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RESUMO

Flebotomineos (Diptera: Psychodidae) do género Lutzomyia Franca, e subgénero
Psathyromyia Barretto, possuem importancia em salude publica por serem vetores de varios
agentes etiologicos dentre 0s quais se destacam os arbovirus como o virus da estomatite
vesicular e por serem suspeitas de transmitir diversos protozoarios tripanossomatideos
(Kinetoplastidae, Tripanosomatidae). Foi comprovado que L. (Psathyromyia) dendrophyla
Mangabeira-Filho, &€ uma espécie suscetivel a infec¢do por Leishmania amazonensis Lainson
e L. shannoni Dyar é incriminada como um vetor do virus da estomatite vesicular. Para este
estudo foram utilizadas de forma integrada ferramentas da Morfometria Geométrica, da
Microscopia Eletronica de Varredura e Optica, além de observacdes sobre morfologia e
quetotaxia dos imaturos de trés espécies cripticas e dendréfilas do subgénero Psathyromyia.
Para o ciclo de vida das espécies L. scaffi Damasceno & Arouck e L. shannoni, foi encontrado
tempos semelhantes para o desenvolvimento da fase larval, da eclosdo do ovo a emergéncia
do adulto. Foi analisado o exocorio dos ovos das espécies, mostrando diferencas no arranjo
das ornamentacdes poligonais. Como também para os estudos de morfologia de larvas, as
principais diferencas observadas em quetotaxia foram cerdas da cabeca, cerdas do protérax,
do oitavo e nono segmentos abdominais, principalmente no tamanho das cerdas caudais como
as mais marcantes, antenas e espiraculos. As pupas também apresentaram diferencas nas
cerdas do cefalotorax; as andlises do atrio genital mostraram diferencas no tamanho da furca e
disposicao dos espinhos. A ferramenta de morfometria geométrica utilizada em fémeas de L.
scaffi, L. dendrophyla e L. shannoni, conseguiu separar estas espécies em grupos bem
definidos pela conformagdo das asas. Este estudo forneceu importantes informacoes
taxonbmicas sobre trés espécies cripticas do subgénero Psathyromyia e que possuem

importancia médica veterinaria.
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ABSTRACT

Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae) of the genus Lutzomyia Franca, and subgenus
Psathyromyia Barretto, have importance in public health because they are vectors of several
etiological agents, among we highlight the arboviruses as the vesicular stomatitis virus and
several trypanosomatid flagellates (Kinetoplastidae, Tripanosomatidae) L. (Psathyromyia)
dendrophyla Mangabeira-Filho is a susceptible species to infection Leishmania amazonensis
Lainson and L. shannoni Dyar was incriminated as vector of the vesicular stomatitis virus.
This study was divided in four chapters, where were used in wing geometric morphometrics,
scanning electron microscopy, and also details about life cycle on laboratory conditions three
cryptic and species of subgenus Psathyromyia. The life cycles of L. scaffi Damasceno &
Arouck and L. shannoni, were found similar from the egg’s emergence to the adult’s
emergency. The egg exochorion was analyzed of the species showed differences on the
polygonal ornamentation arrangement. Studies in the larval morphological characters were
done. It were observed differences between the larval chaetotaxy among the studied species
and antennae and spiracles. Pupas also presented differences on cefalothorax setae; defined
by the wings conformation and other phenotypic differentiation the genital atrium ornaments
of the furca divided these species in different groups. The wing geometric morphometrics
used in L. scaffi, L. dendrophyla and L. shannoni females. This study provided important
taxonomic information on three cryptic species of Psathyromyia subgenus and have

veterinary medical importance.
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1.  INTRODUCAO

Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) sdo insetos com grande
diversidade de espécies e devido ao habito hematofagico das fémeas, varias espécies séo
incriminadas como vetores de Varios agentes etiolégicos de importancia médico-veterinaria
entre esses agentes estdo o virus da estomatite vesicular, da bactéria Bartonella baciliformis
causadora da bartonelose e tripanossomatideos como, por exemplo, as leishmanias (SVS
2007). Devido a sua importancia sanitaria, a subfamilia Phlebotominae tem sido relativamente
bem estudada (Young & Duncan 1994; Galati 2003).

No mundo, 62 especies de fleb6tomos séo incriminadas ou suspeitas de transmitir 16
espécies de Leishmania Ross. Na Europa, Africa e Asia, sdo incriminadas 27 espécies do
género Phebotomus, e nas Ameéricas, 35 espécies do género Lutzomyia (Ready 2010, 2013).
Na Ameérica do Sul, das mais de 400 espécies pertencentes ao género Lutzomyia Franca, 1924,
importante transmissor de agentes patogénicos em vertebrados, é suspeito de conter vérias
espécies cripticas (Young e Duncan 1994; Dujardin et. al., 2005; Pinto et. al., 2010). Este
género é composto por 15 subgéneros e 11 grupos, dentre eles o subgénero Psathyromyia
Barretto, 1962, é composto por espécies com diferencas morfoldgicas bastante sutis, o que
levou Young e Duncan (1994) a colocarem L. (P.) pifanoi Ortiz, 1972 em sinonimia com
L.(P.) shannoni (Dyar, 1929). Outras duas espécies, L. (P.) abonnenci (Floch & Chassignet,
1947) e L. (P.) pestanai (Barretto & Coutinho, 1941), sdo dificilmente, diferenciadas
morfologicamente.

Deste grupo oito espécies ocorrem na Amazbnia: L. (P.) abonnenci (Flock &
Chassignet, 1947), L. (P.) campbelli (Damasceno, Causey & Arouck, 1945), L. (P.) cuzquena
(Martins, Llanos & Silva, 1975), L. (P.) dendrophyla (Mangabeira-Filho, 1942), L. (P.)
punctigeniculata (Flock & Abonnenc, 1944), L. (P.) scaffi (Damasceno & Arouck, 1956), L.
(P.) shannoni (Dyar) e L.(P.) souzacastroi (Damasceno & Causey, 1944). Dessas espécies,
diversas sdo dendrofilicas e relativamente faceis de serem capturadas em coletas na base de
grandes arvores, tais como L. (P.) dendrophyla, L. (P.) shannoni, e L.(P.) scaffi; outras como
L. (P.) abonnenci e L. (P.) punctigeniculata sdo coletadas muito dificilmente, devido a baixa

densidade dessas espécies na regido (Guerra et. al., 2006; Silva et. al., 2007).
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As fémeas do subgénero Psathyromyia, L. dendrophyla e L. shannoni, possuem
importancia médico-veterinaria por serem suspeitas de transmitir diversos protozoarios
tripanossomatideos (Kinetoplastidae, Triponosomatidae) onde L. dendrophyla, em
laboratdrio, é uma espécies suscetivel a hospedar Leishmania amazonensis Lainson & Shaw,
1972 (Ryan et. al., 1986), e nos Estados Unidos, L. shannoni é incriminada como um
importante vetor do virus da estomatite vesicular (VSV) (Comer et. al., 1990, 1991, 1994,
Corn et. al., 1990)

O uso da pigmentacdo toracica para separar fémeas de L. (P.) scaffi, L.(P.)
dendrophyla e L. (P.) shannoni, foi primeiramente usado por Morales et. al., (1982) para
diferenciar fleb6tomos da Colémbia, quando da descricdo da fémea de L. (P.) scaffi.

Christensen (1972) alega que mesmo usando estas caracteristicas as fémeas ainda eram

inseparaveis (Figura 1).

Fig.1 — Microfotografia do térax de fémeas de A — Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi, B —
Lutzomyia (Psathyromyia) dendrophyla e C — Lutzomyia (Psathyromyia) shannoni,
mostrando a pigmentacao caracteristica utilizada para separagéo.

As espécies deste subgénero sdo bem parecidas taxonomicamente com as do Grupo

Aragaoi, por isso Barretto (1962), as incluem no subgénero Psathyromyia.

Morales et. al., (1982), Christensen (1972) e Barretto (1962) relatam que 0os machos
sdo facilmente diferenciados pela forma da genitéalia. Porém, as fémeas sdo muito parecidas,
sendo identificadas com certa dificuldade, através de caracteres cromaticos existentes nas

pleuras do térax e abdome, e somente por especialistas. As espermatecas dessas trés espécies
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sdo bastante semelhantes, no que diz respeito principalmente a observacdo do ducto
individual, ducto comum e o corpo, que tem um formato de capsulas cilindricas. A falta de
caracteres evidentes e diferentes para separacao dessas trés espécies dificulta os estudos sobre
biodiversidade. A solucdo desta problemética poderd ajudar a direcionar estratégias de
controle, uma vez que a resolucéo taxondmica é crucial para esse tipo de estudo.

A colonizagéo de flebotomineos é um fator importante. No momento esta limitada em
pesquisar sobre o potencial vetor, seu ciclo de vida e a transmissdo de patdgenos. Coldnias
sdo indispensaveis em genética evolutiva, fisiologia, estrutura de populagdes, estudos
comportamentais e principalmente para diferenciar membros de complexos de espécies
cripticas (Lanzaro et. al., 1993; Luitgards-Moura et. al., 2000; Cérdenas et. al., 2001;
Justiniano et. al., 2004; Lantova et. al., 2010; Vigoder et. al., 2010; Nieves et. al., 2011).

Das mais de 927 espécies ou subespécies de flebotomineos atuais e 22 fdosseis que
foram descritas (Shimabukuro & Galati 2011), cerca de 150 foram colonizadas com sucesso
(Hanson 1968; Endris 1982; Lane & El Sawaf 1986; Rangel & Lainson 2003; Munstermann
2005). O grau de sucesso varia com a espécie, enquanto algumas espécies sdo criadas
facilmente, outras, que desenvolvem rapidamente para adultos a partir de ovos depositados
pelas fémeas capturadas, muitas vezes se alimentam com dificuldades em laboratorio,
incluindo o seu hospedeiro natural (Hertig & McConnel 1963). Os estagios imaturos de ovo,
larva e pupa sdo descritos inteiramente por observagdes num ambiente de laboratorio.
Algumas espécies, incluindo Phlebotomus papatasi (Scopoli, 1786) e L. longipalpis (Lutz e
Neiva, 1912), se adaptaram rapidamente a condi¢des de laboratério, mas os outros ndo tém,
guando criados em condi¢des semelhantes.

A diferenciacdo de espécies através de caracteres morfoldgicos tem sido amplamente
usada, mas nem sempre sao suficientes, especialmente em se tratando de espécies cripticas
(Arrivillaga & Feliciangeli 2001). Atualmente existem novas técnicas como a morfometria
geométrica, que permitem a diferenciacdo entre grupos de individuos. A morfometria
geométrica permite analisar a forma das estruturas (Bookstein 1991).

A morfometria geométrica tem sido bastante utilizada em entomologia como, por
exemplo, na diferenciacdo dos membros do complexo de espécies de Simullium damnosum
Theobald (Diptera), Kriiger & Garms (1999) e para diferenciacdo de populages silvestres e

domeésticas de Panstrongylus geniculatus (Jaramillo et. al., 2002).
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A utilizacdo da armadura no &trio genital de flebotomineos como importante
ferramenta taxondmica foi examinada primeiramente por Madulo-Leblond et. al., (1991)
qguando notou que o comprimento dos espinhos da armadura no atrio genital de fémeas de
Phlebotomus papatasi e P. dubosqi Neveu-Lemaire, 1906 era diferente. Pesson et. al., (1994)
em seus estudos verificou que estas duas espécies podiam ser separadas por este carater
taxondmico.

O éatrio genital de flebotomineos foi identificado como uma ferramenta taxondémica
atil em espécies africanas e asiaticas do género Phlebotomus Rondani, 1840, tendo sido
aplicada com sucesso nos subgéneros Larroussious Nitzulescu, 1931 e Phlebotomus Rondani
& Brete, 1940 (Killick-Kendrick et. al., 1994; Pesson et. al., 1994) como um carater
distintivo. Killick-Kendrick et. al., (1997) sugeriram que a armadura genital seria mais Gtil na
identificacdo do que a armadura faringeana, sendo posteriormente usada para separar fémeas
de Paraphlebotomus spp., quando da descricdo de uma nova espécie — Phlebotomus
(Paraphlebotomus) mireillae, utilizando a armadura do atrio genital para diferenciar essa
espécie da fémea de P. saevus Parrot & Martin, 1939.

Na América do Sul, Valenta et. al., (1999) demonstraram que o atrio genital também
funcionou para o género Lutzomyia, como um bom carater taxondmico, na diferenciagdo de
espécies cripticas do grupo Verrucarum Fairchild, 1955 e também ao examinarem a armadura
do atrio genital de outras espécies de flebotomineos da Venezuela.

Tal como acontece em muitos grupos de insetos, os caracteres morfoldgicos usados
para distinguir espécies de flebotomineos sdo os dos adultos, sendo os estagios larvais da
maioria das espécies desconhecidos ou ndo descritos e menos de 70 espécies das mais de 400
existentes no Novo Mundo, foram descritos, nem sempre adequadamente (Young e Duncan
1994). O exocorio apresenta camadas distintas geralmente formando esculturas elaboradas na
superficie do ovo (Hinton 1969) e tem sido usado para analisar a superficie do ovo de
diferentes espécies de flebotomineos neotropicais (Ward & Ready 1975; Zimmerman et. al.,
1977; Endris et. al., 1987; Feliciangeli et. al., 1993; Queir6z 1995; Perez & Ogusuku 1997;
Fausto et. al., 2001; Almeida et. al., 2004; Bahia et. al., 2007; Pessoa et. al., 2008; Costa et.
al., 2012).

O uso da microscopia eletronica de varredura melhorou as descri¢cBes de estruturas

coridnicas dos ovos que podem funcionar para distinguir espécies de dipteros.
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Caracteres morfoldgicos larvais tém sido utilizados para abordagens filogenéticas em
estudos de insetos de importancia médica, especialmente os da familia Culicidae (Judd 1996;
Harbach & Kitching 1998), da familia Simuliidae (Coscaron 1987; Amaral-Galvao & Maia-
Herzog 2003) e flebotomineos (Pessoa et. al., 2008).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Diferenciar taxonomicamente as fémeas de trés espécies dendréfilas e cripticas de
Lutzomyia (Psathyromyia) Barretto, 1962: Lutzomyia Psathyromyia scaffi
(Damasceno & Arouck, 1956), L. (P.) dendrophyla (Mangabeira-Filho, 1942) e L. (P.)

shannoni (Dyar, 1929) conhecidas da Amazonia Central.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar estudo de morfometria geométrica das asas de fémeas criadas em
laboratorio das trés espécies dendrdfilas de Lutzomyia (Psathyromyia);

o Identificar caracteres morfoldgicos das fémeas de trés espécies dendrofilas de
Lutzomyia (Psathyromyia), visando a separacdo dessas espécies cripticas com
maior seguranca, inclusive o atrio genital;

e Descrever as formas imaturas de trés espécies dendrofilas, de Lutzomyia
(Psathyromyia) utilizando a morfologia tradicional;

o Caracterizar aspectos da biologia, em laboratério, dessas trés espécies.
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4. CAPITULOS

CAPITULO |

“Aspectos do Ciclo de Vida de duas espécies Amazonicas criadas em laboratorio: Lutzomyia
(Psathyromyia) shannoni (Dyar, 1929) e Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi (Damasceno &
Arouck, 1956)”

RESUMO: A colonizacédo de flebotomineos em laboratério é importante para o avanco na

pesquisa sobre a biologia do inseto, fisiologia, comportamento, competéncia vetorial, estudos
taxondmicos, dentre outras linhas. Os flebtomos do género Lutzomyia subgénero
Psathyromyia tem importancia médica, porque sdo vetores de arbovirus e alguns protozoarios
tripanossomatideos, tal como Leishmania. Algumas fémeas de Psathyromyia sdo identificadas
com dificuldade, porque sdo morfologicamente semelhantes como, por exemplo, as espécies
L. (P.) shannoni e L. (P.) scaffi. Este estudo teve como objetivo descrever os aspectos basicos
do ciclo de vida dessas espécies em laboratdrio. Os flebotomineos foram capturados em areas
de floresta de terra firme proximas a Manaus e as fémeas gravidas ou ingurgitadas foram
separadas e colocadas em tubos de oviposicao individuais. Os ovos foram colocados em potes
individuais, com uma camada fina de gesso e mantidos em estufas de Demanda Bioquimica
de Oxigénio (B.O.D.) a 26,5 ° C e 90% de umidade, e adi¢do de racdo de peixe pds-larvas,
extrusada e moida, com 55% de proteina bruta. Cada pote foi inspecionado diariamente para
verificar a eclosdo dos ovos, nimero de larvas, e acompanhamento das alteracdes dos estadios
larvais. A identificacdo das espécies foi feita apds a emergéncia de adultos do sexo masculino,
no final do ciclo. O tempo medio (em dias) para todo o ciclo de vida, desde a oviposicdo a
emergéncia do adulto, de L. (P.) shannoni e L. (P.) scaffi, respectivamente, foram 41 (N = 24)
e 40,2 (N = 72); ovos 10,5 (DP=1,5) (N = 99) e 8,6 (DP=2) (N = 173); 1° instar 4,5 (DP=3,5)
(N=41)e 7,6 (DP=2,5) (N = 116), segundo instar 6 (DP=3,5) (N = 37) e 4 (DP=4) (N = 98);
3% instar 5 (DP=5) (N = 35) e 5 (DP=4) (N = 94); 4° instar 8 (DP=3) (N = 33) e 7,6 (DP=4,5)
(N = 86); pupa 7 (DP=3) (N = 27) e 7,4 (DP=6) (N = 80). As fémeas criadas, com dois dias
apos a emergéncia, se alimentavam avidamente em hamster. Estas observac@es preliminares
tém mostrado que L. (P.) shannoni e L. (P.) scaffi da bacia amazdnica podem ser criadas em
laboratorio.

Palavras-chave: coldnia; espécies cripticas; Amazonia.
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“Life cycle aspects of two lab reared Lutzomyia (Psathyromyia) shannoni (Dyar, 1929) and

Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi (Damasceno & Arouck, 1956) Amazonian species”

ABSTRACT: Laboratory colonization of sand flies is invaluable for the progress in

research on insect biology, physiology, behavior, vector competence, taxonomic studies etc.
Sand flies of the genus Lutzomyia subgenus Psathyromyia have public health importance
because they are suspected vectors of arboviruses and some trypanosomatid protozoans
such Leishmania. Some females of Psathyromyia species are identified with difficulty
because they are morphologically similar species e.g. L. (P.) shannoni and L. (P.) scaffi. Due
to the necessity to obtain enough material to taxonomic studies and information of basic
biology about those species, we reared in laboratory conditions L. (P.) shannoni and L. (P.)
scaffi during the three first generations. This study aimed to describe the basic aspects of the
life cycle of these species in the laboratory. Sand flies were caught in the field and the in
pregnant or engorged females were separated and placed in individual oviposition tubes.
Isofemale broods are placed to individual pots, with a thin layer of plaster and kept
Biochemical of Oxygen Demand (B.O.D.) incubator at 26.5°C and 90% of humidity, adding
fish post larvaeextruded feed and ground, with 55% crude protein. Each pot was inspected
daily to check the eggs hatch, larvae number, and monitoring of larval instars changes. The
species identification was made after the emergence of adult males at the end of the cycle.
The average time span (in days) to all life cycle, since the oviposition to adult emergence, to
L. shannoni and L. scaffi, respectively were 41(N= 24) and 40,2 (N= 72). Eggs 10,5 (N= 99)
(SD=1,5) and 8,6 (N=173) (SD=2) 1st instar 4,5 (N=41) (SD=3,5) and 7,6 (N=116) (SD=2,5),
2nd instar 6 (N=37) (SD=3,5) and 4 (N=98) (SD=4), 3rd 5 (N=35) (SD=5) and 5 (N=94)
(SD=4), 4th 8 (N=33) (SD=3) and 7,6 (N=86) (SD=4,5), pupa 7 (N=27) (SD=3) and 7,4
(N=80) (SD=6). The reared females fed avidly on hamster as early as 2 days after emergence.
These preliminary observations have shown that L. shannoni and L. scaffi from Amazon basin

can be reared in laboratory.

Keywords: colony; criptic species; Amazonia.
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1. INTRODUCAO

Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) sdo insetos holometabolos,
com quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva (quatro instares larvais bem definidos), pupa

e adulto (Foratini 1973) (Figuras 2A a D).
3 - ; 1 ol [} ‘;‘ = -

2 . r A
e < o Y

Fig. 2 A — ovo de Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi; B — Larva Lutzomyia (Psathyromyia)
scaffi mudando de estadio, em detalhe, o par de cerdas caudais; C e D — pupa de
Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi e fémea emergindo da pupa.

As fémeas apds hematofagia e copula, colocam seus ovos em substrato imido, rico de
matéria organica, individualmente ou em pequenos agrupamentos, que ficam aderidos ao
substrato por meio de uma sustancia viscosa liberada no momento da postura pelas glandulas
acessorias (Adler & Theodor 1935, 1957; Chaniotis & Anderson 1967, 1968; Passos et. al.,
2003). As larvas sdo pequenas, brancas, de aspecto vermiforme, possuindo um par de cerdas
caudais, apenas no 1° instar e dois pares de cerdas nos demais, com excec¢do do género
Brumptomyia Franca & Parrot, 1921 que sdo dotadas de apenas um par de cerdas em todos 0s
estadios larvais e Phlebotomus tobbi Adler, Theodor & Lourie, 1930. Logo apo6s a eclosdo, as
larvas se alimentam de matéria organica disponivel, inclusive dos corpos de adultos mortos
(Forattini 1973; Ferro et. al., 1997).

Caracteres de ovos e larvas tem desempenhado um papel pequeno em sistematica de
flebotomineos. Em contraste, os adultos apresentam estruturas anatbmicas em maior nimero

para a identificacdo: notadamente a genitalia dos machos e nas fémeas, a morfologia da
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espermateca, dos ascoides das antenas, forma e o nimero de dentes do cibario frequentemente

diferenciam espécies (Figuras 3 A a D).

Fig. 3 — Microfotografia de estruturas anatomicas utilizadas na identificacdo de
flebotomineos: A — genitalia masculina de Lutzomyia shannoni, mostrando o parametro e
parte dos dutos ejaculatorios; B — espermateca da fémea de Lutzomyia dendrophyla; C —
ascoides caracteristica do subgénero Psathyromyia, com o ramo posterior longo e afiado;
D — cibério de fémea de Lutzomyia shannoni, mostrando quatro dentes horizontais.

Caracteres morfologicos de imaturos para muitos grupos de insetos de importancia
médica tem sido de fundamental importancia para caracterizacdo, posicdo taxonémica e
evolucéo (e.g. Harbach & Kitching 1998; Py-Daniel 1990; Pessoa et. al., 2008a; Pessoa et.
al., 2008b).

A colonizagdo de flebotomineos é um fator importante e no momento limitado a
pesquisa sobre o potencial vetor, ciclo de vida e transmissdo de patdgenos. Coldnias sdo
indispensaveis em genética evolutiva, fisiologia, estrutura de populacdes, estudos
comportamentais e principalmente para diferenciar membros de complexos de espécies
cripticas (Lanzaro et. al., 1993; Luitgards-Moura et. al., 2000; Cérdenas et. al., 2001;
Justiniano et. al., 2004; Lantova et. al., 2010; Vigoder et. al., 2010; Nieves et. al., 2011).
Varios autores tém enfatizado a dificuldade de estabelecer coldnias de flebotomineos (Killick-
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Kendrick 1978; Killick-Kendrick & Killick-Kendrick 1991; Munstermann 2005; Volf &
Volfova 2011; Alarcon-Elbal 2011).

No Brasil, Bayma (1923, 1936) foi o pioneiro na criacdo de fleb6tomos e descreveu o
ciclo completo de L. intermedia (Lutz & Neiva, 1912) o que também foi realizado por Castro
(1937,1939); Chagas (1940) criou L. intermedia até a 3% geracdo; Barretto (1940, 1942)
estudou o ciclo bioldgico, descreveu a técnica de criagdo discutindo a influéncia de fatores
ambientais e o ciclo evolutivo das principais espécies vetores de fleb6tomos do Estado de Séo
Paulo; Sherlock & Guitton (1969), descreveram as fases imaturas de L. longipalpis (Lutz &
Neiva, 1912) oriundas de fémeas coletadas em Jacobina, Bahia; colbnias de L. intermedia
foram estabelecidas por Rangel et. al. (1985) para serem utilizadas em infeccOes
experimentais e xenodiagnosticos de infecgdes naturais por leishmanias dermotrépicas no Rio
de Janeiro; no Rio Grande do Norte, Ximenes et. al., (2001) observou o ciclo de vida de L.
evandroi (Costa Lima & Antunes, 1936); ap6s a incriminacdo de L. cruzii (Mangabeira, 1938)
como vetor de leishmaniose visceral em Corumba (Santos et. al., 2003), estudos de colénia
em laboratdrio foram necessarios para conhecer a biologia e corroborar com a incriminacao
da espeécie (Justiniano et. al., 2001; Brazil et. al., 2002; Chagas et. al., 2002).

Quanto a criacdo e manutencdo de colbnias de flebotomineos em laboratorio, ha
necessidade de uma atencdo especial. Iniciar colénias ¢ muito mais dificil do que manter as j&
estabelecidas (Killick-Kendrick 1978; Young et. al., 1981). Das mais de 900 espécies
descritas, cerca de 150 foram colonizadas com sucesso (Hanson 1968; Endris 1982; Lane &
El Sawaf 1986; Rangel & Lainson 2003; Munstermann 2005).

O grau de sucesso varia com a espécie; algumas espécies sdo criadas facilmente,
outras, se desenvolvem de forma rapida para adultos a partir de ovos depositados pelas fémeas
capturadas no campo, muitas vezes se alimentando com dificuldades em laboratorio,
incluindo a propria fonte de repasto natural (Hertig & McConnell 1963). Algumas espécies,
incluindo Phlebotomus papatasi (Scopoli) e L. longipalpis se adaptaram rapidamente as
condicBes de laboratdrio, mas outras, quando criadas em condi¢Ges semelhantes ndo possuem
a mesma capacidade.

Os estagios imaturos de ovo a adulto sdo descritos inteiramente por observacoes feitas
em ambiente de laboratorio.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar aspectos da biologia em laboratério, das

duas espécies cripticas e dendrofilas de Lutzomyia (Psathyromyia) shannoni (Dyar) e L. (P.)
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scaffi (Damasceno & Arouck), conhecidas da Amazonia Central. Visando obter material
suficiente para estudos taxonémicos e informacdes de biologia basica dessas duas espécies e
ainda, descrever os aspectos de seus ciclos de vida, em condicdes de laboratorio, durante as
trés primeiras geragoes.

37



2. MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas em areas de floresta de terra firme, em quatro localidades:
Fazenda Experimental da Universidade Federal do Amazonas — UFAM — BR 174, Km 38 (2°
38’ 59.46” S, 60° 3’ 16.47” W), Municipio de Presidente Figueiredo — BR-174, Ramal do
Cigano (2°3* 4”7 S, 60° 1’ 30” W); Centro de Instrugdo de Guerra na Selva CIGS- BI1 (Base
Marechal Rondon), AM-010, Km 65 (2°43'55"S 59°47'48"W) e Estrada Manuel Urbano —
AM 070, Km 70 (3°17° 6” S, 60° 11° 9” W), Manaus, Amazonas.

Fémeas de flebotomineos foram coletadas por meio de aspira¢do mecanica, utilizando-
se aspiradores mecénicos oriundos de armadilhas do tipo CDC modificadas, nas quais a tela
de protecdo e a lampada foram retiradas, para aumentar a abertura de succdo, e uma gaiola de
filo é atrelada para a contencdo dos flebotomineos. A aspiracdo foi realizada em base de
arvore, na altura que o coletor pode alcancar, em horéario diurno, no periodo do fim da manha,
momento em que maioria dos flebotomineos dendrofilicos esta proxima a liteira.

Apb6s as coletas, os flebotomineos foram transportados para o Laboratério de
Biodiversidade em Salde do Instituto Leb6nidas e Maria Deane (ILMD/FIOCRUZ). As
fémeas gravidas ou ingurgitadas de sangue proveniente da area de coleta foram separadas,
colocadas individualmente em tubos de ovipostura, que consiste em tubos de vidro incolor,

onde a abertura é coberta com filo e fechados com cortes finos de tubos plasticos flexiveis

transparentes, sendo adicionado no interior do tubo um pedago de papel filtro umedecido
(Figura 4).

Fig. 4 — Tubos de ovipostura para flebotomineos, contendo em seu interior tiras umedecidas
de papel filtro.
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Apos a postura, foi feita a transferéncia dos ovos obtidos das matrizes para potes de
criacdo revestidos de gesso, por postura individual, e posteriormente a eclosdo, as larvas
foram mantidas de acordo com as técnicas estabelecidas por Killick-Kendrick et. al., (1977).

A técnica consistiu em manter as formas imaturas em potes de acrilico transparente
com tampas cobertas com recorte de pano preto para evitar proliferacdo de &caro, com o

fundo cortado revestido de gesso, para a manutencdo da umidade (Figuras 5 A e B).

Fig. 5 A e B — Potes para criacdo de larvas de flebotomineos, com divisGes de
compartimentos por estadio imaturo, para alocagdo das diversas fases do ciclo de vida, a
medida que ocorresse mudanca de instar.

Foram utilizados no experimento 20 potes de criagdo onde as condicdes laboratoriais
foram mantidas constantes. Para comparagéo entre as populagdes de L.scaffi e L.shannoni,
cada pote dividido em quatro compartimentos de tamanhos iguais. Os ovos das fémeas
identificadas foram contados e colocados nos potes individuais. A medida que os ovos
eclodiam, era adicionada uma pequena quantidade de ragdo no primeiro compartimento do
pote. Posteriormente as larvas foram transferidas para outro compartimento logo apds a ecdise
e estimado o tempode desenvolvimento de cada estadio. Os potes foram mantidos em estufas
de Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.O.D.), com controle da temperatura (26,5 ° C) e de
umidade (90%). As larvas emergidas foram alimentadas com racdo de peixe pos-larvas,
extrusada e moida, com 55% de proteina bruta, misturada com fezes de animais de biotério.
As col6nias foram mantidas em laboratério em condi¢bes semelhantes aos criadouros dos
locais de coleta: manutencdo de temperatura, umidade realtiva e auséncia total de luz. Foi
observado o tempo de desenvolvimento desde a eclosdo do ovo até a emergéncia dos adultos.
Os potes de criacdo foram inspecionados diariamente com auxilio de um microscopio

estereoscopico.
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Os adultos emergidos foram soltos em gaiolas, onde foi adicionado um pedaco de
macd em placa de Petri para a primeira alimentacdo, sendo as gaiolas colocadas dentro de
sacos plasticos com algoddo embebido em 4&gua para a manutencdo da umidade e
acondicionadas na B.O.D. Dois dias ap6s a emergéncia, as fémeas foram colocadas em
gaiolas e oferecido um hamster (Cricetus cricetus) anestesiado na tentativa destas fazerem
repasto.

Um exemplar de flebotomineo macho foi retirado, colocado em agua com detergente
para retirada do excesso de cerdas e posteriormente montado em lamina com fluido de
Berlese.

Para a identificacédo foi utilizada a chave proposta por Young & Duncan (1994).
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3. RESULTADOS

O tempo médio em dias para todo o ciclo de vida, desde a ovipostura até a emergéncia
do adulto de L.scaffi foi de 40,2 dias e para L.shannoni, a média de duracdo do ciclo de vida
foi de 41 dias (Tabela 1).

Tabela 1 - Ciclo de vida de Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi e Lutzomyia (Psathyromyia)
shannoni obtidos em condicdes de laboratorio: tempo medio de desenvolvimento em dias
para cada fase.

ESPECIES L. scaffi L. shannoni

Minimo Maximo Média DP Minimo Maximo Meédia DP
Ovo 7 11 8,6 2 9 12 10,5 15
Larva | 7 12 7,6 25 4 11 4,5 3,5
Larva Il 3 11 4 4 5 12 6 3,5
Larva 1l 4 12 5 4 3 13 5 5
Larva IV 7 16 7,6 45 8 14 8 3
Pupa 6 18 7.4 6 7 13 7 3
TOTAL 40,2 41

Quanto a sobrevivéncia dos imaturos de ovo a adulto, o nimero de adultos emergidos,
de um total de 389 ovos da populagéo de L.scaffi, a partir das larvas que emergiram, 218
(56,04%) chegarama fase adulta; para L.shannoni, de um total de 99 ovos, 0 numero dos
individuos que chegaram a fase adulta foi de 24 (24,2%). Dos totais apresentados acima, 0
percentual de imaturos por fases da espécie L. shannoni foi de 36,3% em L1, 34,3% em L2,
34,3% em L3, 28,2% em L4 e 27,2% para pupas; para L. scaffi, os percentuais apresentados
foram de 94,6% em L1, 79,9% em L2, 73,7% em L3, 66,8% em L4 e 65,8% para pupa.

A razdo sexual dos individuos nascidos na colénia de L. scaffi foi de um macho para
1,1 fémeas, ou seja, de um total de 218 individuos adultos, 100 (45,7%) eram machos e 118
(54,2%) eram fémeas; para L. shannoni, a razdo sexual foi de 0,7 fémeas para um macho, ou
seja, dos 24 individuos que chegaram a fase adulta, 14 (58,3%) eram machos e 10 (41,6%)

fémeas, respectivamente.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

O ciclo de vida de L.scaffi e L.shannoni em laboratorio é semelhante a observada em
outros flebdtomos colonizados em condigdes similares. Em relacdo a temperatura e umidade,
Barretto (1942) estudou sobre a biologia de fleb6tomos em condicdes experimentais e
destacou o comportamento de L. intermedia e L. whitmani (Antunes & Coutinho, 1939),
utilizando temperaturas que variavam entre 20,1 a 26,7° C e verificou que a temperatura ideal
para o desenvolvimento dos fleb6tomos, era de 20°C e uma elevada umidade requerida para
sua sobrevivéncia. Assim como Chagas (1940) que em ambiente de ar condicionado, tentou
estabelecer colonia de L. intermedia, com temperaturas de 22 a 24°C e umidade superior a
80%, e conseguiu criar essa espécie até a 32 geracao. Coldnias de L. lenti (Mangabeira, 1938),
L. longipalpis e L. intermedia foram estabelecidas em Minas Gerais com temperaturas que
variavam entre 26 e 28°C e umidade relativa entre 80 e 85% (Brazil et. al., 1997).

O desenvolvimento de ovo a inseto adulto de flebotomineo pode variar de 30 a 40
dias dependendo da temperatura, ocorrendo de 7 a 10 dias o periodo entre a oviposicao e a
ecloséo; o periodo larval pode durar pelo menos trés semanas até empuparem e de 7 a 14 dias
para emersdao dos adultos (Brazil & Brasil 2003; WHO 2010). Os dados apresentados
corroboram com as médias entre os estagios do ciclo de vida de L. scaffi e L. shannoni
encontrados neste trabalho. O periodo do ciclo de vida de flebotomineos pode estar
relacionado a varios fatores como temperatura, umidade, nutricdo e luminosidade (Barretto
1942; Forattini 1973; Killick-Kendrick 1987; Cabrera & Ferro 2000; Escovar et. al., 2004).
Rangel et. al.,, (1987), verificaram que alteracbes na temperatura e luminosidade,
influenciaram diretamente no ciclo de vida de duas colonias de L. intermedia e L. longipalpis
criadas em laboratério. O tempo médio de desenvolvimento de ovo a adulto das duas
populacdes de L. scaffi e L. shannoni foram préximos aos registrados para outras espécies
neotropicais criados em condic¢des semelhantes, por exemplo, L. intermedia (43 dias) (Chagas
1940), (35 dias) (Andrade Filho et. al., 2004), L. flaviscutellata (40,5 dias) (Ward 1977), L.
longipalpis (34 dias) (Killick-Kendrick et. al., 1977), (41,3 dias) (Sherlock & Sherlock 1959),
L. neivai (45 dias) (Andrade Filho et. al., 2004); comparando duas populacGes de L.
umbratilis, da regido de Manaus e Manacapuru, utilizando as mesmas condic¢des laboratoriais,
Justiniano et. al., (2004) verificaram um tempo maior para estas populac@es (75,14 e 78,66

dias, respectivamente) do que o registrado para outras espécies neotropicais criadas sob as
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mesmas condig¢des; com L. evandroi, Ximenes et. al., (2001) obtiveram 51,5 dias para o ciclo
completo da espécie e Ferro et. al., (1998) encontraram uma variacdo de 36 a 74 dias para L.
shannoni. A porcentagem dos adultos emergidos a partir da contagem do nimero de ovos das
duas populacdes foi de 45,5% para L. scaffi e 24,4% para L. shannoni, percentuais proximos
foram encontrados para outras espécies neotropicais, como por exemplo, L. flaviscutellata
(37%) (Ward 1977) e L. longipalpis (23%) (Killick-Kendrick et. al., 1977) e um percentual de
fecundidade, que é a média do nimero de ovos postos por fémeas, entre 23,6% para geracdo
F3 e 39,9% para geragdo F1 encontrada por Luitgards-Moura et. al., (2000). As fémeas
criadas, com dois dias ap6s a emergéncia, se alimentavam avidamente em hamster.

L. scaffi e L. shannoni apresentaram um tempo médio de desenvolvimento de ovo a
adulto bem préximo, em torno de 40 dias; verificou-se que tanto a temperatura quanto a
umidade, podem ser aplicadas as espécies criadas, devido as mesmas viverem em simpatria
utilizando 0 mesmo ec6topo. Comparativamente quanto a sobrevivéncia dos adultos e a razdo
sexual, L. scaffi apresentou um melhor indice para adultos emergidos. Havendo possibilidade
de hospedeiros, as espécies se adaptam bem as tentativas de repasto em laboratorio, sendo L.
scaffi bastante antropofilica.

As duas espécies, L. shannoni e L. scaffi, foram criadas até a segunda e terceira
geracOes, respectivamente.

Estas observacdes preliminares tém mostrado que L. shannoni e L. scaffi da bacia

amazonica, podem ser criados em laboratorio.
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CAPITULO I

“Descrigao de algumas fases imaturas de trés espécies de Lutzomyia (Psathyromyia) Barretto,

1962 (Diptera, Psychodidae) da Amazonia Central Brasileira”

RESUMO: Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae) tém importancia médica e veterinaria,
com varias especies vetoras de diversos agentes etioldgicos. Tal como acontece com muitos
grupos de insetos, os caracteres morfoldgicos utilizados para distinguir espécies de
flebotomineos sdo os dos adultos. As fases imaturas da maioria sdo desconhecidas e / ou ainda
ndo descritas. O objetivo deste trabalho foi descrever algumas fases imaturas de trés espécies
de flebotomineos, pertencentes ao subgénero Psathyromyia consideradas cripticas. Os
imaturos de Lutzomyia (Psathyromyia) dendrophyla, L. (P.) scaffi e L. (P.) shannoni foram
obtidos a partir de colénias de laboratério, e criados a partir de adultos coletados
originalmente em florestas préximas de Manaus — Amazonas, Brasil. Larvas do quarto instar
foram montadas entre laminas e laminulas com fluido de Berlese, apos clarificacdo com
Hidroxido de Potassa por um periodo de 24 horas, e posteriormente passagem por acido
acetico e alcool. Foi utilizada a microscopia eletrénica de varredura (MEV) para observacao
dos ovos. Estes foram retirados do alcool a 70%, colocados diretamente em “stubs” e levados
ao microscopio eletrdnico onde se aplicou pressdo variavel. Os ovos das espécies sao
elipticos, escuros, apresentando formacdes poligonais diferentes em seu exocério. Medidas do
corpo das larvas e estruturas morfoldgicas como pecas bucais, cerdas, espiraculos foram feitas
sob microscopia 6ptica e fotografados. A aparéncia geral das larvas é em forma de lagarta, a
cabeca marrom, luz do térax e abdémen com a parte dorsal do VIII segmento abdominal
marrons. Cerdas caudais escuras. Cabeca hipognata ndo retratil e esclerotizada, com
tubérculos antenais longos, segmentos antenais, sendo o primeiro mais delgado que o
segundo, o ultimo ligeiramente encurvado ao primeiro segmento. Tegumento coberto com
numerosas espiculas, com o cume dos tubérculos dorsais intumescidas e arredondados. Térax
e abdémen achatados dorsoventralmente. Tamanho total do corpo com cerca de cinco mm de
comprimento. A larva de L. scaffi apresentou 0 maior comprimento — 5,7 mm, L. dendrophyla
—4,9 mm e L. shannoni com menor — 4,7 mm. As principais diferencas encontradas foram nas

esculturas formadas no exocorio dos ovos que apresentaram formacBes poligonais distintas

51



para cada espécie; nas antenas o tamanho dos tubérculos e segmentos antenais; para a
quetotaxia de larva, as diferencas foram nos tamanhos das cerdas labro basais posteriores da
capsula cefélica, dorsais intermediarias, dorsais externas, submedianas dorsais e médias
dorsais do protérax e nono segmento abdominal, as cerdas anteriores ventrolaterais e cerdas
caudais internas. Nas pupas, as principais diferencas ocorreram nas cerdas do cefalotérax,
sendo estas as cerdas frontais superiores, verticais, pds-oculares superiores, pds-oculares
médias, pos-oculares internas e pos-oculares inferiores externas e na regido abdominal, a
cerda abdominal diferente nas trés espécies.

Palavras-chave: taxonomia; morfologia; vetores de leishmanioses.
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“Description of the larvae of three species of Lutzomyia (Psathyromyia) (Diptera,

Psychodidae) from Brazilian Amazon”

ABSTRACT: Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae) have medical and veterinary

importance. As with many insect groups, the morphological characters used to distinguish
sand fly species are those of the adults, the immature stages of most species being unknown
and/or undescribed. The larval stages of less than 70 species of the 400 new world sand flies
have been described. The objective of this work was to describe the mature larvae of trhee
species of sand flies, belong to Psathyromyia subgenus. The larvae of Lutzomyia
(Psathyromyia) dendrophyla, L. (P.) scaffi e L. (P.) shannoni were obtained from laboratory
colonies and reared from adults originally collected in Experimental Farm of the Federal
University of Amazonas, Amazonas State, Brazil. Four slides of fourth instar of each species
were slide-mounted in Berlese’s fluid. Mouthparts of other three larvae were dissected and
then placed onl10% Potassium Hydroxide (KOH) during two days, then slide-mounted.
Measurements of the body bristles and morphological structures as mouthparts, setae,
spiracles were done under light microscopy and photographed. Morphology and chaetotaxy of
the head and body were observed and measured. General appearance of the larva: the larva is
caterpillar-like, with a well sclerotized hypognathous non-retractile head. Conspicuously
aboral antennal tubercle long, longer than antenna. Antenna slender, first segment longer than
second, the latter directed backward at slight angle from first segment. Integument covered
with numerous spicules, arranged into imbricated design posteriorly. Thorax and abdomen
dorso-ventrally flattened, rather short and broad. Integument covered with spicules, which on
summits of dorsal swellings grade into rounded tubercles. Coloration: Head brown, thorax
and abdomen light than, with dorsal brown path on abdominal segment VIII. Caudal setae
dark. General size body around 5 mm of length The L. (P.) scaffi larva was the largest length
with 5,7 mm and L. (P.) shannoni the smallest with 4,7 mm. The main chaetotaxy differences
between the species, with significant different sizes were the dorsolateral setae, anterior

ventrolateral and internal caudal setae.

Keywords: taxonomy; morphology; vectors of leishmaniasis

53



1. INTRODUCAO

Existe um alto indice de diversidade nos flebotdbmos do género Lutzomyia Franca,
onde varias espécies sdo suspeitas de serem, na verdade, espécies cripticas (Young e Duncan
1994; Dujardin et. al., 2005; Pinto et. al., 2010). No subgénero Psathyromyia Barretto,
ocorrem algumas espécies em que as fémeas possuem diferencas morfolégicas bastante sutis.
As fémeas de L. scaffi (Damasceno & Arouck, 1956), L. dendrophyla (Mangabeira, 1942) e L.
shannoni (Dyar, 1929) sdo espécies de Psathyromyia muito semelhantes em suas estruturas da
morfologia externa, bem como os caracteres relacionados com as espermatecas.

Tal como acontece em muitos grupos de insetos, os caracteres morfoldgicos usados
para distinguir espécies de flebotomineos sdo os dos adultos, sendo os estagios larvais da
maioria das espécies desconhecidos ou ndo descritos e menos de 70 espécies das mais de 400
existentes no Novo Mundo, foram descritos, nem sempre adequadamente (Young e Duncan
1994). O exocorio apresenta camadas distintas geralmente formando esculturas elaboradas na
superficie do ovo (Hinton 1969) e tem sido usado para analisar a superficie do ovo de
diferentes espécies de flebotomineos neotropicais (Ward & Ready 1975; Zimmerman et. al.,
1977; Endris et. al., 1987; Feliciangeli et. al., 1993; Queir6z 1995; Perez & Ogusuku 1997;
Fausto et. al., 2001; Almeida et. al., 2004; Bahia et. al., 2007; Pessoa et. al., 2008; Costa et.
al., 2012).

Os flebotomineos séo grupos de insetos de porte pequeno, holometabolos, com quatro
estagios de desenvolvimento sendo ovo, larva, pupa e adulto. As larvas tém quatro instares
larvais bem definidos e com sensivel diferenca no tamanho (Foratini 1973; Brazil & Brazil
2003).

Caracteres morfoldgicos larvais tém sido utilizados para abordagens filogenéticas em
estudos de insetos de importancia médica, especialmente os Culicidae (Judd 1996; Harbach &
Kitching 1998) e Simuliidae (Coscaron 1987; Amaral-Galvdo & Maia-Herzog 2003) e
flebotomineos (Pessoa et. al., 2008).

O objetivo desse estudo é descrever os ovos, larvas maduras e pupas de L. (P.) scaffi,
L. (P.) dendrophyla e L. (P.) shannoni que ainda n&o foram descritas, fornecendo importantes

informacdes taxonémicas sobre essas espécies cripticas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Areade Coleta

As coletas das fémeas matrizes de flebotomineos foram realizadas em areas de floresta
de terra firme na Fazenda Experimental da Universidade Federal do Amazonas — UFAM —
BR 174, Km 38 (2° 38’ 59.46” S, 60° 3’ 16.47” W) em Manaus, Amazonas, Brasil.

2.2.  Coleta de Flebotomineos

Os flebotomineos foram coletados por meio de aspiracdo mecanica, utilizando-se
aspiradores mecanicos oriundos de armadilhas do tipo CDC modificadas, nas quais a tela de
protecdo e a lampada sdo retiradas para aumentar a abertura de suc¢do, onde uma gaiola de
filo é atrelada para a contencdo dos flebotomineos. A aspiracdo foi realizada em base de
arvore, em horério diurno, no periodo do fim da manh&d momento em que maioria dos

flebotomineos dendrofilicos esta préxima a liteira (Figura 6).

Fig. 6 — Coleta em base de arvore proxima a liteira com aspirador mecanico.
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2.3. Obtencgdo de F1 em laboratorio

Os ovos obtidos das matrizes coletadas no campo foram transferidos para potes
individuais de criacdo, revestidos de gesso. Apds a eclosdo dos ovos, as larvas de Lutzomyia
dendrophyla, L. scaffi e L. shannoni foram mantidas de acordo com as técnicas estabelecidas
por Killick-Kendrick & Killick-Kendrick (1991) para criagdo de imaturos. Para detalhes da
técnica de criacdo ver o capitulo 1V — Ciclo de Vida.

2.4. Montagem e fotografia dos imaturos

A superficie externa dos ovos de duas espécies foi comparada usando microscopia
eletrénica de varredura (MEV). Ndo houve necessidade de preparacdo prévia dos ovos que
foram retirados do meio liquido de alcool a 70% e colocados sobre “stubs” para analise no
modo ambiental, sendo utilizada a pressao variavel para observacao das amostras. Foi usado o
microscopio da marca Quanta 250, do Laboratorio de Geociéncias da Universidade Federal do
Amazonas. Larvas do quarto instar larval de L. scaffi, L. dendrophyla e L. shannoni foram
montadas entre laminas e laminulas em fluido de Berlese. Diferentes estruturas corporais de
imaturos foram estudadas através da microscopia oOptica, sendo descritas suas diferencas
morfoldgicas. Os aparelhos bucais de larvas das trés espécies foram dissecados e em seguida
colocados em Hidrdxido de Potassio (KOH) a 10% por dois dias, sendo montado em fluido de
Berlese. Medidas do corpo e estruturas morfolégicas como pecas bucais, cerdas, espiraculos
foram feitas sob microscopia de luz e fotografados. A superficie externa dos ovos de duas
espécies foi comparada. As imagens obtidas utilizando méaquina fotogréfica digital da marca
JVC 3 CCD, acoplada a um microscopio Optico trinocular da Leica DM 1000 e um
computador, sendo utilizado o programa Auto Montage 4.0 (Syncroscopy). Ap0s a captura
das imagens e digitalizacdo dos desenhos, as ilustracfes foram editadas usando o programa de
imagens Adobe Photoshop CS6. A morfologia e quetotaxia da cabeca foram observadas
seguindo Arrivillaga et. al., (1999). A morfologia e quetotaxia do corpo foram descritas
segundo nomenclatura de Ward (1976a). Analises estatisticas foram realizadas usando o
programa PAST (Paleontological Statistics) versdo 1.57 (Hammer & Harper 2007) onde foi
aplicado o teste estatistico ndo-paramétrico Kruskal-Wallis para verificar se haveria diferenca
significativa no tamanho das estruturas analisadas entre as populagfes estudadas. A

guetotaxia pupal utilizada foi de acordo com Forattini (1973).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em geral, 0os ovos das trés espécies sdo alongados (Figura 7). O exocério é formado
por uma fina superficie revestido de esculturas com reticulagdo poligonal, formando células

paralelas, com caracteristicas distintas.

Fig. 7 — Ovo de Lutzomyia shannoni — formato do ovo alongado das trés espécies.

As larvas sdo pequenas, brancas, de aspecto vermiforme. A cabeca ndo retratil,
hipognata e bem esclerotizado, a boca esta situada na parte apical, possui coloracdo marrom e
é recoberta por cerdas de varias estruturas, dentre as quais se destacam as cerdas esfarpeladas,

gue sé@o as mais predominantes (Figura 8).

Cabega Toérax Abdomen

Cerda caudal interna

Pr6 Meso Meta 1 il

Cerda caudal externa

Fig. 8 — Aspecto geral da larva de quarto estddio de flebotomineo mostrando as cerdas
internas e externas.
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O corpo da larva é achatado dorso-ventralmente, segmentado, dividido em trés
segmentos toracicos, onde os espiraculos anteriores ficam localizados lateralmente em curto
tubérculo no protérax, e nove segmentos abdominais. Os sete primeiros segmentos
abdominais possuem pseudopatas. O oitavo segmento apresenta area bastante esclerotizada
com dois curtos tubérculos, onde se situam os espiraculos posteriores. As larvas possuem dois
pares de longas cerdas caudais escuras.

As pupas inicialmente apresentam coloracdo esbranquicada ou amarelada,
escurecendo, a medida que se aproxima a eclosdo dos adultos. Tém aspecto claviforme, sendo
0 abdémen a regido mais estreita curvada; a cabeca e o torax sdo curvados para trés. Os
Gltimos segmentos sdo recobertos pela exdvia larval. As pupas das trés espécies apresentam
praticamente todas as cerdas descritas para outras espécies de flebotomineos, diferindo no
tamanho e forma de algumas cerdas (Tabela 2).

Foram identificadas apenas as cerdas que diferem taxonomicamente as espécies desse
estudo e listadas nas descrigdes por espéecie. No cefalotdrax foram encontradas similaridades
no formato das cerdas frontais inferiores (2A), clipeais (1), pré-clipeais externas (02) e pré-
clipeais internas (01), sendo simples nas trés espécies (Figura 9A a D). Nao foram observadas

diferencas nas cerdas pré-alares das espécies.
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Fig. 9 — A — Lutzomyia scaffi; B — Lutzomyia shannoni C e D — Lutzomyia dendrophyla —
microfotografia de cefalotorax de pupas, mostrando a similaridade na forma das cerdas
frontais inferiores (2A), clipeais (1), pré-clipeais externas (02) e pré-clipeais internas (01),
sendo simples nas trés espécies.
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3.1.  Lutzomyia scaffi
3.1.1. Ovo

Os ovos de L. scaffi, possui a superficie do exocorio composta por poligonos com

formatos retangulares (Figura 10 A e B).

Fig. 10 A e B — caracteristica do exocoério de ovo eclodido de Lutzomyia (Psathyromyia)
scaffi, com detalhe das formacdes retangulares destacados em vermelho.

3.1.2. Larva

Das espécies ja descritas, a larva de L.scaffi apresenta 0 maior comprimento, 5,7 mm.
Sherlock & Carneiro (1963), quando da descricdo de Phlebotumus bahiensis encontraram um
tamanho médio de 2,25 mm; para L. longipalpis, Guiton & Sherlock (1969) e Leite &
Williams (1996) encontraram tamanhos de 3,5 mm e 3,29 mm respectivamente e Gemetchu

(1976) encontrou um tamanho médio de 4,5 mm para Phlebotomus longipes.
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Cabeca

Com formato ovoide; comprimento de 320 um (300-350) e a largura de 248,75 pm
(270-225). No tagma cefalico dorsal foi encontrado as seguintes cerdas: labro basais
posteriores (LBP), simples e espiniformes; frontoclipeal anterior (1), cerda esfarpelada em
forma de escova, cerda frontoclipeal posterior (2), cerda esfarpelada em forma de escova e
genal anterior (3), simples e espiniforme. Cerdas genais mediais (4) e posteriores (5), cerdas
esfarpeladas em forma de escova. Para o tagma cefalico ventral foi encontrado as cerdas pos-
genais ventrais (6) e subgenais (7), simples (Figura 11 A). Para as mandibulas encontramos
duas cerdas longas, simples no meio do dorso (S1 e S2), e uma cerda simples (S6) na margem
superior. Do lado ventral aparecem trés cerdas, uma na parte superior (S5) e duas na parte
central do meio da mandibula (S3 e S4). Na parte inferior da mandibula, temos trés dentes
apicais fortes, bem como um l6bulo protuberante, onde estdo inseridos os pelos mandibulares.
Presenca de dois processos latero-mandibulares, observaveis somente com a mandibula bem
clarificada. Cada maxila apresenta trés cerdas simples, S1 na parte dorsal apical e duas (S2 e
S3) na parte proximal. Processo maxilar no meio da estrutura. Margem da parte dorsal com
pequenas cerdas esparsas em forma de pente (Figura 11 B a E). As estruturas descritas sdo
comuns as trés espécies deste estudo. Todas as cerdas do tagma cefalico sdo inseridas em
pequenos tubérculos. Nas trés espécies estudadas do subgénero Psathyromyia, L. scaffi, L.

dendrophyla e L. shannoni ndo se observou nenhuma variagdo morfoldgica nestas estruturas.
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Fig. 11 — A — Microfotografia de cabeca de larva de quarto instar de Lutzomyia
(Psathyromyia) scaffi — CL — clipeo; VD- Vista Dorsal: L.B.P. — labro basal posterior;
1C — frontoclipeal anterior; 3C — genal anterior; 4C — genal medial; 5C — genal posterior;
VV - Vista Ventral: 2C — frontoclipeal posterior; 6C — pos-genal; 7C — subgenal
(Arrivillaga et. al., 1999); B — mandibula e maxila — disposicdo das cerdas simples S1, S2
e S3, inseridas na mandibula e processo maxilar (P.Mx.); C — pelos mandibulares (P.M.);
D — cerdas simples da maxila: S1, S2 e S3; E — mandibula com as cerdas S1, S2, S5 e S6.

Antena

As larvas apresentam segmentos antenais subiguais, implantados em um tubérculo
antenal, com o segundo segmento apresentando sensilas campaniformes em sua base e na
extremidade a sensila apical da antena (Figura 12). Medidas das antenas com tamanho médio
com o tubérculo foi de 85um (75-100) ¢ sem o tubérculo foi de 48,75um (40-55). Os

segmentos antenais sao aproximadamente a metade do tubérculo.
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Fig. 12 — Antena da larva de quarto instar de Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi — ta. —
tubérculo antenal; s.c. — sensilas campaniformes; 1° e 2° segmentos antenais; s.a.a. —

sensila apical da antena.

Torax
O toérax é dividido em trés segmentos: protorax, mesotdrax e metatérax. Meso e

metatdrax possuem cerdas homologas a segunda fileira do protérax, tanto na regido dorsal

guanto na regido ventral. (Fig. 13 A, B, C e D).
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Fig. 13 — Representacdo esquemaética de A e B: torax e abddémen de larva de quarto instar de
Lutzomyia (Psathyromyia) (figura modificada de Pessoa et. al., 2008). C e D —
microfotografias de torax. Cerda “4”’em amarelo; cerdas 3,7 e 8 (em vermelho) de
Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi apresentaram diferencas significativas das outras
espécies. VD — vista dorsal; VV — vista ventral, PT — protorax, ea — espiraculo anterior,
MS — mesotérax, MT — metatorax, cerdas de 1 — 15: AB — segmentos abdominais de 1 a
7, cerdas de 2 — 15, AB8 — oitavo segmento abdominal, ep — espiraculo posterior, AB9 —
nono segmento abdominal — ce — cerda caudal externa, ci — cerda caudal interna.
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Na parte anterior do protérax ha presenca de uma pequena cerda (4) de 5 a Sum
aproximadamente, mencionada por Abonnenc (1956a) e Forattini (1973) como cerda “a”,
localizada préximo ao encontro do térax com a cabeca (Fig. 13 C em amarelo). Quetotaxia do
protérax lado dorsal: tergito com duas fileiras de cerdas, a primeira fileira de cerdas com
quatro pares (interna dorsal, intermediaria dorsal, externa dorsal e ventrolateral anterior) e
cerda “a” e a segunda fileira com trés pares (submediana dorsal, dorsal média e dorsolateral)

(Figuras 13 A a D); espiraculos anteriores formados de oito a 10 papilas (Figuras 14 A a C).

Fig. 14 — A a C — espiraculos anteriores encontrados em Lutzomyia (Psathuromyia) scaffi
formados por oito a 10 papilas.

Para a regido ventral: esternito com dois pares de cerdas na primeira fileira (externa
ventral e interna ventral) e a segunda fileira com seis pares (basal, pds-venrolateral, pos-
ventral, média ventral, intermediaria ventral e submediana ventral) (Figuras 15 A e B). As
cerdas sdo semelhantes do tipo esfarpeladas em forma de escova, onde algumas apresentam
diferencas em seus tamanhos (Tabela 2).
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Fig. 15 — A e B — cerdas da regido ventral do protérax de Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi —
A — cerdas esfarpeladas ventral externa (5) e ventral interna (6); B — anterior ventrolateral
(4), basal (10), pos-ventrolateral (11), média ventral (13) e ventral intermediaria (14),
esfarpeladas; pés-ventral (12), simples e ventral submediana (15), espiniforme.

Tabela 2 — Tabela correspondente ao numero, tipo e tamanho das cerdas de cada segmento
larval (N = 4 — tamanho em um) das larvas de quarto instar de Lutzomyia scaffi,
Lutzomyia dendrophyla e Lutzomyia shannoni.

Parte docorpoda N°da  Tipo de . .
larva cerda cerda L. scaffi L. dendrophyla L. shannoni
Cabeca
Labro basal - 131,2 (125- 106,2 (100-
posterior Espiniforme 86,2 (75-100) 145) 125)
Frontoclipeal 177,5 (160- 211,2 (195- 205,0 (200-
anterior 1 Esfarpelada 190) 225) 210)
Frontoclipeal 5 Esfarpelada 138,7 (130- 196,2 (185- 201,2 (200-
posterior P 150) 200) 205)
Genal anterior 3  Esfarpelada 76,2 (55-80) 76,2 (75-80) 81,2 (75-85)
.- 157,5 (150- 172,5 (150- 186,2 (185-
Genal médial 4  Esfarpelada 165) 185) 190)
. 117,5 (100- 208,7 (185- 200,0 (195-
Genal posterior 5  Esfarpelada 125) 225) 205)

- . i 136,2 (125- 136,2 (135-
Pbs-genal 6 Simples 90,0 (65-115) 150) 140)
Subgenal 7 Simples 86,2 (75-100) 45’36(97")"7' 64,67 (53,3-72)

Protorax
Dorsal interna 1  Esfarpelada 82,5 (75-95) 80,0 (75-90) 67,5 (60-75)
Dorsal intermediaria 2 Esfarpelada 85 (65-110) 61,2 (60-65)  106,2 (60-135)
Dorsal externa 3  Esfarpelada 115 (100-140) 108,7 (95-145) 81,2 (65-100)
Ombro acessoério a  Espiniforme 31,8 (26-37,3) 32,0 (24-40) 32’37(:23?’3'
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5 .
Parte do corpo da N°da  Tipo de L. scaffi L. dendrophyla L. shannoni
larva cerda cerda
Anterior 4 Esfarpelada 125,0 (110- 148,7 (140- 127,5 (120-
ventrolateral P 135) 155) 135)
Ventral externa 5 Esfarpelada 87,5(80-100) 96,2 (75-120) 96,2 (90-105)
Ventral interna 6  Esfarpelada 77,5(65-95) 95,0 (80-120) 75,0 (70-80)
Submediana dorsal 7  Esfarpelada 43,7 (40-45) 36,2 (30-45) 35,0 (30-40)
Média dorsal 8 Esfarpelada 65,0 (60-75) 56,2 (45-60) 47,5 (35-55)
107,5 (100- 113,7 (105-
Dorsolateral 9  Esfarpelada 110) 120) 77,5 (55-100)
Basal 10 Esfarpelada 51,2 (50-55) 57,5 (55-65) 98,7 (70-125)
Pés-ventrolateral 11 Esfarpelada 91,2 (85-100) 110’101805' 97,5 (90-100)

- - ) 24,6 (21,3- 22,9 (18,6-
Pds-ventral 12  Espiniforme 18,6 (16-24) 26.6) 26.6)
Média ventral 13 Esfarpelada 51,2 (50-55) 56,2 (35-70) 51,2 (50-55)
Ventral 18,6 (13,3-
intermediria 14  Esfarpelada 26.6) 19,0 (15-26,6) 25,3 (10,6-32)

. . 38,6 (26,6-
Ventral submediana 15 Simples 53.3) 44,0 (40-50,6) 37,2 (26,6-45)

Meso e Metatorax

- - ) 25,0 (18,6- 24,1 (18,7-

Ombro acessorio a  Espiniforme 25,8 (24-26,6) 26.6) 26.7)
Anterior 4 Esfaroelada 141,2 (125- 175,0 (160- 157,5 (135-

ventrolateral P 155) 195) 175)
Dorsal submediana 7  Esfarpelada 57,5 (55-60) 39,3 (30-45) 36,2 (30-45)
Média dorsal 8 Esfarpelada 75,0 (75-75) 64,3 (45-95) 53,7 (50-60)
130,0 (125- 130,0 (115- 126,8 (120-

Dorsolateral 9  Esfarpelada 135) 145) 130)
Basal 10 Esfarpelada 61,2 (60-65) 72,5(100-125) 77,5 (70-85)

. 111,8 (100- 110,6 (100-
Pés-ventrolateral 11 Esfarpelada 98,7 (50-145) 125) 115)

) . 25,6 (21,3- 23,6 (21,3-
Pos-ventral 12 Espiniforme 22,0 (21,3-24) 29.3) 26,7)
Média ventral 13  Esfarpelada 68,7 (55-105) 65,6 (45-95) 54,3 (50-60)
Ventral i 22,0 (13,3- 22,1 (13,3-
intermediaria 14  Esfarpelada 25,9 (24-26,6) 34.6) 29.3)
Ventral submediana 15 Simples 36,0 (32-40) 38,6 (32-50,6) 33,7 (32-37,7)

Segmentos
abdominais 1-7
Dorsal intermediaria 2 Trifida 14,2 (13,3-16) 17,0 (14-18,6) 15,25 (14-16,6)
Anterior 4 Esfarpelada 156,7 (147,5- 157,4 (150-  148,1 (137,5-
ventrolateral P 165) 163,7) 152,5)
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5 .
Parte do corpo da N°da  Tipo de L. scaffi L. dendrophyla L. shannoni
larva cerda cerda
: 34,8 (22,5- 30,2 (18,7- 26,5 (23,7-
Dorsal submediana 7  Esfarpelada 51.2) 41.2) 38.7)
o 43,1 (27,5- 40,0 (31,2-
Média dorsal 8  Esfarpelada 58,1 (41,2-80) 57.5) 52.5)
157,1 (147,5- 181,8(178,7- 159,0 (153,7-
Dorsolateral 9  Esfarpelada 161.2) 186.2) 170)
111,8 (100- 102,4 (93,7-
Basal 10 Esfarpelada 99,4 (95-110) 126.2) 117.5)
Pds-ventrolateral 11 Simples 43’28(38’3_ 46,4 (42,6-50) 40,1 (34-45,2)
Pds-ventral 12 Espiniforme 20,8 (20-22,6) 22’275%())’6' 24,1 (20-34)
. . 117,0 (97,5- 112,9 (93- 121,2 (105-
Ventral submediana 15 Simples 130) 137,5) 130)
Segmento
abdominal 8
Anterior 4 Esfaroelada 102,5 (100- 118,7 (100- 113,7 (100-
ventrolateral P 105) 140) 130)
Submediana dorsal 7  Esfarpelada 31,2 (30-35) 36,2 (30-45) 32,5 (30-35)
o 143,7 (140- 193,7 (170- 166,2 (155-
Média dorsal 8  Esfarpelada 145) 210) 170)
151,2 (145- 166,2 (150- 182,5 (170-
Dorsolateral 9  Esfarpelada 155) 180) 200)
Basal 10 Simples 22,0 (18,6-24) 24,3 (20-26,6) 23,0 (20-26,6)
Pds-ventrolateral 11 Esfarpelada 52,0 (48-53,3) 51,3 (48-56) 51,3 (48-56)
Pos-ventral 12 simples 171?8(3’3- 24,0 (16-29.3) 21,3 (16-29,3)
. i 56,0 (53,3- 56,0 (53,3-
Ventral submediana 15  Esfarpelada 92,5 (65-110) 61.3) 58.7)
Segmento
abdominal 9
Anterior . 557,5 (480- 711,2 (545- i
ventrolateral 4 Simples 660) 860) 565 (550-590)
: . 262,5 (225- 293,7 (280- i
Dorsal submediana 7 Simples 300) 310) 235 (215-245)
Média dorsal 8 Esfarpelada 40,0 (35-45) 43,7 (40-45) 46,2 (40-50)
Dorsolateral 9  Esfarpelada 47,5 (40-50) 61,2 (60-65) 48,7 (40-55)
fo . ) 281,2 (260- 246,2 (220-
Pds-ventrolateral 11 Simples 320 (275-375) 320) 265)
Pds-ventral 12 Simples 54,0 (48-58,6) 71,0 (60-85,3) 52,6 (48-58,6)
Ventral submediana 15 Simples 37’22(%?’3_ 43,2 (32-53,3) 34,5 (29,3-45)
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5 .
Parte do corpo da N°da  Tipo de L. scaffi L. dendrophyla L. shannoni

larva cerda cerda
. . 2,52 (2,47- 2,3 (2,1-
Caudal interna Cl Simples 2 63mm) 2.6mm) 2,3 (2,1-2,5)
. 2,37 (2,26- 2,1(2,1-
Caudal externa CE Simples 2 44mm) 2 2mm) 2,1(2,0-2,2)

Mesotdrax e Metatorax: cerdas de quatro a 15 e cerda “a”, similares ao protorax. Sdo
cerdas esfarpeladas em forma de escova, a excecdo as cerdas pds-ventrais e submedianas
ventrais que séo simples e espiniformes.

Abdomen: cerdas abdominais com a mesma distribuicdo proposta por Ward (1976a).
Segmentos de 1-7 sdo semelhantes em tamanho e forma. Na regido dorsal encontramos as
cerdas intermediarias dorsais (2), em escova; ventrolateral anterior (4), submediana dorsal (7)
média dorsal (8), dorsolateral (9), esfarpeladas em forma de escova; pos-ventrolateral (11),
pos-ventral (12) e submediana ventral (15), simples espiniformes, presenca da cerda basal
(10), esfarpelada. As cerdas submediana dorsal e média dorsal decrescem de tamanho ao
longo dos segmentos abdominais.

O oitavo segmento apresenta area bastante esclerotizada com dois curtos tubérculos,
onde se situam os espiraculos posteriores formados por 16 papilas; presenca de um par de

sensilas campaniformes e um padrdo de manchas circulares mais claras, dispostas umas ao

lado das outras, formando pequenas depressdes em algumas partes desta regido (Figuras 16 e
17 AaD).

Fig. 16 — espiraculo posterior de larva de quarto instar de Lutzomyia scaffi composto por 16
papilas.
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Fig. 17 — Microfotografias dos oitavo e nono segmentos abdominais — A — oitavo segmento
abdominal, com localizacdo das cerdas anterior ventrolateral (4), submediana dorsal (7),
média dorsal (8), dorsolateral (9), todas esfarpeladas, sensila campaniforme (s.c.) e
espiraculo posterior (e.p.); destaque em vermelho para as manchas circulares dispostas
neste segmento, mostrando a formacéo de depressdes (B, C e D).

As cerdas anteriores ventrolaterais (4), dorsal submediana (7), média dorsal (8),

dorsolateral (9), pos-ventrolateral (11) e ventral submediana (15) sdo do tipo esfarpeladas; a

basal (10) e a p6s-ventral (12) sdo simples (Fig. 18 E).

70



Fig. 18 E — Microfotografia do oitavo segmento mostrando as cerdas esfarpeladas anteriores
ventrolaterais (4), médias dorsais (8), dorsolaterais (9), pos-ventrolaterais (11), ventrais
submedianas (15) e as cerdas simples basais (10) e pos-ventrais (12).

No nono segmento, com excec¢do das cerdas médias dorsais (8) e dorsolaterais (9) que
sdo esfarpeladas, todas as outras sdo simples: anteriores ventrolaterais (4), dorsais
submedianas (7), pés-ventrolaterais (11), pds-ventrais (12), ventrais submedianas (15) e
cerdas internas (Cl) e externas (CE), que foram as maiores cerdas dentre as trés espécies
estudadas (Tabela 6) (Figura 19).
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Fig. 19 — Microfotografia do nono segmento abdominal mostrando as cerdas anteriores
ventrolaterais (4), dorsais submedianas (7), pos-ventrolaterais (11), pds-ventrais (12) e
ventrais submedianas (15), caudal interna (c.i.) e caudal externa (c.e.) que sédo simples,
que estdo quebradas na foto e as cerdas médias dorsais (8) e dorsolaterais que sdo
esfarpeladas.

3.1.3. Pupa

Em L. scaffi, no cefalotérax a cerda vertical (3) é encrespada longa, mantendo este
padrdo para as cerdas frontais superiores (2B) e pos-oculares superiores (4) e cerdas poés-
oculares médias (5). As cerdas pos-oculares internas (6A) e pos-oculares inferiores externas
(6B), séo bifidas e longas. N&o foi observada diferenga na cerda pré-alar (10) dessa espécie,
que é encrespada grossa, em relacdo as outras. Na regido abdominal a diferenca observada

ocorreu na cerda lateral anterior (8) que é muito curta e bifida (Figuras 20 A a F) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Quetotaxia pupal de flebotomineos - tabela correspondente a nomenclatura,
nimero e tipo de cerdas encontradas em Lutzomyia scaffi, Lutzomyia dendrophyla e
Lutzomyia shannoni.

Pupa Espécies
, N° da . .
Cefalotorax cerda L. scaffi L. dendrophyla L. shannoni
Pré-clipeal 01 espiniforme espiniforme espiniforme
Pré-clipeal externa 02 espiniforme espiniforme espiniforme
Clipeal 1 espiniforme espiniforme espiniforme
Frontal inferior 2A espiniforme espiniforme espiniforme
Frontal superior 2B encrespada longa  espiniforme espiniforme
Vertical 3 encrespada longa espiniforme espiniforme
Pds-ocular superior 4 encrespada longa  espiniforme espiniforme
Pds-ocular media 5 encrespadalonga  espiniforme espiniforme
Pds-ocular interna 6A bifida longa espiniforme espiniforme
Pos-ocular inferior 6B bifida longa espiniforme espiniforme
externa
Pré-alares 10 encrespada encrespada encrespada
grossa grossa grossa

Abddmen
Lateral anterior 8  encrespada curta bifida longa espiniforme
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Fig. 20 — A a F — Microfotografias da quetotaxia pupal de Lutzomyia scaffi — A — cerda
vertical (3), encrespada longa; B — frontal superior (2B), encrespada longa; C — p6s-ocular
superior (4), encrespada longa; C — pés-ocular média (5), encrespada longa; D — pés-
ocular interna (6A), bifida; D — pds-ocular inferior externa (6B), bifida longa; E — pré-
alares (10), encrespadas grossas e F — lateral anterior (8), encrespada curta.
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3.2.  Lutzomyia dendrophyla
3.2.1. Ovo

A superficie do exocorio dos ovos de L. dendrophyla, écomposta por poligonos com
formatos pentagonais ou hexagonais (Figura). Ndo foram obtidas boas imagens na

microscopia de varredura, sendo entdo utilizada a microfotografia de Ward & Ready (1975)

(Figura 21 A e B) para representacdo dessa descricéo.

Fig. 21 — A e B - Microfotografia de Microscopia eletronica de varredura do exocério do ovo
de Lutzomyia dendrophyla modificada de Ward & Ready (1975). Em vermelho, detalhes
das formas dos poligonos do ornamento.

3.2.2. Larva

A larva apresentou 4,9 mm de comprimento. Se comparada a algumas espécies
descritas, L. dendrophyla é relativamente maior; Ximenes et. al., (2001) em trabalho realizado
sobre caracteristicas do ciclo bioldgico de L. evandroi (Costa Lima & Antunes, 1936) em
condicBes experimentais, citaram o tamanho médio de 2,8 mm para larvas de quarto instar; e
Ferro et. al. (1998), descrevendo ciclo de vida de L. shannoni, registraram um tamanho médio

de 4,7 mm para as larvas maduras.
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Cabeca

Com formato de ovoide; comprimento 343,7 um (315-360) e a largura de 271,2 um
(265-275). No tagma cefalico dorsal, destacamos a cerda labro basal posterior, simples e
espiniforme que na espécie apresentou o maior comprimento em relacdo aos demais (Tabela
6). O tubérculo antenal é duas vezes maior que 0s segmentos antenais (Figura 22). As outras
cerdas dispostas no tagma cefalico sdo semelhantes & L. scaffi, inseridas em pequenos

tubérculos.

Fig. 22 — Microfotografia da cabeca de Lutzomyia dendrophyla mostrando o longo tubérculo
antenal (t.a.), os 1° e 2° segmentos antenais e as cerdas labro basais posteriores (L.B.P.).

Antena

Os segmentos antenais das larvas de L. dendrophyla estdo inseridos em um grande
tubérculo, onde o primeiro segmento antenal é mais que a metade do segundo segmento, este
apresentando sensilas campaniformes em sua base e em sua extremidade a sensila apical da
antena (Figura 23 A a C). Nas medidas antenais, o tamanho médio foi de 170um (150-180)

com o tubérculo e de 73,7um (70-75) sem o tubérculo.
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Fig. 23 — Microfotografia da antena de Lutzomyia dendrophyla; A — longo tubérculo antenal;
B — 1° e 2° segmentos antenais, sensilas campaniformes (s.c.) e C em destaque a sensila
apical da antena (s.a.a.).

Torax

Para a quetotaxia do protdrax, meso e metatorax e 0s segmentos abdominais de um a
sete, as cerdas sdo semelhantes com pequena variacdo entre as espécies (Tabela 6); os
espiraculos anteriores sdo constituidos por sete 16bulos (Figura 24).

Fig. 24 — Microfotografia mostrando o espiraculo anterior de Lutzomyia dendrophyla formado
por sete l6bulos.
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O oitavo segmento abdominal, também apresenta area bastante esclerotizadacom dois
curtos tubérculos, onde se situam os espiraculos posteriores ndo foram visualizados; presenca
de sensila campaniforme e o padrdo de manchas mencionadas anterioremente (Figura 25 B).
A cerda média dorsal (8) apresentou um maior tamanho em relacdo as outras duas espécies
(Tabela 1) (Figura 25 A). As cerdas caudais também sdo longas, aproximadamente do

tamanho do corpo da larva (Tabela 6) (Figura 25 A).

Fig. 25 A e B — Microfotografia do oitavo e nono segmentos abdominais; A — anterior
ventrolateral (4), submediana dorsal (7), média dorsal (8), dorsolateral (9), cerdas
esfarpeladas e os padroes de manchas circulares em destaque do oitavo segmento
abdominal; o nono segmento apresenta as cerdas anteriores ventrolaterais (4), dorsais
submedianas (7), pos-ventrolaterais (11), pds-ventrais (12) e ventrais submedianas (15),
caudais internas (c.i.) e caudais externas (c.e.) que sdo simples, e as cerdas médias dorsais
(8) e dorsolaterais que sdo esfarpeladas.

No nono segmento, as cerdas anteriores ventrolateral (4), uma cerda simples, dorsal
submediana (7), simples, dorsolateral (9), farpada e pds-ventral (11), simples, foram as
maiores cerdas encontradas entre as espécies. Presenca do par de cerdas caudais internas e

externas (Figura 25 A).
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3.2.3. Pupa

No cefalotérax as cerdas verticais (3), as frontais superiores (2B), as pos-oculares
superiores (4), pos-oculares médias (5), pés-oculares internas (6A), pds-oculares inferiores

externas (6B), sdo todas espiniformes; as cerdas pré-alares (10) sdo encrespadas e grossas, e

na regido abdominal a cerda lateral anterior (8) é bifida longa (Figura 26 Aa F).

Fig. 26 - Microfotografias da quetotaxia pupal de Lutzomyia dendrophyla — A — cerda vertical
(3), encrespada longa; B — frontal superior (2B), C — pds-ocular superior (4), C — p0s-
ocular média (5), D — pds-ocular interna (6A), D — pés-ocular inferior externa (6B), séo
todas espiniformes; E — pré- alares (10), encrespadas grossas e F — lateral anterior (8),
bifida longa.
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3.3.  Lutzomyia shannoni
3.3.1. Ovo

A superficie do exocdrio dos ovos de L. shannoni, é composta por poligonos em forma
de trapézio (Figura 27 A e B).

Fig. 27 — Microfotografia caracteristica do exocorio de ovo eclodido de Lutzomyia shannoni
(A), com detalhe de formacdes trapezoidais destacados em vermelho (B).

3.3.2. Larva

A larva de L. shannoni apresentou 4,7 mm de comprimento sendo das trés espécies a
menor larva, porém se comparada a outras espécies descritas € maior. Descrevendo as larvas
de quarto instar de L. carmelinoi (Ryan, Frahia, Lainson & Shaw, 1986) e L. lenti
(Mangabeira, 1938), Pessoa et. al., (2008), encontraram um tamanho médio de 3,55 mm para
ambas as larvas e Ferro et. al., (1998) encontraram 0 mesmo tamanho médio para as larvas de

L. shannoni, 4,7 mm.
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Cabeca

Com formato ovéide; comprimento 327,5 um (315-350) e a largura de 276,2 um (265-
300). No tagma cefalico dorsal de L. shannoni a cerda genal médial (4), apresenta tamanho
diferenciado das outras duas espécies, as outras cerdas sdo semelhantes em tamanho e da

mesma forma inseridas em pequenos tubérculos (Figura 28).

Fig. 28 — Microfotografia da cabeca de Lutzomyia shannoni mostrando o tubérculo antenal
(t.a.), destacando em vermelho o0s segmentos antenais, onde 1° segmento &
aproximadamente duas vezes maior que 2°, as cerdas labro basais posteriores (L.B.P.) e a
cerda genal média (4), esfarpelada, a maior cerda das trés espécies; Md. — mandibula e
Mx. - maxila cabeca.

Antena

O primeiro segmento antenal é quase duas vezes maior que o segundo segmento, onde
se encontram as sensilas papiliformes e a sensila apical da antena. O tamanho médio com o
tubérculo foi de 120um (105-130) e sem o tubérculo antenal foi de 63,75um (60-65) (Figura
29).

81



Fig. 29 — t.a. — tubérculo antenal de Lutzomyia shannoni, mostrando os dois segmentos
antenais e a sensila apical da antena (s.a.a.).

Torax

No protdrax, encontramos a pequena cerda “4” na juncao da cabega com o torax sdo
destacadas as cerdas dorsais intermediérias (2), basais (10) e ventrais intermediarias (14), que
na espécie apresentou o maior tamanho (Tabela 6). Os espiraculos anteriores sdo formados

por oito l6bulos (Figura 30 Aa C).
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Fig. 30 — cerdas do protérax dorsal — A — dorsal interna (1), dorsal intermediaria (2), a maior
cerda apresentada para as trés espécies, dorsal externa (3) e anterior ventrolateral (4),
todas as cerdas esfarpeladas e cerda “a”, espiniforme; B — no protorax ventral as cerdas
basais (10) e ventrais intermediarias (14), esfarpeladas, apresentaram o maior tamanho nas
espécies; também visualizadas as cerdas pos-ventrolaterais (11), esfarpeladas, pds-ventrais
(12), espiniformes, médias ventrais (13), esfarpeladas e ventral submediana (15),
espiniforme; C — espiraculo anterior formado por oito I6bulos.

O oitavo segmento abdominal também apresenta area esclerotizada com dois curtos
tubérculos, onde se situam os espiraculos posteriores formados por 14 Iébulos; presenca de
sensila campaniforme e 0 mesmo padrdo de manchas apresentadas nas outras duas espécies
(Figura31 AaC).
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Fig. 31 — A — Microfotografia do oitavo e nono segmentos abdominais — cerdas anteriores
ventrolaterais (4), submedianas dorsais (7), médias dorsais (8) e dorsolaterais (9), que sdo
cerdas esfarpeladas, localizacdo do espiraculo posterior formado por 14 1ébulos (A e C) e
sensila campaniforme (s.c.); B — as manchas circulares em destaque no oitavo segmento
abdominal sdo comuns as outras duas espécies; no nono segmento abdominal (A) faltam
algumas cerdas, as representadas sdo as cerdas anteriores ventrolaterais (4), dorsais
submedianas (7), caudais internas (c.i.) e caudais externas (c.e.) que sdo simples, e as
cerdas médias dorsais (8) e dorsolaterais que sdo esfarpeladas. As cerdas caudais internas
e externasaparece somente a insercdo das mesmas.

No nono segmento abdominal, a cerda média dorsal (8) foi ligeiramente maior que nas

outras duas espécies (Figura 31 A); as cerdas caudais internas e externas apresentaram
tamanhos semelhantes aos de L. dendrophyla.
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3.3.3. Pupa

A cerda vertical (3) no cefalotérax é simples e longa; as cerdas frontais superiores
(2B), pds-oculares superiores (4) e pds-ocular média (5) sdo simples. As cerdas pds-oculares
internas e pos-oculares inferiores externas sdo simples. Na regido abdominal as cerdas laterais

anteriores (8) sdo simples (Figuras 32 Aa E).

Fig. 32 — Microfotografias da quetotaxia pupal de Lutzomyia shannoni — A — cerda vertical
(3), encrespada longa; B — frontal superior (2B), C — p6s-ocular superior (4), C — pds-
ocular média (5), D — pés-ocular interna (6A), D — po6s-ocular inferior externa (6B), sdo
todas espiniformes; E — pré- alares (10), encrespadas grossas e F — lateral anterior (8),
espiniforme.
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4. DISCUSSAO

A ornamentacdo do exocério das espécies Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi, L. (P.)
dendrophyla e L. (P.) shannoni, apresentaram variacao no padrao morfoldgico, que apesar de
serem semelhantes, pode significar adaptagdes relacionadas ao ambiente de desenvolvimento
dos ovos.

Para a quetotaxia cefalica, apesar de haver consenso que as cerdas labrais tém pouca
ou nenhuma importancia taxondmica (Ward 1976a; Arrivilaga et. al., 1999), ndo foi o
esperado para o0 nosso estudo, que mostrou a cerda labro basal posterior como um importante
diferencial taxonémico para as espécies estudadas. Foram encontradas diferengas
significativas entre o comprimento das cerdas labro basais em L. dendrophyla e L. scaffi
(p=0,030), mas nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre o tamanho das cerdas de
L. dendrophyla e L. shannoni (p=0,060). = Para as analises estatisticas das cerdas labro
basais das larvas deflebotomineos destas espécies, foi aplicado o teste estatistico ndao-
paramétrico Kruskal-Wallis (H= 8,654, p < 0,01). Também foi aplicado o teste Kruskal-
Wallis para o tamanho das antenas, onde se encontrou diferencas significativas no tamanho
das antenas das trés espécies, sendo visivelmente a maior antena e o maior tubérculo
encontrado em L. dendrophyla (H= 9,846, p < 0,030).

Para o torax, foi encontrada diferenca entre as cerdas intermediarias dorsais (2),
externa dorsal (3), submediana dorsal (7) e média dorsal (8). Em relacdo a cerda intermediaria
dorsal, o maior tamanho foi encontrado em L.shannoni; para as cerdas externa dorsal,
submediana dorsal e média dorsal os maiores comprimentos foram registrados em L. scaffi.
Nos segmentos abdominais de um a sete, registramos a presencga da cerda basal (10), cerda
ndo encontrada nos estudos de quetotaxia feito por Ward (1976a) e Pessoa et. al., (2008)
(Tabela 1).

O sistema espiracular de larvas de flebotomineos é mais desenvolvido no abdémen do
que no torax, com um pequeno par de espiraculos anteriores e outro ligeiramente maior nos
posteriores (Fausto et. al., 1999). Espiraculos larvais tém sido considerados como uma
possivel ferramenta para identificacdo de imaturos, podendo ser aplicado em estudos
filogenéticos (Fausto et. al., 1998, 1999; Pessoa et. al., 2000).

Nos estudos de morfologia dos espiraculos de larvas de quarto instar das trés espécies,

as larvas L. scaffi apresentaram de sete a 10 Iébulos nos espiraculos anteriores e 16 nos
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espiraculos posteriores; as larvas de L. dendrophyla apresentaram 7 I6bulos em seus
espiraculos anteriores, ndo sendo visualizados os posteriores e as larvas de L. shannoni com
oito I6bulos nos espiraculos anteriores e 14 l6bulos nos espiraculos posteriores. Fausto et. al.
(1998), em estudo realizado sobre o sistema espiracular larval de oito espécies de larvas de
flebotomineos, mostrou uma variagdo no nimero de l6bulos nos espirdculos de L. Young e L.
trinidadenses de no minimo seis e no maximo nove papilas; no mesmo estudo para L.
longipalpis este nimero variou de no minimo 11 papilas e um maximo de 19. NUmeros
semelhantes a estes, foram encontrados por Pessoa et. al. (2000), em larvas flebotomineos do
Estado do Ceara, que variavam de oito a 16 papilas. Nas espécies aqui estudadas, este
numero foi de no minimo sete e no maximo de 16 papilas. No oitavo segmento das larvas
aqui estudadas, hd a presenca de uma faixa esclerotizada na larva de quarto instar, onde
encontramos as sensilas campaniformes; foi observado também um padrdo de manchas mais
claras dispostas de forma organizada nesta regido, das trés espécies, provavelmente se
tratando de estruturas sensoriais.

Na quetotaxia pupal, foram encontradas diferencas significativas nas formas das
cerdas localizadas no cefalotérax e abdémen, e outras semelhantes na regido inferior do

cefalotdrax onde algumas cerdas, tiveram um padrédo comum para as trés especies.
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5. CONCLUSAO

As estruturas anatdmicas encontradas na capsula cefalica, térax e seguimentos
abdominais das larvas, que foram utilizados para diferenciacdo das espécies, se mostraram
bastante eficazes, assim como a utilizacdo da quetotaxia pupal. Conclui-se, com esse estudo,
que os caracteres taxondmicos utilizados foram importantes para adicionar carater na
diferenciacdo das larvas de flebotomineos de espécies cripticas do subgénero Psathyromyia da

Amazonia Central Brasileira.
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CAPITULO 11l

“Morfometria geométrica de asas de trés espécies cripticas de Lutzomyia (Psathyromyia)

Barretto, 1962, (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) da Amazonia Central”

RESUMO: As fémeas de Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi, Lutzomyia (Psathyromyia)
dendrophyla e Lutzomyia (Psathyromyia) shannoni sdo dificeis de identificar por causa de
suas semelhancas morfologicas. Essas espécies ocorrem em simpatria e sdo consideradas
como vetoras ou vetoras suspeitas de parasitos como Leishmania. A correta identificacdo de
espécies de flebotomineos é importante para estratégias de controle e vigilancia. O objetivo
deste trabalho é diferenciar L. (P.) dendrophyla, L. (P.) scaffi e L. (P.) shannoni utilizando
como ferramenta a morfometria geométrica. Foram utilizadas 23 fémeas de L. (P.)
dendrophyla, 23 de L. (P.) scaffi e 20 de L. (P.) shannoni coletadas em campo e criadas no
laboratorio até F1. A asa direita das fémeas foi montada em laminas e fotografadas. Foram
identificados oito Pontos Anatdmicos de Referéncia (PARS) e transformados em matriz de
coordenadas, utilizando o programa COOWin. O tamanho centréide foi usado para analisar a
variacdo de tamanho da asa. A Andlise Generalizada de Procrustes (GPA), o algoritmo de
sobreposicao, foi utilizada para analisar variaveis de forma usando o programa MOG. Dados
do GPA foram usados para comparar variaveis de forma entre os grupos. Testes
estatisticosforam computados pelo programa PAST 1.57. Observou-se uma diferenca
significativa no tamanho da asa entre as trés espécies estudadas, onde L. (P.) shannoni
mostrou 0 maior tamanho da asa, L. (P.) scaffi, 0 menor tamanho (H: 8,306, p <0,01) tendo L.
(P.) dendrophyla apresentado um tamanho intermediario entre as duas espécies anteriores. As
diferengas foram significativas para L. (P.) scaffi e L. (P.) shannoni, mas ndo para L. (P.)
dendrophyla (p > 0,29). O mapa fatorial mostrou diferenca entre as configuracdes das trés
espécies, no entanto, alguns cruzamentos foram observados entre L. (P.) scaffi e L. (P.)
dendrophyla. A morfometria geométrica permitiu diferenciar as trés espécies de
flebotomineos. L. (P.) dendrophyla ndo foi significativamente diferente (p > 0, 29) das outras
duas espécies, mas 0 mapa fatorial mostra claramente a diferenciacdo dos trés grupos.

Palavras-chave: Vetor; Leishmaniose; taxonomia.
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“Wing geometric morphometrics of three cryptic species of Lutzomyia (Psathyromyia)
Barretto, 1962, (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) from Brazilian Amazon”

ABSTRACT: The females of Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi, Lutzomyia (Psathyromyia)
dendrophyla and Lutzomyia (Psathyromyia) shannoni are difficult to identify because of their
morphological similarity. These species have sympatric distribution and are considered as
vectors or suspected vectors of parasites such as Leishmania. The correct identification of
sand fly species is important component for control and surveillance strategies. The aim of
this work is to differentiate L. dendrophyla, L. scaffi and L. shannoni by geometric
morphometrics methods. F1 generations females of L. dendrophyla, L. scaffi and L. shannoni,
were collected obtained from Amazonian forest near Manaus progenitors. Right wings of the
F1 females obtained were slide mounted and photographed. Eight landmarks were identified
and transformed in coordinate matrix using COOWin program. Were used centroid sizes, to
analyze wing size variation. Generalized Procrustes Analysis (GPA), superimposition
algorithm, was used to analyze shape variables by MOG program. Data from GPA were used
to compare shape variables across groups. Statistics tests were computed by PAST program
1.57. It was observed a significant difference in the wing size between three studied species
where L. (P.) shannoni showed the higherst wing size, while L. (P.) scaffi was smalles.The
difference was significant between those 2 species(H: 8.306, p < 0.01), but not in L. (P.)
dendrophyla. Factor map showed real difference between the configurations of the three
species, however some intersection was observed between L. (P.) scaffi and L. (P.)
dendrophyla. Geometric morphometrics allowed differentiating the three sandfly species. L.
(P.) dendrophyla was not significantly different (p > 0, 29) of the other two species, but the

factorial map clearly shows the differentiation of the three groups.

Keywords: Vector; Leishmaniasis; taxonomy.
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1. INTRODUCAO

Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) sdo insetos de metamorfose
completa, isto é, com quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva (quatro instares larvais),
pupa e adulto (Forattini 1973). As fémeas sdo hematé6fagas, podendo transmitir varios agentes
patogénicos ao homem e outros animais (SVS 2007).

A subfamilia, devido & importancia sanitéria, tem sido relativamente bem estudada,
sendo geradas Varias propostas taxondmicas (Young & Duncan 1994; Galati 2003).

O subgénero Psathyromyia, é composto por espécies com diferencas morfoldgicas
bastante sutis, o0 que levou Young e Duncan (1994) a colocar L. (P.) pifanoi Ortiz, 1972 em
sinonimia com L. (P.) shannoni (Dyar, 1929). Outras duas espécies, L. (P.) abonnenci (Floch
& Chassignet, 1947) e L. (P.) pestanai (Barretto & Coutinho, 1941), sdo dificilmente
diferenciadas morfologicamente.

O uso da pigmentacdo toracica para separar fémeas de L. (P.) scaffi (Damasceno &
Arouck, 1956), L. (P.) dendrophyla (Manabeira Filho, 1942) e L. (P.) shannoni, foi
primeiramente usado por Morales et. al., (1982) para diferenciar flebotomos da Colémbia,
quando da descri¢do da fémea de L. (P.) scaffi.

As fémeas sdo muito parecidas sendo identificadas com certa dificuldade e suas
espermatecas sdo bastante semelhantes no que diz respeito principalmente a observagdo do
ducto individual, ducto comum e o corpo, que apresenta um formato de capsulas cilindricas
(Figura 33). A falta de caracteres evidentes e diferentes para separacdo dessas trés espécies
dificulta os estudos sobre biodiversidade, que poderiam ajudar a direcionar estratégias de

controle, uma vez que a resolucédo taxonémica € crucial para esse tipo de estudo.
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Fig. 33 — Formato da espermateca de fémeas de Lutzomyia (Psathyromyia) dendrophyla.

A diferenciacdo de espécies através de caracteres morfoldgicos tem sido amplamente
usada, mas nem sempre é suficiente, especialmente em se tratando de espécies cripticas.
Atualmente existem novas técnicas, como a morfometria geométrica, que permitem a
diferenciacdo entre espécies de varios grupos taxonémicos distintos. A morfometria
geométrica permite analisar a forma das estruturas. Os pontos anatdbmicos de referéncia
(PARs) sdo transformados em coordenadas cartesianas e superpostos usando a Analise
Generalizada de Procrustes — AGP, a partir do método dos minimos quadrados (Rohlf &
Marcus 1993; Slice 2007) e um estimador de tamanho, 0 Tamanho Centrdide € extraido, as
variaveis de conformacdo sdo obtidas e as coordenadas iniciadas sdo transformadas em
coordenadas residuais que serdo submetidas posteriormente a analises multivariadas.

A morfometria geométrica tem sido bastante utilizada em entomologia como, por
exemplo, na diferenciacdo dos membros do complexo de espécies de Simullium damnosum
Theobald (Diptera), Kriiger & Garms (1999) e para diferenciacdo de populagdes silvestres e
domeésticas de Panstrongylus geniculatus (Jaramillo et. al., 2002). Esta ferramenta também
tem sido usada na identificagdo de Cochliomyia hominivorax e Cochliomyia macellaria,
moscas que causam miiases e ocasionam perdas potenciais aos criadores de gado, realizado
por Lyra et. al., (2010), para programa de controle.

Em estudo com Phlebotominae, também foi usado a variacdo de forma e tamanho das

asas, em complexo de espécies, tais como: Lutzomyia longipalpis (De-LA-Riva et.al., 2001);
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Phlebotomus papatasi, transmissor de Leishmania major no Marrocos (Prudhomme et. al.,
2012); varias especies isomarficas do subgénero Lutzomyia ou grupo Verrucarum (Afiez et.
al., 1997); no complexo de espécies do grupo Aragaoi (Dujardin et. al., 2005); em grupo do
subgénero Micropygomyia e grupo do subgénero Psathyromyia (Christensen 1972; Morales
et. al.,, 1982); em duas populacbes de L. ovallesi da Venezuela (Nieves et. al., 2012)
mostrando que a morfometria geométrica serviu para separar essas especies.

Este método foi util em Hymenoptera, Apidae, na separacao de espécies, subespécies e
populacdes de abelhas com ferrdo e usado por varios autores (Francoy et. al. 2006, 2008;
Francisco et. al. 2008; Tofilski 2008), e de abelhas sem ferréo por Francoy et. al., (2009).

A técnica de morfometria geométrica foi aplicada neste estudo, para diferenciar as trés
espécies cripticas e dendrofilas de Lutzomyia (Psathyromyia), conhecidas na Amazonia

Central, L. dendrophyla, L. scaffi e L.shanoni.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Areas de coleta

As coletas foram realizadas em area de floresta de terra firme, na Fazenda
Experimental da Universidade Federal do Amazonas — UFAM — BR 174, Km 38 (2° 38’
59.46” S, 60° 3’ 16.47” W), Manaus, Amazonas.

2.2. Coleta de flebotomineos

Os flebotomineos foram coletados com aspiradores mecanicos, oriundos de armadilhas
do tipo CDC modificadas, nas quais a tela de protecdo e a lampada sdo retiradas para
aumentar a abertura de sucgdo, onde uma gaiola de filo é atrelada para a contencdo dos

flebotomineos. A aspiracdo foi realizada em base de arvore, em horério diurno, no periodo do

fim da manhda, momento em que maioria dos flebotomineos dendrofilicos esta proxima a
liteira (Figura 34).

Fig. 34 — Coleta em base de arvore préxima a liteira com aspirador mecanico.

2.3. Obtencéo de F1 em laboratorio

Os flebotomineos coletados foram transportados em gaiolas para o Laboratério de
Biodiversidade em Salde do Instituto Lebnidas e Maria Deane (ILMD/FIOCRUZ). As
fémeas que estavam ingurgitadas ou gravidas foram separadas em potes apropriados para
ovipostura individual e mantidas em estufas de Demanda Bioguimica de Oxigénio (B.O.D.).

Apos a eclosdo, os ovos foram transferidos para potes de criagdo com camada de gesso no

98



fundo, as larvas foram mantidas de acordo com o método de Killick-Kendrick et. al., (1973).
A técnica consiste em manter as formas imaturas em potes de plastico com tampa coberta por
fil6, com o fundo cortado e revestido de gesso, para a manutencdo da umidade. Os potes
foram mantidas em estufa de Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.O.D.), com controle de
temperatura, sendo os imaturos alimentados com racdo para larvas de peixe, extrusada e
moidas, com 55% de proteina bruta, misturada com fezes. Um exemplar macho foi retirado,
colocado em &gua com detergente para retirada do excesso de cerdas e posteriormente
montado em lamina com fluido de Berlese.

Para a identificacdo dos exemplares foi utilizada a chave proposta por Young &
Duncan (1994).

As fémeas adultas emergidas foram separadas por espécie, utilizando os caracteres
descritos por Young & Duncan (1994). As asas das fémeas foram montadas em lamina para

analise morfométrica.

2.4. Montagem e fotografia de asas

Para estudos de morfometria geométrica foram utilizadas as asas direitas das fémeas,
para evitar o efeito de alometria. As asas foram retiradas por meio de dissec¢éo na base alar,
colocadas em microtubos com detergente e misturadas no Vortex por um minuto para retirada
do excesso de pelos. Apds este procedimento foram lavadas em agua e montadas entre lamina
e laminula com fluido de Berlese. Foram utilizadas: 23 asas de L. dendrophyla, 23 asas de L.
scaffi e 20 asas de L. shannoni.

As imagens das asas foram obtidas utilizando méaquina fotogréafica digital da marca
JVC - 3 CCD, acoplada a um microscépio oOptico trinocular Leica DM 1000, com objetiva de
4x, e um computador, sendo utilizado o programa Auto Montage 4.0 (Syncroscopy).

Em cada asa utilizou-se oito pontos anatdomicos de referéncia (PARS) do tipo I, que
sdo de facil identificacdo, localizados na conjuncédo de dois ou mais tecidos, como intersec¢do
das veias alares. A juncdo dos PARs, que forma um poligono (Bookstein 1991). Os pontos
foram selecionados na interseccdo das veias, na parte hialina e na sua borda. Os seguintes
PARs foram utilizados: (1) conexdo R; com Costa; (2) Extremidade distal de Rs; (3)
Bifurcacdo Proximal do Setor Radial [conexdo de R4 com R3]; (4) Bifurcacdo de M, com My;
(5) Extremidade distal de M, — margem; (6) Extremidade distal de M, — margem; (7)

Extremidade distal de Rs — margem; (8) Extremidade distal de R; — margem (Figura 35).
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Para obtencdo das coordenadas dos PARs foi utilizado o programa TPSDIG2, versdo
2.12 (Rohlf 2008), para analise de variacbes de forma e a forma consenso dentro de uma
amostra foi utilizado o programa TPSRelw (Relative Warps) versdo 1.42 (Rohlf 2005) para se
observar a dispersdo dos individuos no espaco. No programa MOGWin (MOrfometria
Geometrica) (Dujardin 2002) foram feitas as Analises Generalizadas de Procrustes (AGP)
(Adams et. al., 2004), onde os marcos anatdmicos dos diferentes espécimes foram
sobrepostos, ajustando a forma da asa a um tamanho Unico sobre um estimador de tamanho
chamado de tamanho do centréide, no programa BACWin (Rohlf 2005), foram realizadas as
Andlises dos Componentes Principais (ACP), para a obtencdo do mapa fatorial. Com o
programa PAST (Paleontological Statistics) versdo 1.57 (Hammer & Harper 2007) foram
feitas analises multivariadas como Analise de Componentes Principais e aplicado o teste
estatistico ndo-parametrico Kruskal-Wallis para verificar se haveria uma diferenca

significativa da forma das asas entre as populag¢des estudadas.
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Figura 35. Asa direita de fémea de flebotomineo, ilustrando a posi¢do dos pontos anatémicos
de referéncia (PARs) — R;= conexdo da veia Radial com a veia Costa; Rz = extremidade
distal da veia Radial 3; B.P.S.R. (Bifurcacdo Proximal do Setor Radial) — conex&o da veia
Radial , com a veia Radial »; Bifurcacéo da veia Média , com a veia Média 1; Extremidade
distal da veia Média 4; Extremidade distal da veia Media ,; Extremidade distal da veia
Radial s5; Extremidade distal da veia Radial s.
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3. RESULTADOS

Para o estudo foram utilizadas 23 asas de L. scaffi, 23 de L. dendrophyla e 20 de L.
shannoni, e oito PARs. As andlises mostraram as deformac6es das configuraces das asas
(Figura 36) e diferenca significativa no tamanho da asa entre as espécies, sendo que
L.shannoni foi significativamente maior que L.scaffi (p < 0,01). Por outro lado, L.

dendrophyla n&o foi diferente das outras espécies (p > 0,29) (Figura 37).

Fig. 36 — Principais deformagdes das configuracdes das asas das fémeas de Lutzomyia scaffi,
Lutzomyia dendrophyla e Lutzomyia shannoni.
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Fig. 37 — Variacdo do tamanho centréide das fémeas de Lutzomyia (Psathyromyia) shannoni,
Lutzomyia (Psathyromyia) dendrophyla e Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi durante uma
geracao.

O teste estatistico ndo-paramétrico Kruskal-Wallis (apud Hammer & Harper), mostrou
haver diferenca significativa entre L. shannoni e L. scaffi (H: 8,306, p <0,01), mas ndo entre
L.shannoni e L.dendrophyla.

O mapa fatorial (Figura 38) mostrou que houve trés grupos formados de acordo com
as variacdes das configuracbes das asas dos flebotomineos estudados, no entanto, algumas
sobreposicdes parciais foram observadas entre L. scaffi e L. dendrophyla. A morfometria
geomeétrica permitiu a formacdo de trés grupos, correspondentes as trés espécies estudadas. L.
dendrophyla ndo foi significativamente diferente de L. scaffi (H: 1,135, p > 0,2) e de L.
shannoni (H: 1,665, p > 0,2), entretanto 0 mapa fatorial mostra claramente uma diferenciacédo
entre os trés grupos.

A anélise dos componentes principais mostrou a contribuicdo dos dois primeiros
componentes na variagdo da forma da asa (PC1=50,89% e PC2= 16,46%), respectivamente.
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Fig. 38 — Mapa fatorial baseado na analise dos componentes principais da variacdo da forma
das asas de Lutzomyia (Psathyromyia) scaffi, Lutzomyia (Psathyromyia) dendrophyla e
Lutzomyia (Psathyromyia) shannoni. Os pontos dentro dos poligonos representam os

individuos de cada espécie.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Este é o primeiro estudo morfométrico comparativo das trés populacdes de fémeas de
L. scaffi, L. dendrophyla e L. shannoni.

A correta identificacdo das espécies é essencial para o reconhecimento dos vetores
envolvidos na transmissdo da leishmaniose, bem como para auxiliar no direcionamento de
estratégias de controle dessa doenca.

Nas analises do tamanho centroide foram encontradas diferencas significativas nos
tamanhos das asas das trés espécies, sendo a asa de L. shannoni a maior e L. scaffi a menor.

Através da analise do mapa fatorial encontramos diferencas na forma das asas das trés
espécies, mostrando a formacdo de trés grupos bem definidos, porém o teste estatistico mostra
haver diferenga somente entre L. shannoni e L. scaffi. As trés espécies habitam o mesmo
ecétopo. Em relacdo ao tamanho, sdo maiores que outros flebotomineos, a duracéo do ciclo de
vida de L. scaffi e L. shannoni se assemelha, girando em torno de 40 dias, e € provavel que
seja 0 mesmo periodo para L. dendrophyla. As fémeas adultas possuem as pleuras do torax
com pigmentacdo semelhante, diferente de L. scaffi que possui o térax bem pigmentado,
microscopicamente as espermatecas sdo parecidas possuindo um formato cilindrico; na
analise do atrio genital nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre o tamanho das
estruturas dos atrios de L. dendrophyla e L. shannoni.

Os resultados deste estudo reforcam que esta metodologia é util, afirmagéo feita por
varios autores que estudaram flebotomineos e também utilizaram a morfometria geométrica
das asas para determinacdo de complexos de espécies deste grupo de Diptera, Psychodidae,
em diversas regides, tais como:

De La Riva et. al., (2001), conseguiram separar populacdes do complexo Lutzomyia
longipalpis, vetoras e ndo vetoras de Leishmania chagasi na Bolivia. Em estudos realizados
na Turquia com quatro espécies do género Phlebotomus, Phlebotomus sergenti, P. papatasi,
P. tobbi e P. similis, Aytekin et. al., (2007), utilizando a morfometria geométrica, examinaram
fleb6tomos de ambos os sexos e verificaram que apesar de existir trés faixas montanhosas que
serviriam de barreira geografica, estas ndo foram suficientes para impedir o fluxo génico entre
as populac@es locais de flebotomineos, razdo pela qual ndo foram encontradas diferencas
significativas no tamanho das asas nas espécies analisadas; Dvorak et. al., (2006), trabalharam

com duas colbnias originarias da Turquia e de Israel, acasalando machos de flebotomineos
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turcos com fémeas israelenses e machos israelenses com fémeas turcas, conseguiram hibridos
viaveis formando um clado intermediario entre os parentais e mostraram ndo haver nenhuma
barreira reprodutiva geogréafica, por outro lado a analise da morfometria geométrica revelou
diferencas significativas na forma das asas entre as col6nias.

Prudhomme et. al., (2012) registraram avariagdo de forma e tamanho das asas de
Phlebotomus papatasi em regides de transmissdo de Leishmania major no Marrocos; Nieves
et. al. (2012), mostraram resultados significativos entre duas populacdes de L. ovallesi da
Venezuela, onde as asas das fémeas criadas em laborat6rio se mostraram menores dos que as
silvestres.

Cazorla (2009) que separou duas espécies cripticas de flebotomineos Lutzomyia do
subgénero Helcocyrtomyia, mostrando diferencas bastante significativas entre L. ceferinoi e L.
erwindonaldoi.

Usando os dados morfométricos obtidos, conseguimos separar as fémeas dessas
espécies cripticas pelo tamanho centroide, onde L. shannoni apresentou a maior mediana; em
relacdo as médias de L. dendrophyla, estas se assemelham com as médias apresentadas por L.
shannoni, porém a sua mediana foi a menor das trés espécies; L. scaffi apresentou as menores
e maiores médias no tamanho das asas.

O teste estatistico nos mostrou diferencas significativas apenas entre duas das
espécies: L. shannoni e L. scaffi; entretanto o mapa fatorial apresentou trés grupos bem
definidos, mesmo com intersecOes entre L. scaffi e L. dendrophyla e L. dendrophyla e L.
shannoni. Para corroborar com esses resultados, foi realizada a analise do atrio genital dessas
fémeas, e seguramente, pelo tamanho do atrio, o tamanho da furca e a largura do atrio, além
da disposicdo dos espinhos, tratam-se de trés espécies distintas que habitam o mesmo
ecétopo.

Conclui-se com esse estudo, que o uso da morfometria geométrica € Util na separacéo
de algumas espécies cripticas de Lutzomyia (Psathyromyia), e que esta ferramenta pode ser de

grande auxilio para diferenciar espécies taxonémicas dificeis.
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CAPITULO IV

“QO atrio genital de fémeas de trés espécies de Lutzomyia (Franca, 1924) cripticas, de
flebotomineos (Diptera, Psychodidae) do subgénero Psathyromyia (Barretto, 1962) da

Amazonia Central”

RESUMO: Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) sdo insetos com

grande diversidade de espécies e devido ao habito hematofagico das fémeas, varias espécies
sdo incriminadas como vetores de diversos agentes etioldgicos de importancia médico-
veterinaria. A subfamilia, devido a importancia sanitaria, tem sido relativamente bem
estudada quanto a sistematica, gerando varias propostas taxondmicas. Flebotomineos do
género Lutzomyia Franca, e subgénero Psathyromyia Barretto, possuem importancia em satde
publica por serem vetores de arbovirus como o virus da estomatite vesicular e por serem
suspeitas de transmitir diversos protozoarios tripanossomatideos (Kinetoplastidae,
Tripanosomatidae). Os machos devido a diferenca morfologica da estrutura da genitalia
externa sao identificados com facilidade, porem, as fémeas de algumas espécies de
Psathyromyia sdo extremamente parecidas, sendo identificadas por caracteres por vezes
duvidosos. Isto implica na dificuldade de incriminacdo das espécies que realmente estejam
participando na manutencdo do ciclo de tripanossomatideos como as leishmanias em
humanos, causadoras de leishmaniose e, por seguinte quanto a decisbes de medidas de
controle. O significado taxondmico da armadura do atrio genital de flebotomineos foi
proposto primeiramente por Madulo-Leblond et. al., (1991). Desde entdo, apenas poucos
estudos foram feitos sobre a importancia taxonémica do atrio nas espécies. O atrio é uma
estrutura quitinosa com a forma de estribo, com uma membrana fina tendo uma armadura com
espinhos pequenos entre os bracos da furca. Ele esta localizado no sentido da entrada do duto
de ovipostura e a membrana de atrio liga a abertura do duto (s) dutos da espermateca. O
objetivo deste estudo foi o de separar as espécies cripticas de fémeas do subgénero
Psathyromia, usando as estruturas do atrio genital como carater taxonémico. Fémeas de
Lutzomyia (Psathyromyia) dendrophyla, L. (P.) scaffi e L. (P.) shannoni foram obtidas de
coldnias de laboratorio, criadas a partir de adultos coletados originalmente em floresta
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proximas de Manaus — Amazonas, Brasil. As fémeas foram dissecadas e os trés altimos
segmentos tergais do abdome foram separados e colocados em Hidréxido de Potassio (KOH)
a 10% por um periodo de 24 horas. As amostras foram lavadas em acido acético a 10% em
seguida lavadas em agua, e colocadas em glicerina para dissecacdo em um microscopio
estereoscopico. Estiletes foram entdo usados para separ o0 tegumento e assim expor o atrio e,
em seguida, foram montados em lamina, fotografados e medidos o comprimento da furca, o
comprimento total do atrio, a largura da parte interna do atrio e descritaas formas e
agrupamentos dos espinhos. Para o estudo nove laminas foram montadas e obtido o atrio de
cada espécie. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa PAST. Os arranjos dos
espinhos variaram para cada espécie estudada: para L. (P.) dendrophyla, as fileiras foram
formadas de um a trés grandes espinhos formando uma coluna de fileiras na membrana. A
armadura do atrio de L. (P.) scaffi tem de trés a seis espinhos formando um pente em uma
faixa horizontal no meio da membrana do atrio. L. (P.) shannoni tem pentes de trés a seis
espinhos curtos no meio da membrana e grandes espinhos nas bordas laterais da membrana do
atrio, sem formar pentes. Foi encontrada uma diferenca significativa entre 0 comprimento da
furca, o comprimento total do atrio e a largura interna do atrio em L. (P.) dendrophyla e L.
(P.) scaffi (p=0,0004), (p=0,0005) e (p=0,009) e L. (P.) scaffi e L. (P.) shannoni (p=0,007),
(p=0,0009) e (p=0,001); nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre o tamanho das
estruturas dos atrios de L. (P.) dendrophyla e L. (P.) shannoni. Foi constatada que o atrio
genital foi uma ferramenta util para distinguir algumas espécies cripticas de fémeas de

Psathyromyia.

Palavras-chave: morfologia; taxonomia; Amazonia.
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“The female genital atrium of three cryptic Lutzomyia (Franca, 1924) species of phlebotomine
sand flies (Diptera, Psychodidae) of the subgenus Psathyromyia (Barretto, 1962) from Central

Amazon"

ABSTRACT: The phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) are

insects with high diversity of species and due to haematophagic habit of the females, several
species are incriminated as vectors of some a etiologic agents of medical and veterinary
importance. The subfamily has been relatively well studied systematic and several taxonomic
proposalswere generated. The sand flies of the genus Lutzomyia Franga, and subgenus
Psathyromyia Barretto have public health importance because they are vectors of arboviruses
such as vesicular stomatitis virus and are suspected of transmitting several trypanosomatid
protozoa (Kinetoplastidae, Trypanosomatidae). The males are easily identified due to the
morphological difference of the structure of the external genitalia. However, females of that
subgenus are extremely similar, being identified with dubious morphological characters. This
fact implies the difficulty of species incrimination that are actually involved in the
maintenance cycle of trypanosomes as leishmaniasis in humans or sylvatic mammals in
Amazon Basin. The taxonomic importance of the armature in genital atrium of sand flies was
first examined by Madulo-Leblond et al., (1991). Then, just very few studies about taxonomic
importance of atrium had been done. The atrium is a chitinous structure shaped like a wish-
bone, with a thin membrane bearing an armature with small spines between the arms of the
furca. It is located towards the entrance of the oviposition duct and the atrium membrane
connects to the opening of the spermathecal duct. The aim of this study was to separate
cryptic female species of the subgenus Psathyromyia, using the structures of genital atrium as
a taxonomic character. Lab reared females of Lutzomyia (Psathyromyia) dendrophyla, L. (P.)
scaffi and L. (P.) shannoni were dissected as a followed to isolate the genital atrium and
spermathecae The last tergal three segments of the abdomen were separated and placed
onPotassium Hidroxide of 10% (KOH) for a period of 24 hour. The samples were washed in
10% acetic acid, water and placed in glycerin for dissection on a stereoscopic microscope.
Entomological pins were then used to separate them ventrally and thus expose the atrium and
next the atrium slide mounted and photographed and measured the length of the furca, total
length of the atrium, width of inner part of the atrium and the shape of the spines. Statistical
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analyses were done by PAST program. Nine slide mounted atrium of each studied species
were obtained. The arrangement of the spines varied for each studied species: To L. (P.)
dendrophyla, the spines were large and formed one to three spine combs forming rows in the
membrane. The L. (P.) scaffi armature has three to six spines combs forming a horizontal
stripe in the middle of the atrium membrane. L. (P.) shannoni has combs of three to six short
spines in the middle of the membrane and large individual spines in the lateral borders of the
atrium membrane. We found a significant size difference between the length of the furca, total
length of the atrium and the internal width of the atrium in L. (P.) dendrophyla and L. (P.)
scaffi (p=0,0004), (p=0,0005) and (p=0,009) and L. (P.) scaffi and L. (P.) shannoni (p=0,007),
(p=0,0009) and (p=0,001); none significant differences were found between the size of the
atria structures to L. (P.) dendrophyla and L. (P.) shannoni . We concluded that the genital
atrium is an interesting and useful tool to distinguish in some cases, cryptical female species

of Psathyromyia.

Keywords: morphology; taxonomy; Amazon.
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1. INTRODUCAO

Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) séo insetos holometabolos
de pequeno porte, apresentando quatro fases de desenvolvimento sendo ovo, larva (quatro
instares larvais bem definidos), pupa e adulto (Foratini 1973). Vérias espécies séo
incriminadas como vetores de varios agentes etioldgicos de importancia médico-veterinaria
(SVS 2007).

A subfamilia, devido & importancia sanitaria, tem sido relativamente bem estudada,
sendo geradas varias propostas taxonémicas (Young & Duncan 1994; Galati 2003).

Existe um alto indice de diversidade nos fleb6tomos do género Lutzomyia Franca, e
existem varias espécies suspeitas de serem na verdade espécies cripticas (Young e Duncan
1994; Dujardin et. al., 2005; Pinto et. al., 2010) e dentro deste género, o subgénero
Psathyromyia Barretto, &€ composto por espécies com diferencas morfoldgicas bastante sutis.
As fémeas de L. scaffi (Damasceno & Arouck, 1956), L. dendrophyla (Mangabeira-Filho,
1942) e L. shannoni (Dyar, 1929) sdo espécies de Psathyromyia muito semelhantes em suas
estruturas da morfologia externa, bem como os caracteres relacionados com as espermatecas.

Essas espécies por se abrigarem durante o dia em troncos de arvores sdo consideradas
como dendrofilicas e relativamente faceis de serem capturadas em coletas na base dessas
arvores. Outras também dendrofilicas da fauna Amazénica, L. (P.) abonnenci e L. (P.)
punctigeniculata sdo encontradas raramente, devido a pouca densidade de suas populacdes na
regido (Guerra et. al., 2006; Silva et. al., 2007).

As fémeas de L. dendrophyla e L. shannoni, sdo suspeitas de transmitir diversos
protozoarios tripanossomatideos (Kinetoplastida) entre eles Endotrypanum shanudinni
(Mesnil & Brimont 1908) (Lainson et. al., 1979; Le Pont et. al., 1980; Arias et. al., 1985;
Young et. al.,, 1987; Rogers et. al., 1988; Rowton et. al., 1991). Em experimento de
laboratério foi comprovado que L. dendrophyla é uma espécie suscetivel a infeccdo por
Leishmania amazonenses (Ryan et. al., 1986). Nos Estados Unidos, L. shannoni é incriminada
como um importante vetor do virus da estomatite vesicular (VSV) (Comer et. al., 1990, 1991,
1994).

O uso da pigmentacdo toracica para separar fémeas de L.scaffi, L. dendrophyla e
L.shannoni, foi primeiramente usado em estudos de flebétomos da fauna colombiana por

Morales et. al., (1982), quando da descricao da fémea de L.scaffi, que também afirmam serem
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necessarios exemplares machos para uma identificacdo segura destas espécies. Christensen
(1972) alega que, mesmo usando estas caracteristicas, as fémeas ainda sdo inseparaveis.

As espécies deste subgénero parecem estar intimamente relacionadas com as do Grupo
Aragaoi, por isso Barreto (1962), as incluem no subgénero Psathyromyia.

Morales et. al., (1982), Christensen (1972) e Barretto (1962) relatam que 0s machos
devido a diferenca morfoldgica da estrutura da genitalia externa sdo identificados com
facilidade. Porém, as fémeas sdo extremamente parecidas, sendo identificadas com certa
dificuldade, com caracteres por vezes duvidosos e somente por especialistas, através de
caracteres cromaticos existentes nas pleuras do torax e abdémen. As espermatecasdessas trés
espécies sdo bastante semelhantes, no que diz respeito principalmente a observacdo do ducto
individual, ducto comum e o corpo, que tem um formato de capsulas cilindricas (Figura 39),
tornando a identificacdo dessas fémeas bastante dificeis. Tais fatores geram inferéncias
tendenciosas em estudos de biodiversidade, implicando na dificuldade de incriminacdo das

espécies, uma vez que a resolugdo taxondmica € crucial para esse tipo de estudo.

Figura 39 — Formato da espermateca de fémeas de Lutzomyia (Psathyromyia) dendrophyla
podendo se observar a haste da furca, parte do duto comum, os dutos individuais, o corpo
e a cabeca da espermateca.
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A importancia taxondmica da armadura no &trio genital de flebotomineos foi
examinada primeiramente por Madulo-Leblond et. al., (1991) quando notaram que o
comprimento dos espinhos da armadura no atrio genital de fémeas de Phlebotomus papatasi e
P. dubosqi era diferente. Pesson et. al., (1994) em seus estudos verificaram que estas duas
espécies podiam ser separadas por este carater taxonémico.

O éatrio genital de flebotomineos foi identificado como uma ferramenta taxondmica
atil em espécies africanas e asiaticas do género Phlebotomus Rondani, onde foi aplicado com
sucesso nos subgéneros Larroussious e Phlebotomus Nitzulescu, (Killick-Kendrick et. al.,
1994; Pesson et. al., 1994) como um caréter distintivo, sugerindo que a armadura genital seria
mais util na identificacdo do que a armadura faringeana, sendo posteriormente usado para
separar fémeas de Paraphlebotomus spp. , quando Killick-Kendrick et. al., (1997)
descreveram uma nova espécie — Phlebotomus (Paraphlebotomus) mireillae e utilizando a
armadura do atrio genital conseguiram diferenciar essa espécie da fémea de P. saevus. Em
um estudo realizado no Paquistdo, Kakarsulemankel et. al., (2004), diferenciaram oito
espécies de flebotomineos, através da armadura do atrio genital.

Na América do Sul, Valenta et. al., (1999) demonstraram que 0 atrio genital também
funcionou para o género Lutzomyia Franga, como um bom carater taxondmico, na
diferenciacdo de espécies cripticas do grupo Verrucarum e também ao examinarem a
armadura do atrio genital de outras espécies de flebotomineos da Venezuela.

Estudos da armadura do atrio genital nas Américas, até 0 momento, foram limitados a
poucas espécies de flebotomineos (Tang & Afiez 1996). Afiez & Tang (1997) utilizando trés
métodos para determinar a idade das fémeas de flebotomineos nuliparas e multiparas:
aparéncia das glandulas acessorias, ovarios e marcas de dobragem nas extremidades da
armadura atrio genital, mostraram que esta ultima foi a mais significativa e util na
determinacdo de paridade.

O é&trio é uma estrutura quitinosa com formato do o0sso estribo, com uma membrana
fina contendo uma armadura, que é uma faixa composta de pequenos espinhos entre os bracos
da furca, apontando posteriormente. Sua morfologia é constante para individuosde uma
mesma especie, porém a diferenciacdo caracteristica entre as espécies € a forma, tamanho da
armadura, e tamanho, nimero e arranjo dos espinhos. Essa estrutura localiza-se no sentido da
entrada do duto de ovipostura e a sua membrana ligada a abertura do canal da espermateca, e,

segundo Valenta et. al., (1999) pode ser utilizada para expressar caracteristicas constantes
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entre individuos da mesma espécie, esuficientemente diferente entre as espécies para permitir
a separacdo taxonémica.

O objetivo do presente estudo foi descrever o atrio genital de fémeas de trés espécies
L. scaffi, L. dendrophyla e L. shannoni, que sdo cripticas e compartilham o mesmo ec6topo,

visando a inclusdo de mais caracteres para a identificacdo dessas espécies.
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2. MATERIAL E METODOS

As fémeas de primeira geracdo criadas de Lutzomyia dendrophyla, L. scaffi e L.
shannoni foram criadas no laboratorio de entomologia do Instituto Lednidas e Maria Deane -
ILMD / FIOCRUZ, de acordo com a metodologia descrita por Killick-Kendrick & Killick-
Kendrick (1991). Para melhores detalhes sobre a metodologia de criagdo, ver o capitulo |
dessa dissertacdo. Os procedimentos para isolar o atrio genital e espermatecas foi segundo 0s
descritos por Killick-Kendrick et. al., (1994). Os trés ultimos segmentos tergais do abdome
foram cortados com auxilio de estiletes e colocados em Hidroxido de Potéssio (KOH) a 10%
por um periodo de 24 horas. As amostras foram em seguida lavadas em &cido acético a 10% e
depois em &gua destilada, e colocadas em glicerina para dissecagdo em um microscopio
estereoscopico. Os segmentos foram entdo separados, para isolar as espermatecas. Estiletes
foram usados para separa-los ventralmente e assim expor o atrio, sendo em seguida montados
em lamina e fotografados em fluido de Berlese. As imagens foram obtidas utilizando méaquina
fotografica digital da marca JVC — 3 CCD, acoplada a um microscopio Optico trinocular da
marca Leica DM 1000, com objetiva de 40x e um computador, sendo utilizado o programa
Auto Montage 4.0 (Syncroscopy). Foi utilizado o comprimento da furca (CF), o comprimento
total do atrio (CA) a largura da parte interna do atrio (LI) (Figura 40 A) e a forma e padrdo
dos pentes de espinhos (Figuras 40 B a D). As medidas acima foram usadas para comparar o
atrio genital das espécies, e a disposicdo de seus respectivos espinhos dispostas na membrana
da armadura. Foi utilizado o teste estatistico Kruskal-Wallis para as analises estatisticas sendo

utilizado o programa PAST.
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Figuras 40 — A — Furca de Lutzomyia scaffi. Linhas que indicam quais extremos de estruturas
das furcas que foram medidas: CA - comprimento total do atrio, CF — comprimento da
furca e LI - largura interna da furca; B — atrio genital de Lutzomyia dendrophyla composto
de 1 a 3 espinhos longos; C — atrio genital de Lutzomyia scaffi formado de 3 a 6 espinhos
curtos formando um pente em uma faixa horizontal na membrana; D — Lutzomyia
shannoni — membrana composta de 3 a 6 espinhos curtos no meio da membrana e grandes
espinhos nas bordas laterais.

120



3. RESULTADOS

Foram montadas nove furcas com armadura do atrio genital intactos de cada espécie
estudada. As medicGes do comprimento total do atrio, comprimento da furca, comprimento
da abertura do atrio (Tabela 4) e arranjos dos espinhos (Tabela 5) variaram para cada espécie
examinada: para L. dendrophyla, foram encontrados agrupamentos de um a trés espinhos
grandes, agrupados ou ndo em toda a extensdo da membrana. A armadura do atrio de L. scaffi
tem agrupamentos de trés a seis espinhos formando pentes em faixas horizontais mais
abundantes no meio da membrana do atrio. L. shannoni possui formacdo de pentes de trés a
seis espinhos curtos no meio da membrana e grandes espinhos ndo agrupados nas bordas
laterais da membrana do atrio.

Tabela 4 — Morfometria dos atrios genitais (medida em pum) das fémeas de L. (P.) scaffi, L.
(P.) dendrophyla e L. (P.) shannoni, com variacdo na amplitude do tamanho do
comprimento total do atrio (CA), do comprimento da furca (CF) e da largura interna do
atrio (LI), em uma amostragem de nove fémeas medidas de cada uma das trés espécies de
flebotomineo estudada da Amazénia Central, Amazonas, Brasil.

L. scaffi L. dendrophyla L. shannoni

CA CF LI CA CF LI CA CF LI
Méaximo 202,6 120 61,3 186,6 109,3 42,6 192 117,3 34,6
Minimo  186,6 112 26,6 173,3 88 10,6 176 88 8
Mediana 196,7 1152 40,5 179,2 101,6 26,6 182,2 103,7 195
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Tabela 5 — NUmero e arranjos dos espinhos da armadura do atrio genital de fémeas de trés
espécies cripticas de flebotomineos.

Espécies NUmero Tamanho Arranjo e localizagdo

L. dendrophyla 1-3 Grandes  Agrupados ou ndo em toda a extensdo da
membrana

L. scaffi 3-6 Curtos Forma um pente em uma faixa horizontal
compacta no meio da membrana do atrio

L. shannoni 3-6 Curtose Forma pente de 3-6 espinhos curtos no meio

Grandes da membrana e grandes espinhos néo
agrupados nas bordas laterais da membrana
do atrio.

Foram encontradas diferencas significativas entre o comprimento total do Aatrio,
comprimento da furca e a largura da membrana interna dos éatrios (Tabela 6) em L.
dendrophyla e L. scaffi (p=0,0004), (p=0,0005) e (p=0,009) e L. scaffi e L. shannoni
(p=0,007), (p=0,0009) e (p=0,001), mas nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre
0 tamanho das estruturas dos atrios de L. dendrophyla e L.shannoni.

Tabela 6 — Andlises Estatisticas dos Atrios das fémeas de flebotomineos, com aplicacéo do
teste estatistico Kruskal-Wallis (H:8.654, p <0.01) realizado no programa PAST.

ESPECIES
L. dendrophyla x L. scaffi L. scaffi x L. shannoni
Atrio Furca Abertura Atrio Furca Abertura
p=0,0004 p=0,0005 p=0,009 p=0,007 p=0,0009 p=0,001
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4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Para estas espécies cripticas do subgénero Psathyromyia, o caracter mais evidente
utilizado na separacdo dessas fémeas, € a pigmentacdo apresentada nas pleuras dessas
espécies. As diferencas morfologicas sdo bastante sutis, que os caracteres morfologicos
utilizados como a armadura farigeana, o cibario, 0s ascoides antenais, os palpémeros e as
espermatecas, comparativamente tem pouco valor taxonémico. Nas espécies examinadas
nesse estudo foram encontradas diferengas no atrio genital através do comprimento da furca,
comprimento total do atrio, a largura interna do atrio e o agrupamento dos espinhos na
armadura. Estes caracteres mostraram que é possivel separar as fémeas deste estudo através
desses caracteres.

Killick-Kendrick et. al., (1994), em estudos realizados com fémeas de flebotomineos
do subgénero Larroussius no Quénia concluiram que a armadura do atrio genital deveria ser
utilizada para descricdes e redescri¢fes de espécies. Em um trabalho realizado na Venezuela
com fémeas nuliparas e multiparas, usando como critérios de diagnodstico as glandulas
acessorias, ovarios e deformacBes no atrio genital, Tang & Afiez (1996) conseguiram
identificar 97% das fémeas de flebotomineos coletadas nas vilas de San Juanito e Zea, estado
de Merida, regido Andina Ocidental da Venezuela, através do atrio genital.

Nesse estudo foi constatado que pelas observagdes do atrio genital das trés espécies,
foi feita a diferenciacdo das fémeas de L. scaffi, L. dendrophyla e L. shannoni, utilizando as
medidas das estruturas anatdmicas propostas por Valenta et. al., (1999) e também na
distribuicdo dos espinhos, ao longo da membrana do atrio. Foram encontradas diferencas
significativas entre as estruturas das especies, L. scaffi e L. dendrophyla, e L. scaffi e L.
shannoni. N&o foram observadas diferencas nas estruturas utilizadas para medicdo entre L.
dendrophyla e L. shannoni, apenas diferengas no tamanho e na disposi¢do dos espinhos na
membrana dos atrios. Foram encontradas outras mudancas no fendtipo dessas trés espécies
(consultar dados apresentados no capitulo Il de Morfometria Geométrica).

Conclui-se com esse estudo que ha diferencas morfolégicas nos atrios das trés
espécies. A utilizacdo da morfologia e da morfometria do atrio genital pela sua observacao
adicionou um importante carater para diferenciacdo de fémeas cripticas do subgénero

Psathyromyia da Amazonia Central Brasileira.
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5. CONCLUSAO GERAL

» Os caracteres taxonémicos utilizados foram importantes para adicionar um carater
distintivo as larvas de flebotomineos de espécies cripticas do subgénero Psathyromyia

» Que o uso da morfometria geométrica foi Gtil na separacdo de algumas espécies
cripticas de Lutzomyia (Psathyromyia), e que esta ferramenta pode ser de grande
auxilio para diferenciar espécies taxondmicas dificeis.

» A utilizacdo do atrio genital foi importante para adicionar um carater distintivo de
fémeas cripticas do subgénero Psathyromyia da Amazénia Central Brasileira.

» As observagdes preliminares mostraram que L. shannoni e L. scaffi da bacia

amazonica, podem ser criados em laboratorio.

Conclui-se com esse estudo que a utilizagdo de forma integrada destas ferramentas
permitiu caracterizar fémeas de Lutzomyia incluidas no subgénero Psathyromyia: L. (P.)
scaffi, L. (P.) dendrophyla e L. (P.) shannoni, espécies cripticas e dendrofilicas de

importancia médico-veterinaria que ocorrem na Amazonia Central.
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APENDICE 1

.

Figura 41 — quarto estddio larval de L. scaffi: A — espiraculo anterior formado por nove
I6bulos; B — tagma cefalico; C — espiraculo posterior formado por 16 papilas; D — mento;
E — mandibula com pelos mandibulares; F — oitavo segmento abdominal, com disposi¢édo
das manchas na area esclerotizada; G — cerdas pré-alares (10); H — antena: tubérculo
antenal, segmentos antenais e sensilas.
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Figura 42 — quarto estadio larval de L. dendrophyla: A — oitavo segmento abdominal
mostrando a area esclerotizada e disposicdo das manchas; B — tagma cefélico; C —
mandibula; D — cerda pré-alar (10); E — mento; F — antena inserida em um grande
tubérculo e sensilas campanifomes e apical, G — espiraculo anterior formado por sete
I6bulos.
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Figura 43 — estrutras de larvas de quarto instar de L. shannoni: A — mento; B — oitavo
segmento abdominal mostrando a disposicdo das manchas e presenca das cerdas
submedianas dorsais (7); C — cerda pré-alares (10); D — espiraculo posterior formado por

14 16bulos; E — espiraculo anterior com oito I6bulos; F — tagma cefalico; H — mandibula
com pelos mandibulares e parte da cerda S1.
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