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SINOPSE

Cromossomos politénicos extraido de glandulas salivares de larvas de Simulium
daltanhani Hamada & Adler coletados em um igarapé na Amazdnia Central foram
estudados. Os resultados indicam a presen¢a de duas configuragdes cromossdmicas
ligadas ao sexo feminino e a auséncia de polimorfismo na populagdo estudada.
Comparando o mapa cromossémico de S. daltanhani com o mapa de outras espécies do
grupo S. quadrifidum, sugerimos que essa espécie nio pertence a esse grupo de espécies
uma vez que compartilham poucas seqii€ncias no padrio de bandamento dos

cromossomos politénicos.

Palavras-chave: Simuliidae 2. Diptera 3. Citotaxonomia 4. Amazénia 5. Simulium
daltanhani

Key-words: Simuliidae 2. Diptera 3.;Citotaxonomy 4. Amazdnia 5. Simulium
daltanhani
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RESUMO

Semelhangas morfolégicas entre espécies da familia Simuliidae sio comuns, o
que torna dificil a identificagiio especifica em alguns grupos de espécies; estudos sobre
cromossomos politénicos de glandulas salivares tém contribuido para o esclarecimento da
taxonomia de algumas espécies. Simulium daltanhani Hamada & Adler, 1998, espécie alvo
deste estudo, pertence ao subgénero Psaroniocompsa, que apresenta varias espécies
isomdrficas. Foi colocada, junto com outras cinco espécies, no grupo S. quadrifidum. O
objetivo geral do presente trabalho foi caracterizar citogeneticamente S. daltanhani por meio
do padrio de bandamento de cromossomos politénicos para possibilitar comparages
cromossOmicas entre espécies do grupo S. quadrifidum e, futuramente, com outras espécies
desse subgénero. Larvas foram coletadas em um igarapé, na area de preservagdo do Exército
Brasileiro, localizada na rodovia AM 010, Km 54, noroeste da cidade de Manaus, Amazonas,
Brasil. Larvas de ultimo estadio foram coradas pelo método de Feulgen para a coloragdo dos
cromossomos politénicos das glandulas salivares e dos botSes imaginais das gbnadas, para a
identificag@o do sexo. BEm S. daltanhani, o centrdmero do cromossomo 1 € representado por
uma banda escura, enquanto que nos cromossomos II e III a regifo centromérica &
reconhecida por ser uma regido expandida. A regifio organizadora do nucléolo (RON) esta
presente no brago curto do cromossomo I, préximo ao centrdmero. Uma inverséo heterozigota
no brago longo do cromossomo II foi observada apenas em fémeas dessa espécie, indicando
ser esse o sexo heterogamético, no entanto 1,3% do total de larvas analisadas foram
observadas sem essa inversdo, apresentando a mesma seqiiéncia padrido encontrada nos
machos, mostrando assim a existéncia de duas configura¢des cromossdmicas ligadas ao sexo
feminino. Quando comparada as outras. espécies do grupo S. quadrifidum, conhecidas
cromossomicamente, S. daltanhani ndo apresentou muitas semelhangas no padrio de
bandamento. A RON das espécies desse grupo nfo se encontra na mesma regido, com
excecdo de S. goeldii e S. ulyssesi, como observado no grupo de espécies S. perflavum.
Anilises cromossdmicas de espécies de outros grupos pertencentes ao subgénero
Psaroniocompsa serdo necessirias para se estabelecer a posigio de S. daltanhani dentro do

subgénero Psaroniocompsa.
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ABSTRACT

Morphological similarities between species in the family Simuliidae are common,
making it difficult to identify some groups to the species level; studies on polytene
chromosomes of the salivary glands have contributed to the clarification of the taxonomy of
some species. Simulium daltanhani Hamada & Adler, 1998, the species studied, belongs to
the subgenus Psaroniocompsa, which includes several isomorphic species. It was placed with
five other species in the S. quadrifidum species group. The objective of the current study was
to characterize citogenetically S. daltanhani using the banding pattern of polytene
chromosomes to allow chromosomic comparisons between species in the S. quadrifidum
species group and, in the future, with other species in the Psaroniocompsa subgenus. Larvae
were collected in a stream, in a reservation area of the Brazilian Army located on Highway
AMO010, Km 54, northwest of Manaus city, Amazonas state, Brazil. Last-instar larvae were
stained by the Feulgen method to stain the polytene chromosomes of the salivary glands and
the gonad buds, in order to identify the gender. In S. daltanhani, the centromere of
chromosome I is represented by a dark band, while in chromosome II and III the centromeric
region is recognized as an expanded region. The nucleolar organizer region (NOR) is located
on the short arm of chromosome 1, near the centromere. A hererozygous inversion in the long
arm of chromosome II was observed only in females, indicating that in this species, female is
the heterogametic gender. Besides this, 1.3% of the female larvae analyzed did not have this
inversion, indicating the existence of two sexual systems linked to the female gender. When
compared to other species in the S. quadrifidum species group with polytene chromosomes
described, S. daltanhani did not show many similarities in the banding pattern. The NORs of
members of this species group species are not in the same region, except in S. goeldii and S.
ulyssesi, as observed in the S. perflavum species group. It will’be necessary to conduct
chromosomal analysis of species in the other species groups belonging to the subgenus

Psaroniocompsa in order to know the positiofi of S. daltanhani.
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1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais

A familia Simuliidac pertence & ordem Diptera, possui ampla distribuigdo
mundial e, de acordo com as regifes onde ocorrem, recebe diferente denominagSes. No
Brasil, suas espécies s&o conhecidas popularmente como piuns ou borrachudos.

A forma do corpo & totalmente diversa em todos os estigios do seu
desenvolvimento, pois sdo insetos holometabolos, com quatro estagios de vida: ovo, larva,
pupa e adulto (Fig. 1). A durag¢do do ciclo de vida varia de acordo com as espécies € com
fatores ambientais como temperatura € umidade. O estdgio adulto apresenta dimorfismo
sexual; além de diferengas na genitalia, os sexos podem ser diferenciados pelo formato dos
olhos. Os machos possuem olhos hol6pticos, cujas margens internas se tocam na regifo
dorsal e os omatideos superiores sfio diferenciados dos inferiores. As fémeas possuem olhos
dicdpticos, separados e os omatideos nfio sfio diferenciados. Os estigios imaturos habitam
quase todos os ambientes de 4gua corrente e limpida (Rey, 1973; Adler, 1994), os adultos t€ém
habitat terrestre. Os criadouros dos estagios imaturos podem ser classificados como fixos,
tempordarios e alguns s3o esporadicos (Bricefio- Iragorry, 1943) e ocupam, principalmente,
cachoeiras ou corredeiras e saidas de barragens, mas podem ocorrer em cursos d’dgua com
pouca velocidade. O habitat de cada espécie ¢ selecionado pela fémea, de acordo com as

condigdes fisico-quimicas dos criadouros (Hamada & McCreadie, 1999; Hamada & Adler,

2001).
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Figura 1- Ciclo de vida de Simulium daltanhani com os quatro estagios de desenvolvimento.
Desenho: Hamada, N.

As larvas sdo principalmente filtradoras nfo seletivas, alimentando-se de matéria
orginica compreendendo organismos planctonicos, perifiticos e até microinvertebrados
(Alencar et al., 2001). Os machos adultos alimentam-se de néctar de flores ou seiva de
plantas (Ruas Neto et al., 1984; Neves, 1991), enquanto que as fémeas adultas, no geral sdo
hematéfagas, necessitando de sangue para o amadurecimento dos ovos.

Quanto a atividade hematofigica, os simulideos sfio principalmente diurnos.
Algumas espécies, de acordo com as condigSes ambientais, podem ser bimodais, como

Simulium guianense Wise, que nos dias ensolarados apresenta um pico de atividade pela




manhi e outro pela tarde, sendo que a atividade aumenta quando a temperatura diminui (Py-

Daniel e al., 1999).

1.2 Importéncia

As formas imaturas dos simulideos s3o abundantes .na comunidade de insetos
aquaticos sendo importantes na dieta alimentar de outros organismos. Contribuem para o
fluxo de matéria orginica na rede alimentar de outras formas jovens de insetos e também na
dieta de peixes (Burton & McRae, 1972; Ruas Neto et al., 1984; Adler, 1994; Alencar et al.,
1999; Andrade et al., 2000). Muitas espécies s@o consideradas indicadores de qualidade de
4gua, pois ndo se desenvolvem em ambientes poluidos (Adler, 1994).

Os adultos de algumas espécies sdo de grande interesse econémico, quando em
alta densidade pois podem causar varios danos em éareas agricolas reduzindo a qualidade do
trabalho, prejudicando a produtividade de seres humanos e de animais (Souza, 1984; Adler &
Mason, 1997). Na industria turistica, o grande fluxo desses insetos impede o acesso a areas
que poderiam ser exploradas economicamente (Araijo-Coutinho et al., 1988). No entanto, a
maior relevéncia desses insetos estd relacionada a saude, pois sendo as fémeas hematofagas,
sdo vetores e hospedeiros em potencial de virus, bactérias, protozodrias e _helmintos
(Crosskey, 1990; Hamada, 1993; Adler, 1994). Na area veteripéria, a importincia dos
simulideos de maneira direta, esta relacionada & transmissfio de protozoarios e filarias, que
podem causar mortalidade em grandes poplglaqﬁés de aves, prejudicando a produgdo. De
maneira indireta, grande fluxo de simulideos importunam animais durante a alimentagio
provocando “stress”, reduzindo a produggo de alimentos de importancia comercial (Campos-

Gaona & Andrade, 1999).
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Na 4rea médica, algumas espécies sdo vetores de filarias como Mansonella
ozzardi Manson, 1897, causadora da Mansonelose, e Onchocerca volvulus Leuckart, 1983,
nematdide parasita de humanos, causador da Oncocercose, doenga popularmente conhecida
como cegueira dos rios (Marcondes, 2001). A fase adulta desses agentes etiolégicos formam
nédulos fibrosos pelo corpo causando lesdes dermatoldgicas cronicas (Ramirez Peréz, 1985)
além de causarem lesdes oculares. A oncocercose é originaria do Continente Africano, e foi
registrada pela primeira vez no Brasil em 1967 (S4 & Maia- Herzog, 2002). Com isso, é
importante que se conhega a distribuigfio de espécies vetores para se prever focos da
oncocercose.

Existem 12 espécies do género Simulium na regido Neotropical, que sdo
consideradas vetores da oncocercose (Pérez, 1985). A maioria da populagdo afetada na
Guatemala, México, Venezuela, Colombia e Brasil sdo indigenas. No foco amazbdnico do
Brasil e Venezuela as principais espécies vetores dessa doenga sdo: Simulium oyapockense s.1.
Floch & Abonnenc, Simulium roraimense Nunes de Melo, Simulium guianense Wise,
Simulium exiguum Roubaud, Simulium incrustatum Lutz, Simulium metallicum s.1. Bellardi e
Simulium rorotaense, Floch e Abonnenc (Ramirez Pérez, 1985; Grillet et al., 1994; Shelley et

al., 1997; Vivas- Martinez et al., 1998; Medeiros & Py-Daniel, 1999; Shelley, 2002).

1.3 Classificacéio

Rubtsov (1974) relata que estudos taxondmicos sobre a familia Simuliidae sdo
divididos em duas linhas de pensamento distintas, uma seguida por autores norte-americanos
e a outra, por autores russo-alemdes. A linha norte-americana subdivide a familia Simuliidae

em duas sub-familias: Parasimuliinae e Simuliinae e a russa-alemi, em quatro sub-familias:




| e

Parasimuliinae, Gymnopaidiinae, Prosimuliinae e Simuliinae. No presente trabalho estamos

seguindo a linha dos autores norte-americanos.

No Brasil ocorre apenas a sub-familia Simuliinae, com as tribos Prosimuliini e
Simuliini. A primeira tribo é representada no nosso pais pelo género Lutzsimulium d’ Andretta

& d’Andretta ¢ a segunda pelo género Simulium Latreille Crosskey & Howard, 1997.

Na regifio Neotropical, existem algumas controvérsias em relaglio a classificagfio
de Simuliidae no nivel genérico e subgenérico (e.g. Coscardn, 1987; Py-Daniel & Sampaio,
1994; Crosskey & Howard, 1997). Coscarén (1987) dividiu o género Simulium em 17
subgéneros, enquanto Crosskey & Howard (1997) dividiram-no em doze subgéneros. O
subgénero Psaroniocompsa considerado por Crosskey & Howard (1997) € subdividido em
cinco grupos de espécies: S. amazonicum, S. siolii, S. incrustatum, S. quadrifidum e S.
auristriatum. Py-Daniel & Sampaio (1994) propuseram a elevagdo de todos os subgéneros da
regido Neotropical para género. Neste estudo iremos utilizar a classificagdo de Crosskey &

Howard (1997) por ser uma classificagio mais conservadora e utilizada mundialmente.

Aproximadamente 1 700 espécies de Simuliidae ji foram descritas ¢ nomeadas.
Para a regiio Neotropical foram registradas aproximadamente 350 espécies de simulideos

(Campos-Gaona & Andrade, 1999) das quais 87 foram descritas para o Brasil e 45 registradas

para a Amazdnia (Crosskey & Howard, 1997).

1.3.1 Citotaxonomia

Bennett (1963) estudou a morfoiogia das glandulas salivares utilizando-a como
uma ferramenta para auxiliar na identificagéo de simulideos. Semelhangas morfoldgicas dos
individuos s3o comuns entre algumas espécies de simulideos, tornando dificil a identificagiio

especifica, quando apenas caracteres morfolégicos convencionais sfo utilizados. Com isso,




houve a necessidade de se combinar a taxonomia convencional com outras técnicas
taxondmicas. As abordagens nfo convencionais para taxonomia de simulideos incluem a
citologia (e.g Charalambous et al., 1996; Hamada & Adler, 1999; Rios Velasquez et al.,
2002), a cromatografia de gas liquido (Crosskey, 1987) e as técnicas convencionalmente
conhecidas como sistemética molecular (e.g. Post & Flook, 1992; Charalambous ef al., 1993;
Wilson & Post, 1994; T ang et al., 1995; Flook & Post, 1997; Higazi et al., 2000).

A integragio da taxonomia convencional com estudos citogenéticos tem sido de
grande importancia e tem contribuido muito para o esclarecimento da taxonomia de muitos
grupos de espécies de Diptera, tais como Drosophilidae, Chironomidae e Culicidae (Rothfels,
1979; Coscarén-Arias, 1998). Atualmente, estudos similares estdo sendo feitos para resolver
problemas em Simuliidae, principalmente quando se trata de espécies cripticas (Shelley,
1988). Muitos taxons de simulideos constituem complexos de espécies, as quais se
assemelham na morfologia, porém sfo geneticamente distintas e estio isoladas
reprodutivamente (Mayr, 1942). Estas podem ser diferenciadas por meio de técnicas de

citogenética a partir de estudos de diferentes caracteristicas expressadas nos cromossomos

politénicos das glandulas salivares.

Os cromossomos politénicos s3o também conhecidos como cromossomos
gigantes, e foram descobertos em 1881 por Balbiani em glandulas salivares de chironomideos
(Guerra, 1988; Hoyos, 1990). Cada cromonema se apresenta como um longo fio de DNA e
proteinas histdnicas e n3o histdnicas, intercaladas em espagos mais ou menos regulares por
pontos de enovelamento que vdo constituir os cromdmeros. No inicio da politenizagio os
cromossomos homdlogos s@o reconhecidos pareando-se num processo chamado sinapse, sem
separacdio das crométides replicadas. Sofrem sucessivas endomitoses ou politenia que é o

processo no qual os cromossomos se duplicam, sem que haja divisdio celular. A espessura do




cromossomo politénico depende basicamente do mimero de endomitoses. Quando estdo
perfeitamente pareados, o local onde ocorre o cromdmero aparece no cromossomo politénico
como uma zona mais densa, denominada faixa. A largura da faixa depende do tamanho dos
cromdmeros que a formam ou ainda, se dois ou mais cromomeros estdo tio proximos que
impossibilita a disting@o da interfaixa formando uma tinica banda.. Em algumas condi¢3es, os
cromdmeros de uma determinada faixa podem se descondensar dando origem a uma estrutura
denominada pufe, regides de sintese de RNA. Os pufes sdo muito variados podendo ter dois
extremos: um discreto alargamento da banda ou desaparecimento total da banda, restando
apenas uma estrutura dilatada e de baixa densidade, formando pufes excepcionalmente
grandes (Guerra, 1988). Esses pufes assumem formas diferenciadas e conservadas servindo
assim como marcadores para distinguir os diferentes bragos cromossémicos.

Os cromossomos politénicos sfio encontrados em certos 6rgéos de insetos. Em
larvas de Diptera sfio encontrados em quase todos os érgdos, principalmente aqueles que
compdem tecidos de secregdo como os tibulos de Malpighi, reto, intestino e mais
freqilentemente em glandulas salivares onde sio mais desenvolvidos. S@o diversos em

tamanho e em estrutura (Guerra, 1988).

De acordo com Hartl et al. (1988), os cromossomos politénicos sdo considerados
atipicos e s3o formados nas células terminais, isto é, as células das larvas que contém os
cromossomos nio se dividem novamente durante o desenvolvimento do mosquito e
posteriormente desaparecem durante a fotmagio da pupa. Procunier & Post (1986)
encontraram cromossomos politénicos em tiibulos de Malpighi de fémeas adultas, entretanto,
estes nio foram tteis para estudos citolégicos por ndo apresentarem boa qualidade de

bandamento.
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Com as diferengas e semelhangas presentes no padrdo de bandamento dos
cromossomos politénicos € possivel que se faga o reconhecimento de complexos de espécies
cripticas em morfoespécies aparentemente uniformes. Existem critérios citolégicos para
distinguir estas espécies, tais como inversdes fixas e diferentes inversdes polimérficas ou
presenga de bandas bem marcadas (heterobandas) (Bedo, 1979). Entretanto, esses critérios s6
sdio uiteis na identificacio de espécies que se encontram em simpatria onde a auséncia de

hibridos sugere isolamento reprodutivo (Coscarén- Arias, 1998).

A recente combinagio do uso da morfotaxonomia e citotaxonomia tem contribuido
muito para a taxonomia de muitos grupos de espécies de Simuliidae (Shelley, 1988). Estudos
de cromossomos politénicos tém sido realizados em varios complexos de espécies, tais como:
Simulium damnosum Theobald s.I. na Africa, Simulium exiguum Roubaud no Equador,
Simulium ochraceum Walker no México e Guatemala e Simulium metallicum Bellardi na
América Central e Venezuela (e.g. Grillet ez al., 1995; Mafuyai et al., 1996; Conn et al, 1997,
Arteaga & Hoyos, 1999; Kruger & Garms, 1999), distinguindo espécies cripticas com habitats
e capacidade vetorial diferentes (Higazi er al., 2000). Analise citogenética associada a
anilises moleculares tem fornecido importantes informagdes, tais como demonstrado nos
trabalhos de Tang et al. (1995, 1996), que conseguiram distinguir nove espécies cripticas do
complexo S. damnosum s.1.,estudando uma subregifio do DNA mitocondrial (16s), sendo seis

delas consideradas vetores em potencial da onconcercose.

Atualmente, menos de 10% do total de espécies descritas foram estudadas
cromossomicamente (Crosskey, 1987). Na regifio Neotropical existem poucos estudos sobre
cromossomos de simulideos; no Brasil, estudos citotaxonémicos foram realizados por
Charalambous et al. (1996) com S. guianense, Hamada & Adler (1999) estudaram Simulium

maroniense Floch & Abonnenc, Simulium trombetense Hamada, Simulium perflavum




Roubaud, Simulium rorotaense Floch & Abonnenc, Luz (1999) estudou Simulium oyapokense
Floch & Abonnenc e Simulium roraimense Nunes de Mello, Rios-Velasquez et al. (2002)
estudaram S. goeldii e S. ulyssesi, Alvan-Aguilar (2002) estudou S. quadrifidum e S.

cauchense e Campos-Gaona et al. (1996, 2001) estudaram Simulium pertinax Kollar.

1.4 Justificativa

A importincia econdmica e epidemioldgica de espécies da familia Simuliidae tem
estimulado estudos em muitas 4reas como a taxonomia, ecologia, manejo e citogenética
(Crosskey, 1990). Muitas estruturas morfolégicas sdo usadas na descri¢io de espécies de
simulideos, sendo que em alguns casos nfio ¢ possivel a separagiio de espécies usando
somente caracteres morfolégicos. Técnicas citogenéticas, associadas a estudos ecoldgicos €

moleculares, s3o usadas para determinar a distribuig#io de cada citétipo.

O subgénero Psaroniocompsa foi dividido por Crosskey & Howard (1997) em
cinco grupos: S. amazonicum, S. quadrifidum, S. auristriatum, S. siolii e S. incrustatum. O
grupo S. amazonicum e S. quadrifidum foram considerados por Py-Daniel (1983) e Coscarén
(1987) como subgéneros Cerqueirellum e Coscaroniellum respectivamente. Py-Daniel &

Sampaio (1994) posteriormente consideraram esses dois subgéneros como géneros.

Simulium daltanhani foi descrita por Hamada & Adler.(1998) e colocada no
subgénero Psaroniocompsa. Py-Daniel & Coscarén (2001), ao descrever S. ulyssesi, colocou
essa espécie no género Coscaroniellum (= grupo S. quadrifidum). Considerando que algumas
espécies do grupo S. quadrifidum ja foram estudadas citotaxonomicamente (Rios Velasquez et
al., 2002; Alvan-Aguilar, 2002), este trabalho pretende realizar um estudo citotaxondmico
sobre a espécie S. daltanhani, fornecendo subsidios para melhor compreenséo da taxonomia

do subgénero Psaroniocompsa sensu Crosskey & Howard (1997).
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2.0BJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar citogeneticamente S. daltanhani por meio-do padrio de bandamento
de cromossomos politénicos e estabelecer relagdes com as outras espécies do grupo .

quadrifidum.

2.2 Especificos

e Construir um mapa cromossdmico para S. daltanhani por meio de
microfotografias dos cromossomos politénicos;

e Verificar as semelhangas existentes na seqiiéncia de bandamento dos
cromossomos politénicos de S. daltanhani com as espécies S. quadrifidum, S.
cauchense, S. goeldii e S. ulyssesi,

e Determinar se ha polimorfismo na populagio de S. daltanhani estudada;

e Determinar se hi cromossomos sexuais diferenciados na espécie S. daltanhani.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

Os exemplares analisados foram coletados em uma 4rea de preservagio do
Exército Brasileiro “Base de Instrugio II (02°45°S e 59°57°W), a nordegte da cidade de
Manaus, na rodovia AM 010, Km 54, no Km08 deste ramal”, Amazonas, Brasil (Figs. 2 e 3).

A 4rea do igarapé, no qual foram feitas as coletas, possui aproximadamente 200
metros sendo ela dividida, de acordo com a cobertura vegetal, em dois ambientes distintos:

area aberta e semi aberta (Fig. 4).

10

A




4!

(-3 82 km4s

L Bede muotips
e Rodovi

e

3
Forge imagem do Saleite

LandSat STM

Figura 2- Seta mostrando 4rea de estudo- Base de Instrugdio de Guerra na Selva II, Manaus, Amazonas, Brasil. Fonte: Ferreira (2003).
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Figura 3- Esquema da localizag¢do do igarapé no km 8, na Base de Instrugdo de Guerra na

Selva II, local de coleta de Simulium daltanhani. Fonte: Alencar (2003).
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Figura 4- Igarapé do km 8, Base de Instrugio de Guerra na Selva Il. a) 4rea aberta
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Figura S- Génglio subesofageano pigmentado de S.daltanhani.

3.2.2 Espécies utilizadas na comparaciio citolégica
Simulium goeldii Cerqueira & Nunes de Melo, 1967 e Simulium ulyssesi (Py-

Daniel & Coscarén, 2001)

S. goeldii foi descrita a partir de espécimes coletados no rio Tarumd, Manaus,
Amazonas (Cerqueira & Nunes de Melo, 1967) e apresenta ampla distribui¢do na Amazodnia
(Crosskey & Howard, 1997). S. ulyssesi, por sua vez, s6 foi registrada em pequenos igarapés

da Amazonia Central (Hamada & Adler, 2001, Rios-Velasquez et al., 2002). Coscar6én

(1987) colocou S. goeldii no subgénero Coscaroniellum enquanto que Crosskey & Howard

(1997), consideraram que a mesma nfo poderia ser colocada em nenhum subgénero existente.

Estudos citogenéticos foram feitos sobre essas duas espécies por Rios-Veldsquez et al. (2002), i
que apresentaram o mapa padrio para o grupo composto por essas duas espécies e,

denominado grupo S. goeldii. Essas espécies podem ser diferenciadas por quatro inversdes |

fixas e apresentam o organizador nucleolar na mesma posi¢do, no brago curto do cromossomo i

I, préximo a regido centromérica.
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Simulium quadrifidum Lutz, 1917 e Simulium cauchense Floch & Abonnenc, 1946

S. quadrifidum possui ampla distribuicio geogrifica na regifio neotropical
abrangendo o Brasil (Rond6nia, Amapa, Amazonas, Para e Roraima), Bolivia, Colombia,
Equador, Guiana e Suriname (Crosskey & Howard, 1997; Alvan-Aguilar, 2002). S&.
cauchense apresenta uma distribui¢dio mais restrita abrangendo o Brasil (Amap4,
Amazonas ¢ Roraima), ‘Guiana Francesa, Guiana e Venezuela (Crosskey & Howard,
1997; Alvan-Aguilar, 2002). Py-Daniel (1983) colocou estas duas espécies no subgénero
Coscaroniellum sem apresentar os critérios para esta decisdo, enquanto que Shelley
(1988) as inclui no grupo S. quadrifidum, do subgénero Psaroniocompsa. Alvan-Aguilar
(2002) estudou citogeneticamente estas duas espécies. Nenhum polimorfismo foi
encontrado nas duas espécies, e elas se diferenciam por trés inversdes; o organizador
nucleolar esta localizado no cromossomo III, brago longo, préximo a irea centromérica

em S. quadrifidum e no cromossomo I, braco curto em S. cauchense.

3.3 Coleta ¢ fixacdo dos exemplares
As larvas foram coletadas do substrato em diferentes areas do igarapé com auxilio

de pingas de ponta fina. Estas foram colocadas em frascos de vidro com fixador Carnoy (3

partes de 4lcool etilico absoluto e 1 parte de 4cido acético glacial) e transportadas em caixa de

isopor com gelo até ao laboratério. O Carnoy foi-substituido trés vezes no campo € uma no

a

laboratério antes do seu armazenamento & 4°C no refrigerador.

3.4 Obtengédo dos cromossomos politénicos

No laboratério, as larvas foram triadas sob microscépio estereoscépio €

identificadas até espécie, utilizando-se a chave de identificagiio de Hamada & Adler (2001).
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As larvas de ultimo estddio, que se caracterizam pelo completo desenvolvimento do

histoblasto branquial (Fig. 6), foram separadas e coradas para andlise dos cromossomos das

glandulas salivares.

Figura 6— Larva de dltimo estadio com o histoblasto totalmente formado.

Trés técnicas tém sido utilizadas para o estudo de cromossomos politénicos de

Simuliidae: método de Feulgen (Rothfels & Dunbar, 1953), método de Feulgen com
modificagdes de Charalambous e? al. (1996) e o método de orceina ou carmim (Bedo, 1975).
A duas primeiras, além de analise dos cromossomos, permitem a identificagdio do sexo da

larva, pois coram os botSes imaginais das gonadas, enquanto que a terceira fornece alta

resolucdo de bandas, porém nio permite a identificagio do sexo, tornando o processo mais

lento (Rothfels, 1979).

Considerando que em simulideos nem sempre existem cromossomos sexuais

diferenciados, neste trabalho foram utilizadas as técnicas de Feulgen e Feulgen modificada

por Charalambous.
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3.4.1 Técnicas de Coloracio

Técnica de Feulgen (Rothfels & Dunbar, 1953)

e Fazer um corte longitudinal (ventral) no abdome da larva ja fixada;

e Colocar a larva em 4gua destilada durante 20 minutos e posteriormente
remover a secregdo glandular em papel de filtro umido;

e Deixar a larva por 10 minutos em 4cido cloridrico 1N a 65°C (pré -aquecido
por 30 minutos a 65°C), na estufa,

e Corar as larvas em corante Feulgen por 60 minutos;

e Colocar as larvas em 4gua sulfurada por 12 minutos;

e Lavar as larvas em agua destilada, por um minuto, duas vezes;

e Refrigerar as larvas coradas em agua destilada até a montagem da 1dmina para

analise em microscopio 6ptico com objetiva de imerséo.

Técnica de Charalambous (Charalambous et al.1996)

e Fazer um corte longitudinal (ventral) no abdome da larva j4 fixada;

e Colocar a larva em 4gua destilada durante 30 minutos e posteriormente
remover a secregdo glandular em papel de filtro imido;

e Deixar a larva por 30 minutos em 4cido cloridrico SN.

e Lavar as larvas em agua destilada durante um minuto;

e Corar as larvas em corante Feulgen por 30 minutos;

e Colocar as larvas em agua sulfurada por 10 minutos;

e Lavar as larvas em agua destilada, por um minuto, duas vezes;

e Refrigerar as larvas coradas em 4gua destilada até a montagem das laminas

para anélise em microscopio ptico em objetiva de imersdo.
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Para a visualizag8o dos cromossomos foram feitas preparagdes temporérias de
laminas. O sexo da larva foi determinado in situ, pelo formato dos botdes imaginais: os
machos possuem gdnadas com formato esférico enquanto que as fémeas possuem génadas
com formato ovéide (Fig. 7a). Posteriormente, para confirmagfio do sexo, foram feitas
observagdes citolégicas dos botdes imaginais. Os botdes imaginais dos machos apresentam

células diferenciadas enquanto que as fémeas apresentam células semelhantes (Fig. 7b).

3.4.2 Preparacio das liminas

As glandulas salivares contendo os cromossomos politénicos corados foram
retiradas da regiio abdominal das larvas e transferidas para uma lamina com uma gota de
4cido acético glacial a 50%, posteriormente a gota foi coberta cuidadosamente com uma
laminula e examinadas ao microscépio Optico com aumento de 1000 vezes em objetiva de

imersdo. Para cada individuo, foi preparada uma lamina.

As carcassas foram guardadas em microtibulos de plasticos com alcool 80%.
Alguns espécimes foram depositados na cole¢iio de invertebrados do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazo6nia (INPA), Manaus, Amazonas, Brasil.
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Figura 7- Determinagdo do sexo: a) formato dos botdes imarginais de macho e fémea; b)

células dos botdes imarginais de macho e fémea. Nota: foto em (a) aumento de
50X em microscopio estereoscépio; em (b) aumento de 400X em microscopio

ptico.
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3.4.3 Construciio do mapa cromossdmico

Os ntcleos foram fotografados em microscépio 6ptico com aumento de 1000
vezes em Oleo de imersdo, usando filmes preto e branco AGFA, ASA 25 e 100 e Imagelink
ASA 25. Os negativos foram revelados no laboratério de Insetos Aquaticos na Coordenagdo
de Pesquisa em Entomologia utilizando revelador KODAK D-76. Ap6és revelados, os
negativos foram “scaniados” e as melhores fotos, que contiﬁham pedagos nitidos de
seqiiéncias facilmente identificaveis, foram separadas, recortadas e montadas para construgéo
do mapa cromossdmico utilizando o programa Adobe Photoshop Elements versio 9.0

seguindo a nomenclatura de Rothfels ez al., 1977.

3.4.4 Nomenclatura dos cromossomos politénicos

Os Simuliidae possuem, no geral, trés pares de cromossomos homoélogos,
pareados. Estes sfio numerados com niimeros romanos, de acordo com o seu comprimento,
sendo o cromossomo I maior que o II e este maior que o III. Possuem centrébmeros
localizados na regido mediana ou submediana, as regides centroméricas em muitas espécies
s3o caracterizadas por regifes expandidas. Em espécies que nfo apresentam essa regido
expandida, a localizagdo € determinada pela presenca de pareamento ectépico ou por
compara¢ido com espécies proximas que possuem o centrdmero expandido. Para numerar as
regides de bandas, os cromossomos sfo divididos em 100 se¢des, comegando no brago curto
do cromossomo I (IS) e terminando no brago longo do cromossomo III (IIIL). Por convengio,
o cromossomo 1 ¢ dividido em 41 se¢des, o II em 30 e o III em 29 (Rothfels & Dunbar, 1953).
A identificagdio dos bragos cromossdmicos ¢é feita por marcadores especificos, conhecidos
também como universais, por exemplo, o IS (brago curto do cromossomo 1) apresenta uma

série de bandas finas na regido terminal denominada “turkey tail” (Tt); o IIS (brago curto do
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cromossomo ITI) apresenta o “Ring of Balbiani” (RB) e o “trapeze’ (T); o IIL (brago longo do
cromossomo II) apresenta o marcador “three sharp” (‘3°), localizadas préximas ao centrémero
e o “Parabalbiani” (Pb), de posi¢iio variavel de acordo com a espécie. O IIIS (brago curto do
cromossomo III) apresenta como marcadores o “Blister” (Bl) e o “capsule” (Ca). A regifio
organizadora do nucléolo tem localizagdo fixa em cada espécie, mas pode ocorrer em
qualquer um dos cromossomos em espécies diferentes. Geralmente, a RON se encontra na
mesma posi¢do em espécies préximas ou do mesmo grupo (Rothfels, 1987; Hamada & Adler,

1999).

Em cromossomos politénicos de Simuliidae é muito comum a ocorréncia de
inversGes. Inversdes fixas e polimérficas sdo numeradas, de acordo com a ordem de
descobrimento, por letras ou nmimeros sendo que as inversdes fixas s3o sublinhadas no mapa,
no texto e no idiograma, e as inversdes flutuantes nio (Moulton & Adler, 1997). Estas podem
ser pericéntricas (incluem o centrdmero) ou paracéntricas (ndo incluem o centrémero) e
heterozigotas ou homozigotas; é mais ficil visualizar inversGes heterozigotas pois, geralmente
formam algas bem evidentes. As inversdes homozigotas sd3o reconhecidas por meio de
cuidadosa comparaggo das seqiiéncias de bandas de cada cromossomo com o mapa padrio
estabelecido para a espécie em estudo ou com a espécie com a qual esta sendo comparada. As
inversdes ligadas ao cromossomo X sfo representados por colchetes em linhas pontilthadas

enquanto que as inversdes ligadas ao cromossomo Y s#o representadas por colchetes em

linhas tracejadas (Bedo, 1984). ;

P

O padrio de bandamento dos cromossomos politénicos de S. daltanhani foi
comparado com o mapa padriio de S. quadrifidum e S. cauchense (Alvan-Aguilar, 2002), €
.com o mapa padréo de S. goeldii e S. ulyssesi (Rios-Velasquez et al. 2002) para verificar as

semelhangas entre essas espécies.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Simulium daltanhani ao ser descrita, foi coletada em trés localidades: Manaus,
Presidente Figueiredo e Itacoatiara (Hamada & Adler, 1998). Neste estudo os exemplares
foram coletados somente na Reserva do Cigs - Centro de Instru¢iio de Guerras na Selva,
Manaus, pois nas outras localidades os criadouros apresentaram baixa densidade larval. As
larvas foram coletadas na area semi-aberta do igarapé, em diferentes substratos,

principalmente em folhas deciduas e verdes (Fig. 8).

Foram analisadas 296 larvas, das quais 137 machos e 159 fémeas. Desse total, 33
laminas de machos ¢ 36 de fémeas foram lidas completamente (Tab. 1). O nimero de
individuos analisados est4 diretamente relacionado com o nimero de 1dminas confeccionadas,
ou seja, para cada individuo foi feita a preparagdo de uma ladmina. A baixa percentagem
(23%) de laminas completamente lidas foi decorrente do fato de um grande niimero de
individuos apresentaram cromossomos com pouca nitidez, cromossomos degradados ou muito
compactados, impossibilitando a identificag8o dos bragos e leitura do padrio de bandamento
(Fig. 9). Podemos atribuir estes resultados a vérios fatores como: método de coleta do
material examinado ou ainda a influéncia de alguns fatores fisicos-quimicos ambientais onde
os imaturos se desenvolvem, tais como témperatura e alimentagio podem contribuir para a

baixa qualidade dos cromossomos (McCreadie & Colbo, 1992).

Aproximadamente 1 500 fotos foram feitas, algumas foram tomadas para a
constru¢do do mapa cromossdmico de S. daltanhani. Esta espécie possui trés pares de
cromossomos homolégos bem pareados. O maior, o cromossomo I, é metacéntrico enquanto
os outros dois, cromossomos II e III sdo menores € submetacéntricos. O centrdmero no

cromossomo I esta representado por uma banda caracteristica, bem marcada com um aspecto
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Figura 8— Substratos nos quais foram coletadas as larvas da area semi- aberta: a) folhas secas;
b) folhas verdes.
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b)

Figura 9- (a) micleo com cromossomos completamente compactados; (b) nucleos com
cromossomos degradados.
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N b
pesado; j4 nos cromossomos II e III a regifio centromérica estd representada por uma regido

expandida facilmente reconhecida com uma banda bem marcada.

O complemento cromossémico foi dividido em 100 se¢Ses aproximadamente
iguais para facilitar na leitura do padrio de bandamento e numerado, comegando na regifio
distal em relagfio ao centrébmero do brago curto do cromossomo I e terminando na regido
distal em rela¢do ao centrdmero do brago longo do éromossomo III. As divisdes foram feitas

aleatoriamente sempre comparando com o mapa padréio de S. quadrifidum e S. goeldii (Fig.
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Figura 10- Idiograma de S. daltanhani mostrando os bragos cromossdmicos € os marcadores

correspondentes a cada brago.
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Cromossomo I

O cromossomo I foi dividido em 41 se¢des; o brago curto contendo as seg¢des de 1
a 20 e o brago longo as segdes de 21 a 41. A regidio organizadora do nucléolo pode ser
reconhecida por ser uma regifio altamente expandida, de facil reconhecimento e dotada de
uma série de bandas que se rompem entre as segdes 18 e 19 do brago curto, préximo a 4rea
centromérica. O brago curto foi caracterizado por ter na segfio 1 os marcadores “Turkey tail”,
“crack” e “tree heavy” na se¢fo 3 e 13 respectivamente. Né#o foi observada nenhuma inverséo

nesse cromossomo (Figs. 11e 12).

Cromossomo II

O cromossomo II foi dividido em 30 se¢Bes; o brago curto contendo as segdes de
42 a 55 e o brago longo, as se¢Ges de 56 a 71. O brago curto pode ser reconhecido pelo
marcador ‘Ring of Balbiani” na se¢do 48 e por trés bandas, conhecidas como “trapeze” na
segdo 54 (Fig. 13). O brago longo ¢ facilmente reconhecido pela presenga de trés bandas finas
“three sharp” na se¢do 56, adjacente ao centrdmero e pelos marcadores “jagged”,
“Parabalbiani”, “gray band” e pufe nas se¢des 60, 63, 64 e 70, respectivamente (Fig. 14). Foi
observada uma inversdo heterozigota, somente no brago longo de fémeas, denominada [IL-1;

apenas 1,3 % das fémeas nfo apresentaram essa inversdo.

Cromossomo I1I
O cromossomo III foi dividido em 29 se¢des; o brago curto abrangeu as seg¢des de
72 a 82 e o brago longo, as se¢Fes 83 a 100. Este cromossomo foi caracterizado pela presenga

do “blister”, “two heavy” (‘2h’) e o “capsule” que estio localizados nas segdes 74, 75 e 79

respectivamente, no brago curto (Fig. 15). O braco longo pode ser reconhecido pelos
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marcadores “basal marker”, “fuzzy”, “three heavy band” e “end marker” encontrados nas
secdes 86, 87, 97 e 99 respectivamente (Figura 16). Ndo foi encontrada nenhuma inverséo
neste cromossomo‘.

Os marcadores foram constantes em todos os niicleos e exemplares analisados. Os
idiogramas dos mapas cromossomicos das espécies que foram comparadas com S. daltanhani
estfio representados na Fig. 17. A regifio organizadora do nucléolo (RON) néo se encontra na
mesma posi¢do em todas as espécies colocadas no grupo S. quadrifidum. Em S. goeldii € S.
ulyssessi a RON se encontra na mesma posi¢do, nas se¢des 20 e 21 do brago curto do
cromossomo 1. Em S. cauchense, a RON esté localizada nas seg¢des 19 e 20 do brago curto do
cromossomo I e, em S. quadrifidum, a RON esta localizada na segfio 83 do brago longo do
cromossomo III. Em S. daltanhani, a RON esté localizada nas seg¢des 23 e 24 do brago longo
do cromossomo I. Embora a maioria das espécies estudadas apresentem a RON no
cromossomo I esta, com excegdo de S. goeldii e S. ulyssesi ndio se encontra na mesma posigao.
Como regra geral, espécies pertencentes a0 mesmo grupo de espécies ou espécies proximas

apresentariam a RON na mesma regifio cromossdmica (Rothfels, 1987).

Ao descreverem S. daltanhani, Hamada & Adler (1998) nfo a colocaram em
nenhum grupo de espécies. Py-Daniel & Coscarén (2001), no entanto, ao descreverem S.
ulyssesi a posicionaram no género Coscaroniellum (= grupo S. quadrifidum) sem apresentar
as razOes para essa decisdio. Citologicamente, os pares de espécies S. quadrifidum - S.
cauchense ¢ S. goeldii - S. ulyssesi, sem duvida s3o espécies estreitamente relacionadas, uma
vez que se diferenciam por poucas inversdes, mantendo, portanto, o padrdo de bandamento
dos cromossomos politénicos conservado. O unico grupo de espécies estudado
citotaxonomicamente no Brasil foi o grupo S. perflavum, no qual as quatro espécies estudadas

apresentam a mesma seqiiéncia de bandas se diferenciando por poucas inversdes e apenas
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uma delas apresenta a regifio organizadora nucleolar localizada em diferente posi¢éio (Hamada

& Adler, 1999).

Em Simuliidae nfo existe um cromossomo sexual diferenciado como em outros
grupos de organismos, tais como os mosquitos da familia Culicidae em que o primeiro par
cromossdmico é o par sexual enquanto que o segundo e o terceiro sdo autossomos (Rafael,
2001). Acredita-se que os genes que determinam o sexo em Simuliidae podem estar presentes
em vérias regiGes em qualquer um-dos bragos cromossdmicos, obedecendo a um sistema de
transposons (Hoyos, 1990). Talvez isto explique as vérias configuragdes citoldgicas
encontradas para o sistema de cromossomos sexuais de Simuliidae.

Algumas inversdes heterozigotas ou homozigotas pericéntricas podem estar
ligadas ao cromossomo X ou Y. Marcaciores como heterobanda ou cromossomos
extranumerarios como o cromossomo B, também podem est4 ligados ao sexo. No presente
estudo, foram encontradas duas configuragGes de cromossomos sexuais ligadas ao sexo
feminino. Uma invers3o heterozigota envolvendo as se¢des 60, 61, 62, 63, 64, 65 ¢ 66 foi
observada, apenas em fémeas, no brago longo do cromossomo II; essa inversdo estava ausente
em 1,3% das larvas fémeas examinadas. Embora o niimero de individuos examinados tenha
sido baixo, aparentemente o fator sazonalidade (maio/agosto) nfio estd associado-a presenga
dessas duas configuragdes do cromossomo sexual feminino. E comum encontrar inversdes
heterozigotas ligadas ao sexo masculino (Basrur, 1962; Rothfels, 1979; Rothfels, 1981)
porém, na regido amazdnica, nas espécies S. ;zrgentiscutum Shelley & Luna Dias, S.
oyapockense e S. cauchense as fémeas € que sdo heterogaméticas (Procunier et al., 1987,
Alvan-Aguilar, 2002; Matos, 2003). Hadi er al. (1995) também encontraram inversdes
heterozigotas em fémeas de S. bidentatum no Japdo, sendo este o primeiro registro desta

inversdo para a regido Oriental.
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Figura 12- Cromossomo politénico I-brago longo (L) de Simulium daltanhani. RegiZo do organizador nucleolar (RON). Centrémero
(C), segmentos semelhantes ao mapa padréo de S. quadrifidum (q) e segmentos semelhantes ao mapa padrdo de S. goeldii

(®.




IS

W
w

Figura 13- Cromossomo politénico II- brago curto (S) de Simulium daltanhani. Centrdmero (C), “Ring of Balbiani”
(Rb), “trapeze” (T), segmentos semelhantes ao mapa padriio de S. goeldii (g).
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Figura 14- Cromossomo politénico II- brago longo (L) de Simulium daitanhani. Centrdmero (C), “three sharp” (‘3%), ‘Jagged’,
“Parabalbiani” (Pb), “gray band” (gb) “pufe”(P); segmentos semelhantes ao mapa padrio de S. quadrifidum (q) e
segmentos semelhantes a0 mapa padrio de S. goeldii (g). Inversdo heterozigota, ligada ao cromossomo X. (ITL-1). Obs.
Linhas tracejadas indicam que o exato ponto de quebra da invers3o, nio foi definido.
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Figura 15 - Cromossomo politénico III- brago curto (S) de Simulium daltanhani. Centrémero (C), “capsule” (Ca), “two heavy”
(°2h’), Blister (Bl); segmentos semelhantes a0 mapa padrio de S. quadrifidum (q) e segmentos semelhantes ao mapa
padrdo de S. goeldii (g).
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Figura 16- Cromossomo politénico III- brago longo (L) de Simulium daltanhani. a) Centrémero (C), “basal marker” (bm), “fuzzy” (f),
“three heavy band” (h), “end marker” (Em), segmentos semelhantes a0 mapa padrio de S. quadrifidum (q) € segmentos
semelhantes a0 mapa padrao de §. goeldii (g). b) algumas seqiiéncias correspondentes ao brago inteiro.
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Figura 17 - Idiograma dos cromossomos politénicos: Simulium daltanhani (sp 1) Simulium
quadrifidum (sp 2); Simulium cauchense (sp 3); Simulium goeldii (sp 4),
Simulium ulyssesi (sp 5). Cromossomos I (I), cromossomo II (I), cromossomo
III (ITT), brago curto (S), brago longo (L), centrdmero (C), regido do organizador
nucleolar (RON), cromossomo extranumérico B(Bch) e regido do organizador
nucleolar secundério (RON2°). Em S. daltanhani a inversdo IL-1 na condigdo
heterozigota, representa um marcador sexual ligada ao cromossomo X. Em S.
ulyssesi, as inversdoe fixas IS-1, IS- 2, IIS-1, ITL-1 estfio representadas por um
colchete ao lado esquerdo do cromossomo. Em S. cauchense, as inversdes fixas
IIS-1, MIL-1 e IIL-2 também estfio representadas por um colchete no lado
esquerdo do cromossomo. A invers@io IIIL-2 em S.cauchense na condi¢o
heterozigota, representa um marcador sexual ligada ao cromossomo X.
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Utilizamos polimorfismo quando se trata de uma inversdo flutuante presente na
populagio, independente do sexo, i.e., ocorre tanto em machos quanto em f&meas. Nio foi
observado polimorfismo intra-especifico na populagéio de S. daltanhani estudada. Esse fato
tem sido comum em espécies estudadas no Brasil, onde S pertinax, S. perflavum, S.
quadrifidum, S. cauchenche, S. goeldii e S. ulyssesi também n#o apresentaram polimorfismo
(Hamada e Adler, 1999; Campos-Gaoria et al., 2001; Alvan-Aguilar, 2002; Rios- Velasquez
et al., 2002).

Com as diferengas observadas no padrio de bandamento das espécies estudadas,
nfo foi possivel propor um mapa padrio para estabelecer relagSes entre as cinco espécies que
compdem o grupo S. quadrifidum (com excegdo de S. cerradense, que ndo foi estudada
citologicamente). O padrio de bandamento dos cromossomos de S. daltanhani conforme
visto anteriormente é muito diferente das outras quatro espécies (S. quadrifidum - S.
cauchense; S. goeldii - S. ulyssesi), sugerindo que essas pertengam a trés grupo de espécies
distintos ainda n3o conhecidos, necessitando de mais estudos de espécies que pertencam a

outros grupos do subgénero Psaroniocompsa.
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5. CONCLUSAO

o Nio foi observado polimorfismo na populagiio de S. daltanhani examinada.

e Duas configuragdes cromossdmicas diferentes foram encontradas ligadas ao
sexo feminino (X0YO0, X1YO0).

o Com as diferencas citoldgicas encontradas entre as espécies consideradas neste
estudo, podemos sugerir que estas pertencam a trés grupos distintos de espécies.
Porém, estudos sobre cromossomos politénicos das outras espécies pertencentes
aos outros grupos de espécies do subgénero Psaroniocompsa serdo necessarios

para auxiliar no posicionamento de S. daltanhani dentro desse subgénero.
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