797 pp.

MAYR,E. (1964) - "The new sistematics'". In: Taxonomic Biochemistry and

Serology Ed. Charles A. Leone, The Ronald press Company - N.Y.

MAYR, E.(1974) - Populations, espéces et évolution. Ed. Hermann,Paris 496 pp

MAYR,E., LINSLEY,E.G., USINGER,R.L. (1953) - Methods and principles of sys-
tematic Zoology. Mac Graw Hill Book Co., New York,U.S.A.

218

_




MERY, A. (1976) - Etude de trois locus codant des enzymes chez Aedes caspius

Pallas,1771: Genetique formelle et liasions. Academie de Montpmllier

U.S.T.L. Diplome d'etudes approfondies en evolution et systéma-

tique.

MERY, A., PASTEUR,N., GUILVARD,E. (1979) - Glutamate-oxaloacetate transami-
nase et Glycerophosphate déshydrogenase chez le moustique Aedes

(Ochlerotatus) caspius: Genetique formelle et etude de populations.

Can. J. genet, Cytol., 21:25~32
Hovss (EeHT, 0.(19

NATH,V. (1924) - Egg follicle of Culex. Quart. J. Micr. Sci.,69:151-175

NICULESCU, E.V. (1978) - Les critéres de 1'espéce. Le critere mixiologique.
Rev. Roum, Biol.Anim., t. 23 n%,2:109-112

NUTTAL, G.H. (1904) - Blood immunity and blood relationschip.Cambridge

Univ.Press.

OELHAFEN,F.(1961) - Zur embryogenese von Culex pipiens: Markierungen und

Extirpationem mit UV - Strahlentich. Wilhelm Roux Arch.Entw.Mech.

Organ. 153:120-157

OGITA,Z.(1968) - Genetic control of isozymes. Ann.N.Y.Acad.Sci.,151:243-262

PASTEUR,G. (1974) - Genetique biochimique et populations ou:Porquoi sommes
nous Multi-Polymorphes? Ext. des Mém.Soc.Zool.France,37: 473-531

PASTEUR,G., PASTEUR,N. (1980) - Les criteres biochimiques et 1'espece
animale. Mem. Soc. Zool. Fr., 40: 99-150

PASTEUR,N., RIOUX,J.A.,GUILVARD,E.,PECHE-PERIERES,M.J.,VERDIER,J.M.(1977) -

Existence chez Aedes (Ochlerotatus) detritus (Haliday,1833)

(Diptera,Culicidae) de Camargue de deux formes sympatriques

et sexuellement isolées (espéces jumelles). Ann.Parasit.Hum.Comp.,

52: 325-337

219




PASTEUR,N., SINEGRE,G., GABINAUD,A. (1981) - Est-2 and Est-3 Polymorphisms

in Culex pipiens L. from southern France in Relation to Organo-

phosphate resistance. Biochemical genetics , Vol.lﬂ,ngs.5/6:499—508

PASTEUR,N., VERDIER,J.M., RIOUX,J.A., GUILVARD,E., PERIERES,J. (1978) -
Le complex Aedes detritus (Haliday,1833): Existence des deux

especes jumelles en Afrique du Nord. Annalas de Parasitologie

(Paris), t. 53,6:761-763

PITE,M.T.R.,AVELAR,T. ,MATOS,M. (1985) - The "r-k selection on model" and
life-history strategies. Ciénc.Biol.Ecol.Syst.(Portugal),5:269-297

POLOVODOVA,V.P.(1947) - Modifications dues a 1'dge dans 1'appareil repro-
ducteur femelle d'Anopheles et composition par Age des populations

de moustiques. Rostov-sur-le-Don, These.

POWELL,J.R. (1971) - Genetic polymorphisms in varied environments.
Science, 174: 1035-1036

PRAKASH,S., LEWONTIN,R.C., HUBBY,J.L. (1969) - A molecular approach to the
study of genic heterozygosity in natural populations.lV.Patterns
of genic variation in central, marginal and isolated populations

of Drosophila pseudoobscura. Genetics, 61:841-868

RAMOS,H.C. (1983) - Contribuicao para o estudo dos mosquitos limnodendro-
filos de Portugal (Diptera:Culicidae). Garcia de Orta,Ser.Zool.
11(1-2):133-154.

RAMOS,H.C., RIBEIRO,H.,PIRES,C.A.,CAPELA,R.A. (1982) - Research on the

mosquitoes of Portugal (Diptera,Culicidae). VII- Two new anophe-

line records. An.do Inst.de Hig.e Med.Trop. 8:103-109

RAVEN,P.A., BERLIN,B., BREEDLOVE,D.E. (1971) - The origins of Taxonomy
Science, 174(4015): 1210-1213

REAUMUR (1738) - Histoire des Cousin. Memoir pour servira 1'histoire des
insects, 4:573-636.




RIBBANDS (1944) - Differences between Anopheles melas (A.gambiae,var.melas)

Ann. Trop. Med. Parasitology, 38:85-99

RIBEIRO,A. (1962) - Un nouveau milieu de montage pour microscopie avec

1'alcool vinylique polymerisé.Ann.Parasit.Hum.Comp. 37(4):677-681

RIBEIRO,H.,RAMOS;H.C.,CAPELA,R.A.,PIRES,C.A. (1980) - Os mosquitos de Cabo
Verde (Diptera,Culicidae). Sistematica, Distribuigao, Bioecologia

e Importdncia Médica. Estudos Ensaios e Documentos, n2.135,JICU,

Lisboa.

RIBEIRO,H. (1981) - Os Anopheles do complexo gambiae e a transmissao do
paludismo em Africa. Separata do Jornal da Sociedade das Ciéncias

Médicas de Lisboa, t. CXLV, n9.7

RIBEIRO,H.,RAMOS,H.C., CAPELA,R.A.,PIRES,C.A. (1977) - Research on the mos-
quitoes of Portugal (Diptera,Culicidae). III - Further five new
records. Sep. Garcia de Orta,Sér. Zool. 6(1-2):51-60

RIBEIRO,H.,RAMOS,H.C., PIRES,C.A.,CAPELA,R.A, (1977/78)- Research on the

mosquitoes of Portugal (Diptera,Culicidae). I - Four New culicine

records.

An.do Instituto de Higiene e Med.Trop. 5: n%s 1-4.

RIBEIRO,H., RAMOS,H.C.,PIRES,C.A.,CAPELA,R.A (1980) - Research on the mos-
quitoes of Portugal (Diptera,Culicidae) IV- Two new anophelini

records. Sep. Garcia de Orta, Sér. Zool. 9(1-2):129-138

RIBEIRO,H.,PIRES,C.A., RAMOS,H.C., CAPELA,R.A. (1983) - Research on the

mosquitoes of Portugal (Diptera,Culicidae). VIII - On the occu-

rrence of Culex (Culex)molestus Forskal,1755. Sep. jornal da

Sociedade das ciencias Médicas de Lisboa t. CXLVII,n®.3:185-188

RIBEIRO,H.,RAMOS,H.C. ,CAPELA,R.A., PIRES,C.A. (1983) - Research on the mos-

quitoes of Portugal (Diptera,Culicidae). X - A new aedini record:

Aedes punctor (Kirby,1837).An.do Inst.de Hig.e Med.Trop. vol.9:37-40

240




RIBEIRO,H.,RAMOS,H.C.,PIRES,C.A., CAPELA,R.A. ( em impressgo)

Research on the mosquitoes of Portugal (Diptera,Culicidae)

IX - a new anophelini record. Sep. Garcia de Orta, Sér. Zool.

RIOUX, J.A. (1958) - Les Culicides du "Midi mediterraneen". Paris,

Lechevalier ed., 304 p.

RIZKI,M.T.M. (1951) - Morphological differences between two sibling species
Drosophila pseudoobscura and Drosophila perssimilis.
Proc.Nat.Acad. Sci. U.S.A., 37: 156-159.

ROUBAUD, E. (1933) - Essai synthétique sur la vie du moustique commun (Culex
pipiens). L'évolution humaine et les adaptations biologiques du

moustique. Ann.Sc.Nat.Zool., 16: 1-168

SACARRAO,G.F. (1978) - Espécie e Esséncia. Arq. Mus. Boc. Sér. Ext. Cult.

Ens. n%. 12,

SACARRAO,G.F. (1980) - Critical Remarks on classification and species.
Arq.Mus.Boc., 29.Série, vol.VIII, 16:279-289.

SALKELD, E.H. (1969) - Electrophoretic patterns of egg proteins from several

insect taxa. The Canadian Entomologist, vol. 101,n2.12.

SARMENTO,M. ,FRANCA,C. (1901) - Nota sobre alguns culicideos portugueses.

Rev.Port.Med.Cir.Prat. (Separatum). Lisboa.

SARMENTO, M., FRANGCA,C. (1902) - Sur quelques culicines portugais.
Compt .Rend .Hebd .Scéan.Mém.Soc.Biol.,54:152-153.

SAUL,S.H.,SINSKO,M.J.,GRIMSTADT,P.R., CRAIG Jr.,G.B. (1971). Identification
of sibling species Aedes triseriatus and A.hendersoni by electro-

phoresis., J. med.Ent., 13: 705-708.

SAVAGE,J.M., CEI,J.M. (1965) - A review of the leptodactylid frog genus
Odontophrynus. Herpetologica, 21:178-195.

221




T

SCHAW,C.L. (1970) - How many genes evolue? Bioch.Genetics,4:275-283

SELANDER,R.K.,SMITH,M.H.,YANG,P.M. ,JOHNSON,W.E. ,GENTRY,J.B.(1971) -

Biochemical polymorphism in the genus Peromyscus. I - Va-
riation of the old field mouse (Peromyscus polyonotus).

Stud.Genet. 4:49-90

SIDEL,B.D., OTTO,R.G.,POWERS,D.A. (1978) - A biochemical method for
distinction of striped bass and white perch larvae.Copeia
(2):340-343

SINEGRE,G. (1974) - "Contribution a 1'étude physiologique d'Aedes

(Ochlerotatus) caspius (Pallas,1771) (Nematocera-Culicidae)

Eclosion-Dormance-Developpment -Fertilite". These- Universite

des Sciences et Techniques du Languedoc. Academie de Montpel

SOKAL,R.,ROHLF,F. (1969) - Biometry.The principles and Practice of Stati

in Biological Research. W.H. Freeman and Co., San Francisco,7:

STEINER,W.W.M.,JOSLYN,D.J. (1979) - Electrophoretic techniques for the ¢

tic study of mosquitoes. Mosquito News, vol. 39,n?.1:35-54

STEPHEN, W.P. (1974) - Insects. In: Biochemical and Immunological taxonc
of Animals. Ed. by C.A. Wright, Acad.Press.London-New York.

TEISSIERI, G. (1954) - Conditions d'equilibre d'un couple d'alléles et
superioriteé des hétérozygotes. Compt.Rend.,238: 621-623.

TELFORD,A.D. (1957) - The parture Aedes of central and northern Califorr
The egg stage: gross embryology and resistance to desiccation.

Ann.ent.soc.Amer., 50:537-547,

TRPIS,M. ,HAUFE,W.D., SHEMANCHUK,J.A. (1973) - Embryonic development of

Acdes (0.) sticticus (Diptera,Culicidae) in relation to ditfer

constant temperatures., Canad.kEntomolopist,105(1):473-50

TSACAS, L., DAVID,J.(1975) - Les Drosophilidae de 1'11e de la Réunion ot d
1'11e Maurice. 11. Trois nouvelles especes du penre Drosophila

et Zapronius. Bull.Soc.Lim.Lyon., 44:373-3850.

TYBAYRENC, M. (1979) - Les isoenzymes et 1'Entomologie médicale. Cah.
ORSTOM., Sér. Ent. méd.et Parasit. vol.XVI1,4:242-256.

%22




VANDEHEY,R.C.,CRAIG,G.B. (1958) - Multiple fertilisation demonstrated in
Aedes aegypti. Bull, ent.Soc.Amer. 4:102,

VERDIER,J.M. (1978) - Biologie comparée de deux espéces jumelles. Un exemple
chez les Arthropodes hématophages: les especes A et B du Complexe

Aedes (Ochlerotatus) detritus (Haliday,1833) (Diptera,Culicidae)

These de Doctorat de Spécialite, U.S.T.L.,Montpellier,109 pp.

VIEGAS,A.M. (1980) - Isozimas da desidrogenase lactica de Rana iberica

Boulenger e de Rana ridibunda perezi Seoane. Arq.Mus.Boc.(22 Série)

7(6):81-94.

VIEGAS,A.M., OLIVEIRA,M.E., VICENTE,L.A., CRESPO,E.G. (1982a) - Fenotipos
electroforéticos das hemoglobinas e isozimas da desidrogenase
lactica dos adultos e girinos de Pelobates cultripes (Cuvier,1829)-
Amphibia,Salientia. Arq.Mus.Boc.(Série A),vol.1,n%.12:311-324,

VIEGAS;A.M.,VICENTE;L.A.,OLIVEIRA,M.E. ,CRESPO,E.G. (1982b) - Spectre iso-
zymatique de la LDH de Pelodytes punctatus(Daudin),1802 (Amphibia-Pelodytidae’
Bull.Soc.Herp.Fr.,22:43-49,

VIEGAS,A.M., CRESPO,E.G. (1985) - Sur la structure génetique de deux
"populations" allopatriques d'Alytes obstetricans boscai et d'Alytes

cisternasii (Amphibia,Discoglossidae) du Portugal.Alytes,4(1):1-11.

VOEGELE, J.,BERGE,J.B. (1976) - Les trichogrammes (Insects Hyménop. Chalcidiens

Trichogrammatidae). Caracteristiques isoesterasiques de deux especes

Trichogramma evenescens Westw., et . acheae Nagaraja.

C. R., 238+ 150113503,

WARD,R.D., PASTEUR,N., RIOUX,J.A. (1981) - Electrophoretic studies on genetic
polymorphism and differentiation of phlebotomine sandflies (Diptera:

Psychodidae) from France and Tunisia. Ann.of Trop.Med.and Para-

sitology, vol.75,n%. 2:235-245.

WEBSTER,T.P.,BURNS,J.M. (1973) - Dewlop. color variation and electrophoreti-
cally detected sibling species in Haitian lizard, Analis brevirostr

Evolution, 27:368-377.

223




WIGGLESWORTH, V.B. (1933) - The adaptation of mosquito larvae to salt water.
Jl.Exp.Biol.,10:27.

WIGGLESWORTH,V.B. (1976) - Insects and life of Man.London, Chapman and
Hall. John Wiley Sons Inc. N.Y,

WRIGHT,J.W., PAL,R. (1967) - Genetics of insects Vectors of disease.
World Health Organisation Ed. 794 pp.

224



APENDICE

225




QUADRO ANEXO 1

Andlise biométrica das pupas de Aedes detritus ., de
Rio Maior.

Local: R.,Maior
pata: 18,12.873
Pele n2, 1

Trompetas resviratdédrias:

comnrimento total(a) U & iy 900
largura (b) 74

Indice do pnavilhio:

compr,abertura __15 =+ 0,30
compr.tromneta 50

compr.i base _ 345 = (C,70
compr.total 50

Pgletaz natatérias
Iadiece de palets: -r ——89 =4 pls

Bedzs nrotordcicas abdomirais: |

Seda n@9, 1 2 3.4 5 6 7 8 9 ;Q 2112
Iletanoto J
Cefalotorax &8&83& 4 -
I_segmento abdominzll'M 21 122 |3-2 (87 [1-1 |3-3 1-1

11 " " 1412 | ¥ | =~ 20 7.5 |11

11l " 4 55 W |33 146134 12

1V g D 33 |31 53 45 {33 |14

i 0 " 33 {1 |63 |85 [2-2 |14

Vi " . 22 133 1) 165122 |22

) " o 11 122 132 [2-2 {22 ]6-5] - | - |42

Y111 " ' S f-f=jo2)l=i-1-1-176!

Bordo da maleta: ponteagndos como em Culisets litores

Seda terminal: simnles,bifurcando-se no ter¢o apical
Seda acesséria: aucente
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QUADRO ANEXO 2

Andlise biométrica das pupés de Aedes detritus ., de
Rio Maior. B '
Local:Rio Maior
Data: " 6.4.84"
P"ele n%, _5§
Trompetas resviratérias:
comnrimento total(a) 15 = %,75
largure (b) 20
Indice do navilhio:
compr,aberturs D5 = 0,56
compr.tromvetsa 75
compr.2 base _50 = 0,66
compr.total 75 ‘
Paletz nztatéria:
I.dice da naletr: —-w— —105% = 1,10
W g5
Bedes nrotordcicas abdomirais:
ceda n?, l 2 2 4 5 6 7 &8 9 10 11 12
{
l"etanoto !
{
Cefelotorax 15-15/2-2 |44
I sermento abdomingl| M [1-1 { 2|2-2 {69 {11 |3-4
g H " 20-20 |1-1 {54 |3-3]|¢8(|~-1
gy ¥ Y " 77 1-1}2-2 97| 4-3(2-1
1V " " 4ty | 11} 5-6] 5-5[2-2 {211
\' " " -4 | 1-1] 34— 8- 2|- 1
VI n u &3 2-1 | 2-2|4-5 [ 2-3 [1-1
W1l " " 2 =1-1 | 33| - (- 366 -3
VI1l 1 " - - |- 1227 = | - - 6
Bordo da vnaleta: como em Culiseta litoren
Seda terminel: simples ‘
Seda acessdria: cusente
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QUADRO ANEXO 3

Rio Maior. :

lLocal: Rio Maior
Datas 60584
Pele nQ9, 4

Trompetas respiratdérias:

comprimento total(a) _ 170 = 4,37
lareure (b) 15

Indice do navilhfo:

gcompre,abertura 20 = 0,28

compr.trommneta 70

compr.2 base 50 = 0,71

compr,.total 70 )
Paletz natatdrias

e = . Ti [=¥2} = § A
I:dice da naletr: W 2 y 17
Bedes protordcicas abdominais:
Seda no, ¥ 2 .5 & §5 6 7 6 9 J0 11 12
lietanoto 6 -3-14-(3- -2
!

Cefalotorax 18 -1 2-2 |4 -
] segmento abdominal| M |21 |23 3-;8—1 1-2 | 42
L] " " 18-19 [1-2 |53 |44 |78 (1-1
'y " o 7-7 |1-1 |34 |88 |64 (2-1
IV 3 " 5S4 [1-1 |56 {2-2|2-2|2-1
v i o 43 |2-1 |34 |66]2-2|1-1
VI " " £-3 |11 |2-2 {44 ) 2-2 | 1-1
V1] " " 2-2 i1-1 |44 {2-2{3-2]|66 54 ;
VIII 4 " - |- | =122 -] - 661
Bordo da valeta: como nes anteriores

beda terminal: simnles
Seda acessbria: azusente

Andlise biométrica das pupas de Aedes detritus 5., de
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QUADRO ANEXO 4

Andlise biométricae-das pupas de Aedes detritus A, de
Rio Maior, '

Local: Rio Maior
vata: 18.,12.83 6,4,84

Z

TPele n9. J

Trompetas resviratérias:

comnrimento total(a) __68 = 3;57 é
larcure (b) 14

Indice do mnavilh?o:

comnr,abertura ol = 04%6
compr.tromneta 68
compr.: base _4 = 0,72
compr,total 68
Faletae netatéria:
I.idice dz nrnaleta: ﬁ Sg = 1,19
8odas nrotoricicas abdominais:
Seda n@9, x 2 3 & S 6 1 _ 8.8 L& o 1
Ifetanoto 57 }3133 4dy |44 ] 33
Cefzlotorax 11-1312=2 |44
I segmento abdominegl M |1-1{33|34 &7 [1-3 [5- =
Il " " 16-18 | 1-1 | 4-3|2-3 {76 |2-2 )
T " " 7-8 | 11| 22h10-8{4-3 |22 |
IV " n 54 1-1] 66133 |3-2 {1-3
v 1 " 64 1-1} 3-417-7 |2 - |1-]
NI b n L4 -1 | 2-216-3 12 —|2-2 )
VII " n 4-3 -1 | 3-3{2-2 {33 |98 3-3
viii 7 " - -1 =122 s 8-101
como nee ¢ ntericren

Bordo da naleta:

gimpl 25

Seda termineal:

Seda acess8ria: ~vEente
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QUADRO ANEXO 5

Anélise biométrica das pupas de Aedep detritus A, de
Rio Maior,

Locel: Rio Maior
Data: 6.4.84
Pele n%, _o

Trompetas resviratdrias:

comnrimento total(a)

-'"—*"—'—' y &~
largura (b) 50
Indice do navilhfo:
compr,abertura 17 _ = 0,96
compr.tromneta 65
compr.2 base wals = Q) _T6
compr.toteal 65
Paleta natatdérig: 10 -
. I-v - / - Ly c
Zi da nalete:s -
Indice n W 57
8edas nrotordcicas abdominais:
Seda n®, 1. .2 .35 4 5 6 J .8 9 o 14 12
Fetanoto
P = | - b4ty
Cefalotoraex = !
I segmento abdominall M |1-1)-3 10-12 1-114-2
11 " " 20-20 |1-1 {34 {32 {100 {11
111 1 " &6 -1 ‘3—3 83156 | 2-3
1V "o " - 6 [1-1]5 | 34|34 |2-1
v " 1 Ldy | 11| 34| 78124 |12
VI " " . |43 1-1]3-1] 55|33 ;2-1
VII " " 2-3 |11} 3 -] 2-2{3-2 |66 bty
VIII " " 2.9 -9
Bordo da mnaleta: pomo nas snteriores
Seda terminal: cimples
Seda acesséria: @ausente —
RELULL L SUCE s
compr.totzl (a) N=5; X=3%,702; v=0,1%7; ©=0,414
largura (b) 7
compr.azhoriurs He=81 ¥=0,312 T=0,001; 5=0,040
comnr.tromneta ' N
Compr.a bzse N=%; X=0,71 ; v=0,001; £=0,036
compr,., total _ _
L k=53 X=1,1% ; v=0,001; s=0,038
b
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Datsa:
Pele n?,

Local: Milfontes
20,172

o7

e S )

Trompetas resviratdrias:

QUADRO ANEXO 6

Andlise biométrica das.pupas de Aedes detritusB:, de
Milfontes.

Seda acescdria:

cusente

comprimento total(a) _62 e &, 0
largura (b) R
Indice do navilhfo:
compr,abertura 15 = O,
compr.tromneta 62
compr.2 base _ 46 = 0,74
compr.total 62
Paletz natztdrias
i i 26 . L 90 = 1%
I:1dice da nalets: W 75 !
1 Bedzs nrotordcicas abdominais:
Seda no, 1.2 5 & B 6 F 8 8 bk ol ]2
Fetanoto b=]lb=ite 3~
Cefalotorax 15 -i2-3 33
I segmento abdominal| M [2-2]3-3]4-31 99 24|32
I " " 18-20 | 1-1 | 55| 44| 9-6] 11
T11 " " g8 |1-1{3 -|44f109] 44
IV L 11 4 = 1—1 6‘7 5—5 4’_4
\' " " - 411-1}133]8%8 32
VI " " 3 -111}2-=2 5 ] el
VII 1" 1" - 411-1 3—3 2—2 e 3]/2—“1: 5 =
VILI . " 3-3 i
Bordo da naleta: como nas anteriores
Seda terminal: simnles com bifurcagfo terminal

251




QUADRO ANEXO 7

Andlise biomdétricae das pupas de Aedes detritus B, de
Milfontes,

Tocal: Milfontes
Data: .20.1283
Pele no, 2

Trompetas resviratédrias:

comrrimento _total(a) _ 6l = .58
larguras (b) 17
Indice do navilnfo:
compr.abertura 14 = 0,22
compr.tromnete ol
compr.2 base __41 = 0,77
compr.total 59
Peleta netatdria: .
O = A 5]
Indice dz naleti: L 20 alia
W 75

Bedas nrotordcicas zbdomirais:

Sgda nf, 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Metanoto 3-13-]2-3-

Cefelotorax 16-14] 2-2 |33
I_segmento abdominal| M |2-2)14-3|4-5|89]2-2/43 1-1

11 " " 16-14 | 1-1{ 35| 3 {66 | 2-

T " " 55 |1-1|33| 55} | 43

IV " " 34 |1-1 | 54| 43|54 | 2-2

Vv " " 33 | 1-1 | 42| 6-7|2-2 |- 2-2

VI " n 2-3 | 1-1|2-2] 4-5|2-2 | 2-2

V.11 " " 2-3 | 1-1{ 33| 2-3{2-2 | 78

VIII " " 2-2 e

Eordo daz naleta: iddrtico ao da esnfcie A.

Seda terminal: Sinnlés

Seda acesséria: avcente
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‘ QUADRO ANEXO 8
Andlise biométrica das pupas de Aedeg detritus B, de
Milfontes.

Local: Milfontes
Datas 21 g8

Tele n?, 3
Trompetas resviratérias:
comprimento total(a) 58 = %,4]
largura (b) 17

Indice co mavilhlo:

compr,abertura 10 22 | e 1Y
compr.tromnete 58
compr.2 base 49 = 0,86
compr.total 56
Paletz netatdria:
Iadice do nalete: "; 90 = 1,26
71

Bedas nrotordcicas abdominais:

Seda n?, 1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10 1112
Iletanoto 2-12-|2-

Cefelotorax 16 -2 - 123
I mermento abdominzii M [21{32]55] 7722|134 f

11 " " 14-14 |1-1 {4 - |3 = 7-8| 1-2

111 " " 4-5 |1-1 |2-3 | 44| 44| 33

1V " " 3-3 {11 |56 2-21 2-2] 2-2

v " " 33 |1-1 32| 56| 2-2|1-2

VI " n 2-3 |1-1 | 1-1 | 33 2-2§ 2-1

VII " “ 2-3 |1-1{3-2| 222 3-2| 97 35

VIII R " 2-2 6~

Eordo da naleta; c¢omo nas anteriorec,

Seda termineal: simnles

Seda acesséria: aucente
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QUADRO ANEXO 9

Andlise biométrica das pupas de Aedes detritus B, de
Milfontes.

Local: Miifontes
Data: 20,12.83

Tele no, 4

Trompetas resviratdrias:

comprimento total(a) 58, = 3,05
largura (b) 19
Indice do navilhfo:
compr.abertura 12 = 0,20
compr, tromnetea 58
compr.d base _48 = U,84
compnr, total 58
Paleta nata<dria: _
I..dice da naletes: % ?% = Sl
5
Bedas nrotordcicas abdomirais:
Seda n?, l .2 3 4 5 8 T B & 16 J1,.132
letanoto
Cefelotorax {16 -12 =14 = |
1 _segmento abdominal]l M [2-2154]44le8]2-1[e4
1T " i 4t 1 = 17.5 3w (07 {99
el " = 68 |11 12-417-7]5614 -
IV n i 33 -1 - 3] 2-21372
v i " 33 111134|7-8] 32|22
] " " 32 11-112-1 35| 22 2-
VII s I 22 111132 32| 32| 77 deos
VIII 5 n 2-2 ] -
Bordo da vnaleta: ¢Omo nae anteriores
Seda terminal: simprles
Seda acessbéria: =« usente
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7 QUADRO ANEXO 10 _
Andlise biométrica das pupas de;ﬁgggg ggj:;tugn.,‘de
Milfontes,

Locel: Milfontes
Pota: @ 2.l 2/85

Pele n¢, 5

Trompetas resviratdrias:

comnrimento total(a) __52 = 2,94 |
largurae (b) 18 ' |

Indice do ravilhio: : |

compr.abertura 12 = 0,23
comnr. trommete 52

compr.2 base _ 4 = ), T8

comnr,.totel o3

Palete natatidria:

I:idice de ralet: —%m —J%Q— = 1,22
8edas nrotordcicas abdominais:
Seda n?, 1.2 3 4 B & 7 8 ¥ 30 I1 12
etanoto |
Cefealotorax ]Z)e223-4 3-2
I segmenito abdominal| M -1 3 |2 {89 |11 (33
II " " PO-20 [1-1 |7-7-{3-3 |79 |1-1
11T " " 65 [1-1 |64 |7-5 134 (22
IV " 5 34 (-1 [7-7 [2-2 |22 |22
V 1" 1" 33 1-1 |2-2 {6-8 24 | 2-2
VI 4 " 32 11-1 1-2 {4-512-2 |22 )
VII t i 33 111 |2-2 {2-312-2 99 33
VIII " " 2-2 17-6 |
Eordo dz naleta: como nzs snteriores
Seda terminel: simnles
Seda acescsdéria: sucente
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Local:

WU HMWAOW aAlvluav

Andlise biométrica das pupas de,Aédgg detritus B, de

Milfontes.

Milfontes

Detay 20.12.83

Pele n%, 6

Trompetas resviratdrias:

comrrimento total(a) __5 2,673
largura (b) 19
Indice do mavilnfo:
compr,abertura tl. = T, 20
compr.tromneta 50
compr.a2 base _44 = 0,88
compr.total 50
Palete natatdria:
Indice da natet:: *%— ——%%—-: 0
Bedas nrotoricices abdomirais:
Seda n@, l 2 3 &4 5 6 7 8 9 10 11 212
]
etanoto |
Cefalotorax iayuaze 2-3
I segmento abdominal| M (-1 {2-2 75 (12| 23
II " " 0-21 11-1 165 {64 |79 | 2-
III . " 46 [1-1 [34 |7-8 145 |34
IV " 1" 44 11 |65 |2-2 |42 |2-2
v " " 33 |11 (33 {77 |22 |2-2
VI " " 42 [1-1 122 |44 |2-2 |2-2
VIl " " 33 11 [3-3!2-2{2-3 |88 33
VIII " " 2-2 7-6
Bordo da maletz:; como nss anteriores

Seda terminal:

Seda acesséria:

simnlec

auscnte
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QUAUKY ANBAU

‘Anélise biométrica das pupas de Apdes detritusB., de
Milfontes. :

Locel: Milfontes
Data: 20.12.83
Pele nt, T

Trompetas resniratdrias:

comprimento total(a) o e
largurs (Db) 74%_

Indice dao mavilhio:

compr.abertura 1l = 0,
compr, tromneta 50

compr.z base __44 0,88
comnr,.tote 50

Foleta natatdria:

: &1 6] |
I-dice de waletr: —k— - )

Bedas vrotordcicas abdominais:

Seda n¢, 1 2 3 ¢ 5 6 J B 8 _ QLB __did_ g
Metanoto Sl ol
Cefezlotorax 16-12 2-2 | 3-3
I segmento abdomingl| M 12 (43143[7-7|1-1|3 -

L " " 16-15 {1-1 {4533 |8-7|2-2

11l o o 55 |1-1 |34 |7-6]44]32

IV " " 44 |1-1 |56(2-2]2-2]|2-2

v " " 32 [1-1|2-1(33) 22|11

VI Y " 32 111 |{2-1| 33| 22| 1-]

VII 1 n 22 (113311 23} 7-8 34

vign__ 4 11 _Lo1=7

Bordo da naleta: c¢omo nes zhnteriores

Seda terminal: cimles

Seda acessdria; ausente
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QUADRO ANEXO 13
i - Andlise biométrica das pupas de Aedes detritus B, de
Milfontes. -

Tocel: Milfontes
pata: 20.,12:583
Tele ne, 8

Trompetas resviratérias:

comrrimento total(a)
largure (b)

Indice ¢o mnavilhio:

compre,abertura
compr,tromnete

compr.2 base
comnr, total

Palets neatetdria:

I.idice da raletsa: “%— “—%V = Lagd
Bedas nrotordcicas abdominais:
Seda no, i1 2 . F &4 . 8 &6 T 8 © J0 11 12
Metanoto
Cefalotorax 14-15! 2-2 |33
I_segmento abdominal| M |11 |24 |4-3[89 {2333
" " " 1312 |11 {45]3-3]68|2-2
11l " s 55 {1-1 |24 13314413 -
IV Y o 43 |1-1 66|22 2-2]|2-1
v " n 33 [1-1]2-3|55]| 2-2|.2-2
VI " " 1 —|1-1{1-2{33] 2-2| 2-1] |
vir v n 2-2 |14 {2-2{11{31[99 By
VIII % : 1-1
Bordo da naleta:; como nas anteriores
Seda terminel: simples
Seda acessbria: cusnente
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QUADRO ANEXO 14

Andlise biométrica das-pupas de Aedes detritus B, de
Milfontes. '

Locel: Milfontes
Datas 20.1.2:875

Tele no, 9

h Trompetas resviratdrias:

comprimento_total{z) 5 = 2,6
largura (b) 20

Indice do mavilnfo:

comnr.abertura 12 5.2 0
compr, tromreta 50
compr.2 base __4u = 0,76
compr.totel k-

Paletz natatébrias |

I:idice dn natet:: "{"{r" . = 10
1

Bedar nrotordcicas abdominais:

Seda n?, X 2 =2 4. 5 & 9 8 9 10 11 12

FKetanoto

Cefelotorax

I _sermento abdomingl| M |1-1)33|33 (88 (21|33

II " " 12-13 |11 | 6-3{4-3 |6-7 {22

III " " 43 1-1 | 2-2{7-6 |43 |3 -

IV " " 33 [1-1 | 56|33 (23 |22

v " " 33 (1-1 | 32|66 |22 |2-2

VI " " 23 (1-1 {1143 12-2(22

VII " n 22 |1-1 |23 [2-1 {34 |6-5

vIII " " 1] ! :

Bordo dz vnaleta; como nas gnteriores

Seda termineal: simnles

Seda acescéria: aurente
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QUADRO ANEXO 15

Andlise biométrica das pupas de Aedes detritusk ., de

Milfontes.

Locel: IMilfontes

Datas 90,172,873
Tele nn2, _.:I'_.(.:_

Trompetas resviratdrias:
comrrimentio total(a) __Bs = 2,89
Tarcure (b) 19
Indice do mavilnio:
comnr,abertura _10 = 0,52
comrr.trommete 19
compr.z base __ 47 = u,85
comnr.toteal 55
Pplets nstuxidrias
o 1 56 = 1,16
. S~ A T\",‘.‘-! 1 ]
J...GlCl, M. (t “ 7d
8=2dzc nrotoricicasc abdomirais:
eda nfy i .28 3 4 5 6 F 6 8 20 A3 L2
Fetanoto |
Cefelotorax !
I cesmento abdominall M [1-2|3314319-7 3-2
I1 " " 1818 |11 |33 |4 - |4 - |1 -
III . 1" " 2"'2 1"’1
v " .’ 4- (11 22
v " " 34 |11 |-2]63|22|-2
Vi " " 32 11 |2- |44 22[22
VI " " 222 11 {2-2,2-2|33|76 [32
VIII " " 11 i
Eordo da mnaleta: como nes anteriores
Seda terminel: cinnles
Sedo acessdria:  szucente

corpr.total {a) «=9; X=3,111; v=0,226; ==0,504
largura (b)

compre.aberturs w=8; X=0,216; v=0,0004;5=0,02]
compr,trompets
compr.i bage L=9; X=0,817; v=0,002 ;==0,054
compr,total
L N=10;X=1,215; v=0,005 ;s8=0,077
N

240

l-lJh--l-I-;----IIIIIIIIIIIIllllllllIlllI;IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII




QUADRO ANEXO 16

Andlise biométrica das genitalias masculinas de Aedes

(0.) detritus de Rio Maior.

Data N®.do exemplar Lobos IX tergito N9,.sedas diferenciadas Claspet;s (n‘?.div;oc.micr.)
1 a
(n® sedas/lobo) dos lobos basais esq? dt9 esq? dt?
esq? dev
25.4.83 2384 6 6 2 25 24 40 40 0,625
0,600
17.3.83 2305 6 (i} 2 22 - 36 - 0,611
21.2.83 2260 5 5 2 23 25 39 37 0,589
0,675
" 2261 0 6 2 21 20 38 38 0,552
0,526
17.3.83 2307 7 9 3 25 25 30 36 0,694
0,694
L 2306 7 6 3 21 22 42 40 0,500
0,550
" 2309 6 6 3 25 22 4l 45 0,609
0,488
" 2319 6 5 2 23 23 44 45 0,522
0,511
21.2.83 2259 6 6 1 23 21 36 39 0,638
0,538
11.XN.82 2201 6 5 2 21 24 40 37 0,525
0,648
" 2202 6 6 1 24 24 40 37 0,600
0,648
21.2.83 2262 6 6 3 20 21 42 40 0,476
0,525
.6.,81 351 10 9 2 18 18 40 40 0,450
0,450
# 349 9 9 2 18 18 40 40 0,450
0,450
11.6.83 2496 10 10 2 18 18 40 40 0,450
0,450
" 2492 8 8 2 20 21 45 44 0,444
0,477
14.5.83 2247 8 9 2 19 16 40 42 0,475
0,380
" 2458 8 8 3 22 22 40 41 0,550
0,536
11.6.83 254 8 9 3 22 22 39 37 0,504
0,594
25.7.19 255 7 8 2 25 5 37 37 0,675
0,675
2 256 8 9 1 23 23 37 39 0,621
0,589
* 257 7 8 2 - 21 - 38 0,552
i 258 5 5 2 22 23 36 38 0,611
0,005
4.8l 353 7 6 1 20 20 39 19 0,512
0,512
" 352 5 5 3 16 18 4l 39 0,390
0,46]
11:11.82 2203 7 7 3 - - -
14,5.83 2590 7 5 3 - - -
11.11.82 2000 8 -] 2 22 23 37 35 0,594
0,657
255579 272 6 5 1 21 - 37 - U, 507
10.6.79 294 8 2 20 20 39 39 0,512
0,512
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QUADRO ANEXO 17

Analise biométrica das genitalias masculinas de Aedes
(0.) detritus de Milfontes.

Data N®.do exemplar Lobos 1X tergito NY.sedas diferenciadas Claspetes(n®.div.0Oc.micr.)
(n? sedas/lobo) dos lobos basais a b c
esqV dee esq® dt? esq® dt®

2.3.82 855 b] 4 1 18 21 36 33 0,500

0,636

1.3.83 2264 5 O 2 22 20 34 40 0,647

0,507

= 2263 5 9 2 22 19 31 36 0,709

0,527

27.1.83 2237 ) O 1 14 19 36 35 0,500

0,542

" 2236 [{] 7 I 17 17 32 34 0,531

0,500

" 2235 (] 7 B 17 18 35 35 0,485

0,514

21,10.82 2155 6 4 I 21 20 35 ¥ 0,600

0,540

1.11.82 2196 5 6 1 2] &2 36 34 0,954

0,647

27.1.83 2234 4 7 1 14 18 3% 36 0,542

0,500

15.5.83 2473 S 3 1 10 16 3 34 0,470

0,470

28.2.83 2315 6 ] 1 20 20 31 37 0,645

0,542

1.3.83 2267 4] 10 | 20 19 38 15 0,526

0,542

" 2265 4 5 1 17 1640 40 0,425

0,400

28.2.83 2316 4 S 1 16 17 41 37 0,390

0,459

1.3.83 2266 6 5 1 19 17 36 38 0,527

0,447

27.3.83 2345 4 6 1 26 22 35 36 0,742

0,611

15.5.83 2472 - - 1 19 18 34 32 0,558

0,562

= 2471 5 0 1 16 17 36 35 0,444

0,485

11.6.83 2501 3 3 1 - 20 - 37 0,540
2.3.82 852 5 ] 1 - 14 - 37 0,486 '

11.6.83 2499 5 5 1 17 18 36 30 0,472

0,472

2.3.82 856 O 5) 1 21 21 %% 45 0,600

0,600

" 851 ] 0 1 20 16 34 34 0,588

0,470

- 853 7 7 1 19 - - 38 0,500

11.6.83 2503 3 2 | 22 - 0 - 0,733

10.12.83 2650 5 7 ] 19 17 33 3% 0,575

0,485
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10.12.83

2650 6 1 19 - 36 - 0,527
" 2652 6 1 17 19 39 35 0,435
0,542
" 2653 6 4 1 17 - 36 - 0,472
1 2654 5 5 1 18 18 38 39 0,473
0,461
= 2655 7 4 1 19 19 35 34 0,542
0,558
" 2656 3 3 1 17 18 38 38 0,447
0,473
" 2657 7 6 1 19 19 37 36 0,513
0,527
o 2658 11 5 19 16 39 38 0,487
0,421
& 2660 4 5 19 19 34 38 0,558
0,542
% 2661 5 4 19 18 37 as 0,513
0,514
& 2662 3 3 20 18 32 32 0,625
0,562
" 2663 5 4 20 20 33 35 0,606
0,571
" 2664 6 5 1 15 15 36 35 0,416
0,428
" 2665 5 4 1 21 20 34 35 0,617
0,57]
" 2666 6 6 20 20 36 39 0,555
0,512
o 2667 5 4 1 20 18 35 35 0,571
0,514
" 2668 6 5 21 21 35 36 0,600
0,583
" 2670 5 4 1 18 15 36 36 0,500
0,416
L 2671 4 4 16 15 35 35 0,457
0,428
" 2672 5 4 20 18 37 37 0,540
0,486
= 2673 5 7 15 17 85 B 0,428
0,459
" 2674 3 4 20 20 35 37 0,571
0,540
" 2675 4 5 1 18 16 37 40 0,486
0,400
" 2676 6 6 16 16 26 35 0,444
0,475
" 2677 3 4 15 15 31 32 0,483
0,468
e 2678 3 7 20 19 36 37 0,555
0,513
N = 102 N = 52 N = 90
X = 5,17 X =1,070 X =0,
v = 2,106 v = 0,109 v o= 0,00090
s = 1,458 s = 0,334 v o= 0,00H48
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QUADRO ANEXO 18

Relagao entre os comprimentos do II e III palpos maxilares
das fémeas de Aedes detritus de Rio Maior e de Milfontes.

Rio Maior Milfontes
N2 da fémea II Segmento III Segmento N2 da fémea II seg. ITII seg.
2394 Il - 26 ~ 27 2339 8 -8 18— 17
2395 B - B 29 28 2341 9 -9 18 17
4Lbs, i - 4 29 - 28 2343 9 -9 19 - 20
446 IR i 24 - 24 2467 9 - 8 18 - 18
821 17 5 1D 30 - 30 2498 10 =10 21 - 20
2445 1 - 12 26 - 26 2342 10 -10 19 - 19
2453 11 ~ 12 26 = 30 2497 9 -9 18 = 18
2454 155 I | 26 - 26 2468 10 -10 20 - 20
2455 17 = T8 24 - 24 2242 9 -9 18 - 18
2456 11 - 11 26 - 26 2191 8-9 19 - 19 3
2488 11~ Lt 23 - 24 2160 10 -10 19 - 20
2489 10 - 10 21, ~ 21 2240 9 -9 20 - 20 |
358 14 - 14 34 - 31 2193 9 -lo 19 - 20
429 13 -~ 14 29 = 27 2311 18 = G 19 - 20
361 12 - 12 28 - 28 2340 9 -9 19 - 18
362 T =12 28 - 28 857 9 - 10 18 - 18
- 45 ~100 858 9 -9 18 - 18
- 48 -100 859 9 -10 19 - 18
- 48 -105 860 9 -10 19 - 20
- 50 -100
s ooy N = 38; X=2,05; v = 0,02078;
o 110 s = 0,14609
- - 96
- 50 <118
- 54 -105
- 52 ~105
- 53 ~105

N = 43; X = 2,2386; v = 0,02736

0,1673

w
1}
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Rio Maior

N2.da fémea

356
435
397
446
432
259
260
261
437
436
440
441

362
366

367

QUADRO_ANEXO 19

Relagao entre o comprimento total da furcula anterior

da asa e o comprimento do stem, entre as fémeas de Rio

Maior e as de Milfontes.

90/50
90/50
90/50
90/50
90/45
90/50
90/40
100/45
95/45
100/45
100/45
100/45

95/45
90/40

90/45

95/50
90/50
90/50
90/50
90/45
90/50
85/45
100/45
95/45
100/45
100/45
100/45

95/45
90/40

95/45

N = 30; X = 2,031 v = 0,0331
s = 0,1853

Milfontes

N2.da fémea

857
859

860

861
2741
2156
2191
2192
2744
2745
- 2746
2747
2748
2749
2750

75/50
75/50

75/50
75/45
75/50
70/45
75/45
80/50
60/35
55/30
60/45
65/40
55/35
55/35
80/50

75/50
75/50

75/50
75/45
75/50
70/45
75/45
80/50
60/35
55/30
65/45
65/40
55/35
55/35
80/50

N=230; X=1,581; v = 0,012

s = 0,1117
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Analise biométrica dos adultos machos e fémeas de Aedes detritus
e de Milfontes.

Data Exemplar nf. Sexo Compr.da asa (mm) Compr.da tromba __ Quociente (mm)
comp,.femur anterior N
7.2.82 809 d' 3,75 2,7 - 1,65 1,636
2,382 851 CF 4,00 255 1550 1,700
" 852 g); 3,93 3l = 243 1,346
! N 854 4,00 - 1,9
* 855 (f' 4,06 - -1,8 -
L 856 Oﬂ 4,06 2,7 - 1,6 1,636
" 857 9 4,00 2,5 - 1,8 1,393
1 858 9 4,06 2.4 =1,5 1,509
. L 859 9 3,87 > R 1,636
; & 860 ? 4ids 2T = 16 1,636
i " 861 P 4,06 2.0 = L4 1,875
- 21.10.82 2154 o 3,75 30 - 155 1,660
ki 2155 0’ 3,75 2,6 - 1,5 1,725
i 2157 ? 3525 2,1 - 1,3 1555
o 2158 ? 3525 251 2 1.3 1,555
" 2159 9 L 2,1 - 1,4 1,458
1.11.82 2191 g 3,75 2,4 - 1,4 1,666
| " 2192 ? 4,00 2,5 - 1,5 1,700
" 2194 d 3,81 2.5 = 135 1,700
" 2195 d’ 3,25 2,4 - 1,5 1,600
" 2196 0’ 3,81 2,7 = 1,5 1,800
N 2197 0’ 3,12 2,1 = 1,3 15555
27.1.83 2234 0’ 4,87 3,1 - 1,8 1,693
" 2235 0’ 3,87 2,7 - 1,4 1,875
" 2236 g 4,37 3,0 - 1,8 1,666
" 2237 0’ 3,93 2,4 - 1,5 1,600
" 2239 9 4,06 2,5 = 1,5 1,720
" 2240 9 4,18 2,7 -1,6 1,636
i 2241 g 3,75 2,4 - 1,5 1,600
! 2242 9 3,62 2,4 - 1,5 1,640
28.2.83 2310 9 3,62 28 = 1,45 1,500
. 2311 ? 3,43 2,2 - 1,4 1,562
" 2312 Q 3,43 2,2 - 1,4 1,562
" 2313 g 3,37 2,3 = 1,5 1,560
" 2314 ? 3,4 2,4 = 1,5 1,600
i 2315 d 3,79 2,5 - 1,6 1,545
" 2316 (f L b 2,5 = 1,5 1,700
28.3.83 2339 9 4,37 2,7 = 1,8 1,500
2 2340 9 3,02 2,4 = 1,4 1,060
el 2341 ? 3,43 2,3 - 1,5 1,560
L. 2342 9 2 3,4 Dol w ]l 14,331
" 2343 9 3,56 2,2 = 1,4 1,599
" 2345 0’ 4,00 Tl v 7 1,465
14.5.83 2467 Q 3,02 2,2 = 1,4 1,583
" 2468 9 2,91 1,9 - 1,2 1,947
" 2469 9 3,47 2,2 = 2 1,785
i 2470 9Q APy ] B iR 1,500
ol 2471 e 3,37 dodia 129 1,660
" 2472 (3‘ 3,31 2,4 - 1,5 1,600
" 2673 0’ 1,02 3,0 - 1,2 1,619
11.6.83 2497 Q 3,43 2,4 - 1,6 1,428
! 2698 ? 4557 D e IS 1,500
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Data

11.11.82

17.3.83

25.4.83

Andlise biométrica dos adultos machos e fémeas de Aedes detritus

de Rio Maior.

Exemplar n®.

2198
2199
2200
2202
2254
2255
2256
2257
2258
2259
2260
2261
2262
2301
2302
2303
2305
2306
2307
2308
2309
2384
2385
2387
2388
2390
2392
2393
2394
2395
2396
2397
2398
2399
2400
2401
2644
2245
2246
2447
2453
2454
2455
2456
2458
2460

Sexo

QUADRC ANEXO 21

Compr.da asa (mm)

5,00
5,00
4,68
4,87
5,12
4,87
4,87
4,87
5,25
5,00
4,87
4,75
4,87
4,50
4,68
4,18
4,25
4,31
4,87
4,81
4,08
4,68
4,68
5,06
4,75
4,68
4,56
4,50
4,50
4,68
4,37
4,37
4,12
4,00
3,43
3,81
5,00
4,81
4,12
4,08
4,50
Ga,14
4,37
4,12
4,50
4,08

Compr.da tromba

compr.fémur anterior

3,3
755
3,4
3,3
3,3
3,3
3,1
5.3
3l
3,1
3578
3,3
B
3
3,0
3,0
3,0

3,3
33
373
3,4
3,3
3,4
3,2
3,3

3,2

3,0
3,1

3,0
2,8
2,7

3,0 -

2.9

= ]
= fe4
= 9.0
- 1,8
- 2,0
-2,0

- 1,8
- g
= 54
< 1,8
- 1,9
- 1,9
- d0
= 59
= i
= 5,8
- 1,8
- 1,9
- 2,1
= 2
- 9
= 25
< 251
< 2
- 1,8
- 1,9
= 2
- 1,9
= 78
= {i:8
1,6
- 1,6

Quociente (mm)

1,571
1,692
1,691
1,746
1,641
1,617
1,666
1,692
1,606
1,693
1,692
1,692
1,615
1,640
1,666
1,666
1,593
1,57
1,718
1,571
1,642

+1,571

1,916
1,661
1,571

1,001

1,538
1,666
1,818
1,745
1,060
1,800

1,969
1,509
1,660
1,017
1,571
1,500
1,617
1,606
1,893
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1.5.83
11.6.83

.83

2461
2487
2488
2489
2490
2491
2492
2493
2494
2495
2496
2589
2590

29
4,476
0,188
0,441

7
9
|
?
9
¥
/
d
¢
¢
s
7

o'

=

30
4,474
0,202
0,457

3,75
3,75
3,50
3,62
4,18
4,25
4,006
4,06
3,75
3,75

4,25

5,00

3,1
2,7
2,5
2.5
2,9
2,9
1,0
1,0
2,5
2,8
3,2
3.
1,6

1,8
1,6
16
1,6
1,9
;8

1,8

1,618
0,006
= 0,0822

i

1,750
1,672
1,527
1,420
1,507
1,400
1,666
1,666
1,555
1,727
1,800
15723
1,714

27
1,689
0,006
0,084
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QUADRO ANEXO 22

Nimero de sensilla coeloconica dos 11 e III segmentos dos palpos

maxilares das fémeas de Aedes detritus de Rio Maior, com indicacao

do nimero de observacoes (N), media (X), varidncia (v) e desvio pa-

drao (s).
11 segm. palpal ITT segm. palpal
N =92 N =171
X = 42,565 X = 100,918
v = 19,851 v = 158,893
s = 4,4880 s = 12,642
QUADRO ANEXO 23
Nimero de sensilla coeloconica dos 11 e 111 segmentos dos palpos

maxilares das fémeas de Aedes detritus de Milfontes, com indicacao

do numero de observacoes (N), media (X), variancia (v) e desvio pa-

drao (s).
IT segm. palpal 111 segm. palpal
N =92 N =171
= 48,593 X = 69,144
v = 42,465 v = 272,423
s = 1,005 s = 16,553

251




—
|

'R S| D A D [: DA M AD —l 7 ,r\ 1
11GUs DE DOCUMENTACAQ

QUADRO ANEXO 24

Nimero de macrosetas dos 1, 11 e 111 segmentos dos palpos maxilares

das fémeas de Aedes detritus de Rio Maior, com indicacao do numero

de observacoes (N), média (i), varidncia (v) e desvio padrao (s).

< =l =

n

segm.palpal 11 segm.palpal 11T segm.palpal
= 82 N = 86 N = 85

= 3,000 X = 3,720 X = 3,211

= 0,0487 v = 0,786 v = 0,378

= 0,222 s = 1,940 s = 0,619

QUADRO ANEXO 25

Nimero de macrosetas dos I, II e III segmentos dos palpos maxilares

das fémeas de Aedes detritus de Milfontes, com indicagao do numero

de observagoes (N), média (X), varidncia (v) e desvio padrao (s).

N

><|

segm, palpal 11 segm.palpal 111 segm.palpal
= 92 N = 94 N =295
= 2,858 X = 3,893 X = 2,421
= 00,2952 v = 1,073 v = 0,6858
= 0,5463 s = 1,041 s = 0,8325
l
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