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RESUMO

DE LIMA, Vinicio Rodrigues. O uso da morfometria geométrica alar para
analise de simetria bilateral em mosquitos Culex subgénero Culex. 31p. Trabalho
de Conclusédo de Curso (Especializacdo em Vigilancia e Controle de Vetores e
Hospedeiros Intermediarios) — Centro de Formacdo de Recursos Humanos para o
SUS/SP; SUCEN, Sao Paulo, 2021.

Os mosquitos da ordem Diptera e familia Culicidae, configuram um grupo expressivo
dentre os insetos. O género Culex é composto por 768 espécies divididas em 26
subgéneros. A estratificacdo vertical das espécies do género Culex varia de acordo
com as tendéncias alimentares e sua oferta, entretanto, as fémeas necessitam de
aporte sanguineo para a maturacdo dos ovos. Essa hematofagia faz com que os
culicideos sejam importantes vetores de arboviroses e outras doencas transmitidas
pela picada destes insetos. Estudos demonstram que o género Culex € de extrema
importancia epidemioldgica, sendo necessaria a identificacdo correta dos insetos em
regibes endémicas como uma ferramenta vital de vigilancia. A Morfometria
Geométrica Alar (WGM) entra como um refor¢o, ou mesmo como alternativa, uma vez
que tem obtido éxito em identificar corretamente espécies de mosquitos, provando ser
uma técnica tdo eficiente quanto a taxonomia classica e a biologia molecular. A
Simetria Bilateral usando WGM nos fornece a Assimetria Flutuante como um
importante dado derivado, que pode ser definida por pequenos desvios de uma
simetria bilateral perfeita para uma determinada caracteristica morfolégica. Neste
estudo foram utilizadas asas de mosquitos culicideos do género Culex, subgénero
Culex previamente armazenadas de coletas realizadas na Fundacdo Parque
Zoolégico de Sao Paulo, Parques Municipais de Sdo Paulo no Brasil e Patagbnia,
Argentina, entre os anos de 2015 a 2020. Apés a identificacdo taxonémica, ambas as
asas foram coletadas e posteriormente fixadas em lamina e laminula com Balsamo do
Canada. Imagens foram capturadas através de lupa estereoscépica Leica com
camera acoplada. Nos resultados observamos que Culex habilitator e Culex coronator
apresentaram maior simetria entre as duas asas, enquanto as asas de Culex
acharistus e Culex habilitator apresentaram assimetrias mais acentuadas. A arvore
fenética agrupou os pares de asas como o0 esperado, com excessdo das asas de
Culex habilitator coletadas no ano de 2015. Comparativamente, os Culex habilitator
coletados em 2020 apresentaram mais simetria alar do que os coletados em 2015, e
valores de reclassificacdo superiores. Esses resultados indicam que a técnica de
WGM aplicada a simetria bilateral se mostra uma ferramenta versatil, permitindo a
realizacdo de diferentes testes estatisticos e morfolégicos baseado nos mesmos 18
pontos ja utilizados para identificacdo de mosquitos, porém evidenciando de forma
mais sensivel a influéncia sofrida por cada populagdo amostrada pelo seu ambiente.
Tendo as amostras de Culex bidens e Culex coronator como referéncias de Assimetria
Flutuante mais proximas do ideal, observamos nas amostragens de Culex acharistus
variacfes importantes, porem esperadas, por se tratar de uma populacao coletada em
ambiente menos favoravel para o desenvolvimento do mosquito. Também
observamos variagGes importantes dentro das amostragens de Culex habilitator, que
podem ter sido causadas por erro de identificagdo taxondmica ou acéo de herbicida,
porém essas duas possibilidades precisam ser melhor investigadas.

Palavras-chave: Culicidae; entomologia; biometria; asas de animais.
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1. INTRODUCAO

Os mosquitos da ordem Diptera e familia Culicidae, configuram um grupo
expressivo dentre os insetos com mais de 3.500 espécies descritas (HARBACH, 2018;
ORLANDIN et al., 2017). O género Culex é composto por 768 espécies divididas em
26 subgéneros (HARBACH, 2011).

Os culicideos formam um grupo extremamente grande e cosmopolita,
presentes em toda a cobertura tropical e temperada do planeta, ocorrendo também
além do Circulo Artico, em regides mais frias (como ilustrado na figura 1), entretanto,
seu desenvolvimento e diversidade sédo proeminentes em regides de floresta tropical
(HARBACH, 2007).

B Floresta Tropical ] savana Deserto B Chaparral 1 Floresta Temperada
7] Floresta Boreal B Tundra Bl Montanhas [ Circulo Polar [T Ppastagens

#&_ Ocorréncia de mosquitos

Figura 1. Oito principais biomas terrestres, bem como montanhas e paisagens.
(BEAR et. al., 2016 - Adaptado)

A estratificacdo vertical de mosquitos do género Culex depende muito das
tendéncias alimentares de cada espécie e sua disponibilidade. Machos e fémeas de
algumas espécies se alimentam de fontes liquidas vegetais como seivas, néctar e
frutas. Entretanto, na maior parte das espécies, as fémeas necessitam de aporte
sanguineo proveniente de vertebrados de sangue quente em sua maioria, e/ou outros
animais de sangue frio como cobras, anfibios e até mesmo vermes e sanguessugas,

para completar a maturacdo de seus ovos (HARBACH, 2007). Essa hematofagia
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acaba transformando os culicideos em importantes vetores de arboviroses e outras
doencas transmitidas pela picada destes insetos (HARBACH, 2018; WHO, 2017).

Algumas espécies do género Culex sdo vetores responsaveis pela transmissao
de doencas de importancia médica como a filariose linfatica, o virus da encefalite de
Saint Louis e da encefalite equina (KASAI et al., 2008), além disso a espécie Culex
quinquefasciatus merece destaque, por ser um vetor competente para transmissao do
virus do Nilo Ocidental, virus Mayaro e virus Oropouche (SERRA et al., 2016). Guedes
e colaboradores (2016) mostraram em seu estudo a capacidade vetorial de C.
quinquefasciatus para disseminacéo do virus Zika (ZIKAV), em areas urbanas com
alta incidéncia de microcefalia em Recife, Brasil. Além do Culex. quinquefasciatus
outras espécies também ja foram relatadas com esta infeccdo na glandula salivar
como Culex. restuans, Culex. Tarsalis e Culex. coronator (VIVEIROS-ROSA et al.,
2020).

Estudos demonstram que o género Culex é de grande importancia
epidemioldgica, sendo necessaria a identificacdo correta dos insetos em regides
endémicas, uma vez que para o controle de determinada espécie, é preciso entender
a biologia e ecologia do animal, e para isso ser feito da forma mais eficiente, a
identificac&o precisa é a ferramenta mais valiosa da vigilancia (SIMOES et. al., 2020).

A forma mais comum de identificacdo desses insetos é feita com base nos seus
caracteres morfoldégicos de exemplares adultos, junto de chaves taxonémicas.
Entretanto a sistematica € complexa e limitada a poucas diferencas anatdomicas
evidentes no subgénero Culex, que em algumas espécies, a diferenciacdo dos
individuos adultos se restringe a identificacdo do 6rgdo sexual masculino. Estes
conjuntos de caracteristicas estas podem se perder durante todo o manuseio do
animal até chegar as maos de um taxonomista qualificado para realizar essa
identificacdo da forma mais precisa (SIMOES et al., 2020).

Menos utilizada do que a taxonomia classica, a biologia molecular simplifica
essas analises, uma vez que é necessario apenas um fragmento do animal para que
seu DNA seja extraido, amplificado e analisado. Nao apenas isso, mas por nao
depender de estruturas morfoldégicas em perfeitas condi¢cdes, a biologia molecular
entra como uma ferramenta importante na diferenciagdo de espécies cripticas
(SIMOES et. al., 2020).



Ambas as técnicas possuem vantagens e desvantagens. A taxonomia sendo
um procedimento relativamente pouco custoso, mas de dificil acesso pelo nimero
limitado de profissionais, e a biologia molecular sendo um procedimento custoso, 0
uso conjunto das duas técnicas quando necessario ¢ ideal (SIMOES et. al., 2020)

A Morfometria Geométrica Alar (WGM, sigla em inglés para Wing Geometric
Morphometrics) entra como um refor¢o, ou mesmo como alternativa, uma vez que tem
obtido éxito em identificar corretamente espécies de mosquitos, provando ser uma
técnica tao eficiente quanto a taxonomia classica e a biologia molecular (WILKE et.
al., 2019; SIMOES et. al., 2020). Por fazer uso de poder computacional barato e
aplicacbes de digitalizacdo de imagem simples, esta técnica se mostra uma
ferramenta versatil, pois € uma técnica amigavel para usuarios menos experientes,
dispensa o uso de estruturas complexas e tem baixo custo de execucéo, necessitando
apenas de uma asa para a sua realizacdo (LORENZ et. al., 2017).

Além da identificacdo de mosquitos, o WGM tem se mostrado nos ultimos anos
uma ferramenta importante para distinguir diferentes populacdes de uma mesma
espécie e processos micro evolutivos pela caracteristica hereditaria das venacdes
alares nos mosquitos, variacdes inter e intraespecificas, dimorfismo sexual e presenca
de parasitas (MULTINI et. al., 2019).

A Simetria Bilateral medida usando WGM nos fornece um dado derivado muito
importante, a Assimetria Flutuante (FA, sigla em inglés para Fluctuating Asymmetry),
gue pode ser definida como pequenos desvios de uma simetria bilateral perfeita para
uma determinada caracteristica morfolégica. Além de altos niveis de homozigose na
populacdo, estresses ambientais como temperaturas extremas, disponibilidade de
alimentos, competicdo e poluicdo quimica na fase larval j& demonstrou causar niveis
mais elevados de Assimetria Flutuante das asas na fase adulta dos mosquitos (MPHO
et. al., 2001; MPHO et. al., 2002; ALVES et. al., 2020).

Nas ultimas décadas o uso de morfometria geométrica tem se expandido dentro
das ciéncias da ecologia e da evolucdo, e ao mesmo tempo a linguagem estatistica
da plataforma R de programacéo também tem se popularizado e se tornado padrao
de qualidade dentro das analises realizadas pelas mais variadas ciéncias bioldgicas.

Pacotes como Geomorph podem realizar todas as analises ja feitas por outros



programas dedicados, porém com maior versatilidade e liberdade de manipulacao
pelo usuario (ADAMS & OTAROLA-CASTILLO, 2013).

Outra inovacdo que tem crescido dentro do campo da WGM é o uso de
inteligéncia artificial, através de redes neurais artificiais (ANN - Artificial Neural
Network), que sdo modelos computacionais capazes de realizar o aprendizado de
maquina bem como o reconhecimento de padrbes, mirando justamente em refinar as
analises estatisticas e a classificacdo dos animais baseando-se nas suas
caracteristicas morfométricas, fazendo com que o uso da taxonomia do animal ndo se
restrinja apenas a taxonomistas, e essas informagdes sejam utilizadas de forma
precisa por outros profissionais (LORENZ et. al., 2015).

A técnica de Morfometria Geométrica Alar (WGM) representa uma nova
abordagem para estudar a variacdo morfolégica e tem sido utilizada com sucesso na
identificacdo de insetos de interesse em saude publica. A WGM funciona como
complemento as técnicas ja utilizadas, com a vantagem de depender apenas das asas
do inseto, estruturas mais simples, que costumam se preservar nas coletas (CALLE
et. al., 2002; WILKE et. al.,, 2016), além disso, a técnica é pouco dispendiosa
financeiramente, necessitando apenas de uma lupa estereoscOpica, uma camera
digital e um computador. Estas mesmas técnicas podem ser aplicadas sem nenhum
custo adicional para as analises de simetria bilateral, que fornece ainda informacdes
valiosas sobre o histérico de vida da populacdo e desenvolvimento no ambiente
(ALVES et. al., 2020).

A importancia epidemiolégica de Culicidae é conhecida e descrita em diversos
estudos. Espécies que formam um complexo, mesmo sendo similares
morfologicamente, podem desempenhar papeis diferentes na transmissdo de
patégenos, fazendo com que a identificagéo correta se faga crucial para estabelecer
os padrdes da doenca. A identificacdo tradicional, por caracteres morfoldégicos da
espécie, pode ser comprometida de acordo com a integridade do espécime a ser
identificado. Sendo assim o emprego da morfometria alar pode auxiliar no
esclarecimento dessas lacunas como é o caso do subgénero Culex, que apesar de
apresentar precisdo de 82% a 100% na identificacdo da maior parte das espécies

analisadas no trabalho norteador deste projeto (SIMOES et. al., 2020), algumas
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espécies pertencentes a esses subgéneros e sobrepdem nas analises, gerando
precisdes de até 50% na identificagdo.

Estudos recentes demonstram que a simetria bilateral alar em C.
quinquefasciatus pode ser alterada de acordo com interferéncias ambientais
provenientes de stress fisico, como mudancgas climaticas e exposicdo a altas
temperaturas, como também pelo uso de inseticidas, o0 mais comum, a ivermectina e
outros organofosfarados, principalmente na fase larval do inseto (ALVES et. al., 2020),
mas mantendo a disposicado das venacgdes alares. De acordo com o estudo realizado
por Alves e colaboradores (2020), populacdes que sofrem de maior stress ambiental
e genético apresentam maior Assimetria Flutuante (FA) apontando para uma flutuacéo
natural nessa assimetria, se mostrando uma ferramenta promissora de bioindicador
de estresses ambientais especificos, sendo mais competente para apontar stress
guimico, como inseticidas (MPHO et. al., 2001).

As espécies do género Culex, apesar de semelhantes, possuem biologia
particular, e interpretar como determinada populacao interage com o ambiente onde
estd inserida, avaliar o estresse que sofre durante seu desenvolvimento e mapear ao
longo do tempo utilizando combinadas duas técnicas relativamente simples e baratas,
comprovadas por diversos autores, se mostra como um caminho promissor (MPHO
et. al, 2002), uma vez que a analise da variacdo do formato da asa também mostrou
ser capaz de detectar variacdes no fenétipo de populacdes pressionadas pelo avanco
descontrolado da urbanizacdo em areas de oviposicdo de Anopheles cruzii,
demonstrado pela variagcdo do formato da asa, e ndo apenas do seu tamanho, um
traco sabidamente determinado pela genética do animal (MULTINI et. al., 2019).

Este projeto se propde a entender a andlise, anteriormente realizada com
apenas uma asa, para um estudo da eficacia da implementagcédo da simetria bilateral
alar e Assimetria Flutuante na avaliacdo do desenvolvimento populacional de
mosquitos Culex (Cux.), e propor ferramentas de programacao (ADAMS & OTAROLA-

CASTILLO, 2013), mais flexiveis e moldaveis, para a realizagéo dos testes.
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2. OBJETIVO

Esse trabalho tem como objetivo verificar a eficiéncia da morfometria
geométrica alar para a analise da simetria bilateral nas diferentes espécies de

mosquitos Culex subgénero Culex.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICO

- Identificar o agrupamento gerado a partir da técnica de morfometria alar das espécies
de mosquitos do género Culex subgénero Culex obtidas com esta técnica, aplicados

a simetria bilateral por sobreposi¢cao no método Procrustes.

3. MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foram utilizadas asas de mosquitos culicideos do género Culex,
subgénero Culex (Tabela 1) previamente armazenadas de coletas realizadas na
Fundacao Parque Zoolégico de Sao Paulo (FPZSP) e Patagbnia, Argentina (Figura
2), entre os anos de 2015 a 2020.

South America
[ Brazil
[ Chubut - Patagénia
[] State of Séo Paulo
] Municipality of Sdo Paulo
# Sdo Paulo Zoo
* Municipal Parks

,,' D # Esquel
¥ 0 1000 2000 3000 km

Scale: 1:37.000.000
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Figura 2: Enquadramento geogréfico dos locais de coleta de amostras.

Tabela 1. Informacfes sobre as espécies de mosquitos e ano de coleta

Espécies N° Local de Ano de coleta
coleta
Culex (Cux.) acharistus 26 Patagonia 2016/2017
Culex (Cux.) bidens 27 FPZSP 2015
Culex (Cux.) coronator 43 FPZSP 2015
Culex (Cux.) habilitator 32 FPZSP 2015
Culex (Cux.) habilitator 26 FPZSP 2020

As coletas foram realizadas com a utilizagdo de armadilhas luminosas CDC
Miniatura com isca de COg, instaladas a dois metros do chdo, nos galhos das arvores,
no decorrer do crepusculo vespertino, sendo retiradas na manha do dia seguinte,
funcionando pelo periodo de 12 horas, nos locais descritos na Tabela 2 e indicados

na Figura 3.

Tabela 2. Localizacéo das coletas na FPZSP

Local Observacdes Coordenadas
1- Flamingos Em frente ao recinto do serval 23°64'86.7"S 46°62'13.2"W
2- Ponte do Lago Arvore ao lado da lanchonete 23°65'22.4"S 46°61'77.6"W
3- Lago 70 A direita do porto principal da bilheteria 23°65'11.2"S 46°61'99.6"W
4- Recinto 113 Recinto Harpia Cachoeira - Rapinantes 23°64'95.3"S  46°61'77.4"W
5- Corredor 61 Atras dos Grows e Flamingos 23°65'04.1"S 46°61'74.9"W
6- Recinto 69 Area de piquenique - Lago 69 23°65'31.2"S 46°61'65.7"W

7- Bosque das _

Aves Recinto Tucano 23°64'83.4"S 46°37'13.4"W
8- Extra Arvore na rua proxima a placa do Espaco D. Pedro 23°64'67.2"S 46°62'06.7"W

13
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Figura 3: Distribuicdo dos pontos de coleta dentro da Fundacdo Parque Zooldgico

de Sao Paulo.

Os espécimes coletados foram congelados em gelo seco, triados e
transportados ao laboratério em nitrogénio liquido. No laboratério foram
acondicionados em recipientes plasticos, mantidos em freezer -20°C até a
identificacdo em mesa fria, por meio de lupa estereoscopica. Para todas as
identificac6es foram utilizadas chaves e descri¢cdes taxondmicas (FORATTINI, 1965;
2002).

Apoés a identificagdo, ambas as asas foram destacadas com auxilio de pinga de
ponta fina e acondicionadas em micro tubos, imersas em ETOH 70%, rotuladas e
armazenadas. Sua posterior fixacao foi feita com o posicionamento isolado de cada
asa em lamina e laminula para microscopia, fixada com Balsamo do Canada. Imagens
foram capturadas através de céamera fotografica digital da marca Leica, modelo
DFC320, acoplada em lupa estereoscépica marca Leica, modelo S6, no aumento de
40x. Para a marcacao dos 18 pontos anatémicos foi utilizado o programa “tpsDig 1.4”
(Figura 4) (SIMOES et. al., 2020).
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Figura 4. Foto da asa direita digitalizada de Culex coronator, mostrando os 18 pontos
de encontro das nervuras marcados em vermelho e numeradas, utilizados na andalise

da morfometria geométrica alar.

3.1 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto realizado de acordo com os Principios Eticos em Pesquisa
Animal. O projeto ao qual este complementa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de S&o Paulo (CPE-IMT /
193 e CPE-IMT / 371A) e pelo Ministério do Meio Ambiente (SISBIO 34605-4).

3.2 ANALISES ESTATISTICAS, WGM E FA

A alometria (influéncia do tamanho na forma) foi calculada através de regresséo
multivariada das coordenadas de Procrustes contra o tamanho do centroide usando
um teste de permutacdo com 10000 randomiza¢des (WILKE et al., 2016). Andlise
discriminante foi realizada para explorar o grau de similaridade da forma das asas
direitas e esquerdas dos individuos de cada espécie no morfoespaco produzido pela
analise de variaveis candnicas (CVA). A analise foi feita pelo programa MorphoJ,

utilizando as duas asas dos 137 (centro e trinta e sete) individuos presentes nesse
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estudo. As distancias de Mahalanobis foram calculadas por meio da CVA. Cada
individuo foi entdo reclassificado usando o teste de reclassificacdo cruzada e
agrupado utilizando a distancia de Mahalanobis (LORENZ & SUESDEK, 2020; VIDAL
& SUESDEK, 2011). Uma arvore Neighbor Joining foi construida com 1.000 copias de
bootstrap baseadas na distancia Mahalanobis para ilustrar os padrdes de Assimetria
Flutuante das populacdes.

4. RESULTADOS

Os resultados para CVA de todas as espécies de Culex amostradas se
distanciam de forma bastante evidente das amostras de C. acharistus, enquanto a
variagcdo alar dos espécimes de C. habilitator de 2015 e de 2020, C. coronator e C.
bidens apresentou sobreposicdo de forma generalizada. Como mostra a Figura 5,
podemos ver uma intersec¢cdo no morfo espaco entre todas as espécies de Culex
coletadas na FPZSP.
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Culex acharistus

Culex coronator
4 Culex habilitator
Culex habilitator 2020

Canonical variate 2

© 4 2 0 2 4
Canonical variate 1
Figura 5. Morfoespaco produzido pelas duas primeiras variantes candninas para 0s
espécimes de Culex, baseado nos 18 pontos morfométricos.

A comparacao morfologica das asas direitas e esquerdas de cada uma das
espécies aponta o grau de simetria entre as asas dos individuos. As espécies C.
bidens e C. coronator apresentaram maior simetria entre as asas com sobreposi¢cao
evidente entre as asas, enquanto os espécimes analisados de C. acharistus e C.
habilitator demonstraram assimetria bilateral clara, sem nenhum ponto de
sobreposicao entre asas direitas e esquerdas. Podemos ver ainda na Figura 6, que a
Assimetria apresentada por C. habilitator é superior a apresentada por C. acharistus

neste estudo.
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Figura 6. Diagrama de forma alar da primeira variante candnica para comparagao par-

a-par das asas direitas e esquerdas das espécies amostradas de Culex baseadas nos
18 pontos morfométricos. Eixo-X: primeira variante candnica; Eixo-Y: frequéncia. ; “E”

para asas esquerdas; “D” para asas direitas..

A arvore UPGMA (Figura 7) mostra o agrupamento de asas por proximidade
morfolégica, direitas e esquerdas dentro do mesmo grupo. Os pares de Culex
acharistus se colocou separado das outras espécies. Os pares de asas de C. bidens,
C. habilitator e C. habilitator (coleta de 2020) formaram grupos da mesma forma, com
excecdo das asas de C. habilitator coletados no ano de 2015, onde as asas direitas
foram identificadas como morfologicamente mais proximas das asas de C. coronator

do que das asas esquerdas da propria espécie.
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Culex bidens - asa direfta

Gulex bidens - asa esquerda

Culex coronator - asa direita

Culex coronafor - asa esquerda

Culex habilitator - asa esquerda

Culex habilitator - asa direita

Culex habilitator - asa direita
{2020)

Culex habilitator - asa esquerda
{2020)

Culex acharistus - asa esquerda

Culex achatistus - asa direita

Figura 7. Dendrograma (UPGMA) para as asas direitas e esquerdas para as espécies

de Culex baseadas nas distancias de Mahalanobis com 1000 boostraps.
Os valores de reclassificacao (tabela 3) nas amostras nao se diferenciaram de

forma expressiva, porém nas amostras de C. habilitator (coleta de 2015) os valores se

mostraram distintivamente maiores que nas outras espécies analisadas,
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reclassificando 63% das asas direitas corretamente e 31% das asas esquerdas
corretamente.

Tabela 3. Reclassificacdo das asas direitas sobre as esquerdas, e esquerdas sobre
as direitas nas espécies de Culex coletadas em 2015.; “E” para asas esquerdas; “D”

para asas direitas.

L Valor de
Reclassificacao L
Reclassificacéo (%)

Culex (Cux.). DvsE 52
acharistus EvsD 52
Culex (Cux.). DvsE 39
bidens EvsD 44
Culex (Cux.). DvsE 46
coronator EvsD 50
Culex (Cux.). DvsE 63
habilitator EvsD 31

Comparando as asas direitas e esquerdas por CVA das duas coletas de C.
habilitator, fica evidenciado que ndo ha sobreposicdo alguma das asas direitas e
esquerdas nas amostras de 2015, o que acontece em algum grau com as amostras
de 2020. A Figura 8 também mostra um espalhamento maior no morfoespaco das
asas esquerdas do ano de 2020, que também € o Unico agrupamento com intersec¢ao

com as asas esquerdas de 2015.
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Culex habilitator - D

Culex habilitator - E - 2020

Canonical variate 2

-6 JII -2 ;] 2 I4 6
Figura 8. Morfoespaco produzido pelas duas primeiras variantes canéninas para as
asas direitas e esquerdas de C. habilitator coletados nos anos de 2015 e 2020.

A comparacao morfologica entre as asas direitas e esquerdas nos espécimes
de Culex habilitator coletados em 2020, apesar de ndo apresentarem sobreposi¢ao
de forma como as outras espécies coletadas no Parque Zoolégico em 2015,
apresentam menor assimetria quando comparadas com os espécimes de 2015 (figura

6). Assim como na Figura 8, as asas esquerdas também mostram uma variedade
ligeiramente maior na figura 9.
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Frequency

Canonical variate 1

Figura 9. Diagrama de forma alar da primeira variante candnica para comparacao par-
a-par das asas direitas e esquerdas de C. habilitator coletados em 2020, baseadas

nos 18 pontos morfométricos. Eixo-X: primeira variante canénica; Eixo-Y: frequéncia.

; “E” para asas esquerdas; “D” para asas direitas.

Quando comparado com os valores de 2015, as amostras de C. habilitator de
2020 apresentam um valor de reclassificagdo maior, proximo dos valores de C.

acharistus, de 53% de correta reclassificacdo para asas direitas, como para asas

esquerdas (Tabela 4).
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Tabela 4. Reclassificacdo das asas direitas sobre as esquerdas, e esquerdas sobre

as direitas das duas amostragens de Culex habilitator utilizadas neste trabalho.

Valor de

Reclassificacdo Reclassificacao

(%)

Culex (Cux.). DvsE 63
habilitator 2015 EvsD 31
Culex (Cux.). DvsE 53
habilitator 2020 EvsD 53

Comparando o numero de C. habilitator coletados nos anos de 2015 e 2020,
os graficos das Figuras 10(A) e 10(B) mostram concentracfes maiores no Lago dos
Flamingos e Corredor 61 na coleta de 2015, enquanto a coleta realizada no ano de
2020 apresentou dispersao mais homogénea entre os pontos de coleta, e espécimes

coletados em um nimero maior de pontos de coleta.

Numero de mosquitos coletados por ponto

2015-2020
A B
10% o 15%
37% Lr o
532%
12%
253%
e 15%
Flamingos Ponte do Lago Lago 70
Recinto 113 Corredor 61 Bosque das Aves

Extra

Figura 10. Percentual de individuos coletados por recinto na FPZSP nos anos de

2015 (A) e de 2020 (B).
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5. DISCUSSAO

A técnica de WGM aplicada a simetria bilateral se mostra uma ferramenta muito
versatil, permitindo a realizacdo de diferentes testes estatisticos e morfologicos
baseado nos mesmos 18 pontos ja utilizados para identificacdo de mosquitos, porém
evidenciando de forma mais sensivel a influéncia sofrida por cada populacdo
amostrada pelo seu ambiente.

Tendo as amostras de C. bidens e C. coronator como as referéncias de AF
mais préxima do ideal neste trabalho, podemos observar variagdes importantes nas
outras amostragens. C. acharistus, por se tratar de uma populacdo coletada na
Patagbnia, regido de habitat extremo para a maior parte dos insetos, e
comprovadamente hostil para Culex sp. (KIBUTHU et. al., 2016), também sendo a
espécie morfogenicamente mais afastada das demais (SIMOES et.al., 2020), se
mostrou discrepante de todos os outros grupos na CVA (figura 5), como também
assimetria acentuada, sem nenhum ponto de sobreposicdo de forma entre as asas
direita e esquerda (figura 6). Porém, as asas foram reclassificadas com 52% de
precisdo quando comparados os grupos Asas Esquerdas e Asas direitas (tabela 3), e
distribuidos corretamente na arvore fenética (figura 7).

Foram anteriormente apresentados, trabalhos que evidenciam o estresse
ambiental relacionado a condi¢Bes climaticas na fase larval de Culex sp. refletindo
sobre dados de AF das asas. Estresse este demonstrado por Grech e colaboradores
(2019), que pode corroborar os dados de assimetria em C. acharistus apresentados
neste trabalho.

Os dados referentes as populacfes amostradas de C. bidens e C. coronator se
apresentaram dentro de condi¢cbes esperadas para espécimes presentes em trecho
preservado de Mata Atlantica, ambiente favoravel para o seu desenvolvimento.
Observando a arvore fenética (figura 7), as populacdes amostradas de C. coronator
se relacionam com mais proximidade de C. habilitator (neste caso independente do
ano amostrado de C. habilitator), e C. bidens externo ao grupo formado pelas outras
duas espécies, da mesma forma que apresentado por SIMOES e colaboradores
(2020).
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Para os espécimes de C. coronator e C. bidens, os valores de reclassificacao
apresentados na Tabela 3, ndo apresentam valores expressivos. Para C. bidens,
obtivemos 39% de reclassificacdo correta das asas direitas e 44% das asas
esquerdas, enquanto para C. coronator, 0s nimeros sao ligeiramente superiores, 46%
e 50% para asas direitas e esquerdas, respectivamente.

Para as amostras de C. habilitator coletadas nos anos de 2015 e 2020, os
dados apresentados no morfoespaco representado na Figura 5, mostram
sobreposicdo com todas as populacdes amostradas dentro do Parque Zooldogico,
sendo a amostragem de 2020 morfologicamente mais diversa.

Quando comparamos a Assimetria mostradas nas Figuras 6 e 9, observamos
uma alteracéo visivelmente importante nas informacdes, pois enquanto a populacéo
amostrada em 2015 apresenta valores de assimetria superiores aos apresentados por
C. acharistus, espécie evidentemente pressionada pelo seu ambiente. A mesma
espécie amostrada em 2020, mesmo ndo apresentando Assimetria Flutuante mais
préxima do esperado para a populacéo presente em fragmento de Mata Atlantica, ndo
apresentando sobreposicdo morfologica, ja apresenta um dado mais préximo das
outras espécies coletadas no mesmo local, e assimetria inferior a evidenciada em C.
acharistus.

Podemos ver na Figura 8 a dispersdao das asas direitas e esquerdas de C.
habilitator separadamente no morfoespaco. A imagem nos mostra sobreposicao de
pontos referentes a asas de mesmo lado nos dois anos, de asa direita com esquerda
nas amostras de 2020, porém o mesmo nao ocorre com as asas amostradas em 2015.
A disperséo dos pontos na amostragem de 2020 € maior, porém isso se deve a um
namero amostral superior também.

O dendrograma (Figura 7), a FA de C. habilitator de 2015 apresentou dados
que fogem do esperado. De acordo com o trabalho de 2020 de SIMOES e
colaboradores, se espera que ao representar os dados morfométricos, C. habilitator e
C. coronator sejam agrupados proximos, uma espécie da outra. Porém,
morfométricamente, as analises identificaram as asas esquerdas de C. habilitator
(coleta de 2015) mais proximas morfologicamente das asas de C. coronator do que

das asas da prépria espécie, indiferente ao ano de coleta.
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A tabela de reclassificacao (Tabela 3) evidencia uma baixa reclassificacdo das
asas esquerdas dos C. habilitator coletados no ano de 2015, apenas 31%, o valor
mais baixo de reclassificacdo observado, indo de encontro com os dados
apresentados para as asas esquerdas da mesma amostragem nas Figuras 7 e 8.
Comparativamente, a Tabela 4 j& coloca dados de reclassificacdo mais solidos para
0S mosquitos coletados em 2020, apontando 53% de reclassificagdo correta para
ambas as asas.

Foram levantadas algumas hipdteses para as disparidades envolvendo as
amostras relacionadas as amostras de C. habilitator coletadas no ano de 2015. A
primeira delas foi investigar junto aos responséaveis pela aplicacdo de quimicos.

Fomos entdo informados, muito atenciosamente por Marcelo Takashi Misato,
chefe do Setor de Gestdo Ambiental do Parque Zooldgico de Sdo Paulo, que entre 0s
anos de 2015 a 2020 “n&o houve alteragao significativa no uso de inseticidas na area
de controle de pragas, mantendo os mesmos principios ativos sempre utilizados”.
Misato ainda informou que “o Unico produto de disperséo que foi interrompido em 2015
foi o Glifosato, utilizado para controle de ervas daninhas nas areas internas e de
visitacdo”. Essa possibilidade poderia explicar, em um estudo direcionado, a
expressiva assimetria nas amostras de C. habilitator de 2015, e uma possivel
recuperacdo apresentada na amostra do ano de 2020, reforcado pela variedade de
pontos de coleta inferiores também no ano de 2015, como mostram as Figuras 10(A)
e 10(B). Porém nao explica a variacdo alar normal das outras espécies coletadas no
mesmo periodo, e 0s pontos de coleta onde os espécimes de 2015 ndo se apresentam
em relacdo aos espécimes de 2020 também sdo variados, acontecendo tanto
proximos de &reas de visitacdo, quanto em areas de maior cobertura arborea e vegetal
no geral.

A segunda possibilidade levantada € um possivel erro de identificacdo
taxondmica de individuos de C. habilitator identificados em 2015. O dendrograma
apresentado na Figura 7 levanta o principal dado para esta suspeita, uma vez que
mesmo morfologicamente proximos, 0 grupo inteiro de asas esquerdas ser
classificado mais proximo dos grupos de asas de C. coronator, pode indicar um erro
na classificacdo das asas, baseado na identificacdo de um ou mais espécimes. A

confirmacéo, no entanto, ndo é mais possivel, uma vez que as amostras nao existem
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mais na sua forma original. O que poderia ainda ser feito para elucidar esta
possibilidade, seria a identificacdo da amostra por meio de biologia molecular. Mas de

qualquer forma, a informacé&o taxonémica ja nao existe.

6. CONCLUSOES

A utilizacdo de dados de AF conjuntamente com WGM permitiu novas
exploracdes, apresentando novas oOticas referentes a amostras ja existentes, e ja
utilizadas em outros trabalhos. Isso evidencia a utilidade e praticidade de aplicar
apenas mais alguns passos nas analises estatisticas e morfométricas, e a importancia
de se preservar as duas asas dos animais coletados, e ndo apenas uma, como a
morfometria alar ja o faz.

Isso permitiu que neste trabalho fossem levantadas questdes sobre a influéncia
do ambiente no desenvolvimento dos mosquitos, possiveis interferéncias externas e
até mesmo possiveis problemas de identificacdo, como foi amplamente apresentado.
Existem ainda questbes a serem aprimoradas e testadas, como a aplicacdo de
plataformas de programag&o como R, que chegaram a ser experimentadas, mas pela
falta de tempo habil para o melhor entendimento dos parametros e linguagem do

pacote escolhido, 0 Geomorph, néo foi possivel incluir os ensaios neste trabalho.
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