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RESUMO

Foram realizados estudos cromossdmicos em seis populacdes de Simulium
(Chirostilbia) pertinax do Brasil. Pela andlise dos ginglios cerebrais larvais da populagio de
Morungaba, SP verificou-se que a espécie apresenta um cariétipo com 2n=6 cromossomos,
sendo dois pares metacéntricos e um par submetacéntrico. Com base em metodologia
padronizada para a familia Simuliidae, foram elaborados os mapas dos cromossomos
politénicos de glindulas salivares larvais. Os cromossomos politénicos apresentaram
constincia morfolégica no seu padrido de bandas. Nio foi registrada qualquer constri¢do
importante e regides assindpticas foram raras. Também, ndo foram observados cromossomos B
nem segmento diferencial do sexo. A comparagio do padrio de bandas dos cromossomos
politénicos com aquele "standard” do subgénero Simulium mostrou uma semelhanca de cerca
de 63% para vdrias regides nos seis bragos cromossémicos.

Além da populagio de Morungaba (n=102), foram analisadas mais cinco populagdes de
S. pertinax coletadas nos estados do Parand (Tibaji, n=13), Ric Grande do Sul (Nova
Petrépolis, n=14), Rio de Janeiro (Muriqui, n=40) e Sdo Paulo (Barra do Una, n=38; e Tthabela,
n=48). Foram feitas comparagdes dos cromossomos politénicos dentro e entre seis populagdes.
Os cromossomos politénicos apresentaram pareamento dos homélogos e conspicuas regides
centroméricas. As caracteristicas morfolégicas dos cromossomos politénicos, como
centrdmeros, marcadores universais, regidio organizadora nucleolar (NOR) e padrio de bandas,
ndo apresentaram variagdo aprecidvel dentro e entre as populagdes, exceto um polimorfismo de
expressdo, uma regido organizadora nucleolar secunddria (NOR 2°) em um individuo. Apesar
de quatro das populacdes aﬁresentarem caracteristicas bioecoldgicas diferentes e terem sofrido
diferentes tipos de pressdo de selecdo por inseticidas, nfio foi observada diferenciacio
cromossOmica. Pela homossegiiencialidade cromossdmica verificada entre as seis populacdes
sugere-se que a espécie seja monomdrfica e os fatores genéticos de resisténcia aos inseticidas

estejam espalhados no genoma sem uma expressio aparente em nivel cromossomico.
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ABSTRACT

Chromosomic studies were carries out for six populations of Simulium (Chirostilbia)
pertinax of Brazil. The analysis of the larval cerebral ganglia from the population found in
Morungaba, SP showed that the species presents a karyotype with 2n=6 chromosomes, two
pairs being metacentric and one pair submetacentric. Based on standard methodology for the
Simuliidae family, the polytene chromosome maps were made using the larval salivary glands,
Polytene chromosomes banding patterns presented high morphological homology. No
important constrictions were recorded and assinaptic regions were rare. Also, neither B
chromosomes nor a sex differential segment were observed. Comparison of polytene
chromosome band patterns with that considered standard for the subgenus Simulium showed a
similarity of about 63% for many regions in all the six chromosome arms.

Besides the population obtained from Morungaba (n=102) a study was also made of
five §. pertinax populations collected respectively in the states of Parana (Tibaji, n=13), Rio
Grande do Sul (Nova Petrdpolis, n=14), Rio de Janeiro (Muriqui, n=40) and Sdo Paulo (Barra
do Una, n=38; and Ilhabela, n=48). Comparisons for the polytene chromosomes within and
among the six populations were carried out. Polytene chromosomes showed band pairing
among homologous chromosomes and conspicuous centromeric regions. No difference was
observed for any morphological chromosome characteristics such as centromeres, universal
markers, nuclear organizer region (NOR) and banding pattern within and among populations,
except by one individual expression of polymorphism, a secondary NOR. No chromosomal
differentiation associated to imsecticide resistance was observed although four of the
populations presented different bioecological features and suffered different selection pressures
by insecticides. Due to the chromosomal homosequentiality found among the six populations it
was suggested that S. pertinax is a monomorphic species and that the genetic factors for
organophosphorous resistance are spread in the genome with no visually detectable

morphologic expressions at the chromosome level.
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I. INTRODUCAO

A familia Simuliidae compreende atualmente mais de 1.600 espécies
conhecidas e embora bem diferenciada taxondmica e bionomicamente de outras familias de
Dipteros, apresenta uma dificil taxonomia. Essa familia apresenta grupos de espécies cripticas,
sendo algumas de interesse médico e veterinario. Basicamente os estudos citol6gicos de
populagdes de simulideos tém sido feitos através da andlise dos cromossomos politénicos das
larvas. Os resultados destes estudos tém ajudado na determinacfo da variabilidade intra e
interespecifica (Brockhouse et al., 1989a, b; Feraday er al, 1989; Leonhardt & Feraday,
01989), na identificacfio de espécies cripticas (Rothfels et al., 1978; Rothfels, 1987), e no
estabelecimento de relagdes filogenéticas entre espécies (Rothfels, 1979; Hunter, 1989). Em
Biologia aplicada os estudos cromossémicos de simulideos tém ajudado a diferenciar espécies
em grupos de importincia econdmica (Weber & Grunewald, 1989), a identificar espécies e
citdtipos com capacidade vetorial (Procunier, 1989; Charalambous ef al., 1993), e a distinguir
espécies alvos de controle (vetores e/ou pragas) com desenvolvimento de resisténcia (Post,
1986).

A espécie Simulium (Chirostilbia) pertinax Kollar, 1832 distribui-se em
virios estados do Brasil € ocorre no norte da Argentina e Paraguai (Coscarén, 1981, 1987,
1991). O hébito hematéfago voraz e a antropofilia das fémeas adultas limita as atividades
didrias das pessoas, bem como o desenvolvimento econdmico de algumas regides que vivem
quase que exclusivamente do turismo (Souza, 1984). A espécie afeta em maior proporgdo as
populagdes humanas, também atacando a criacdo de animais domésticos (Coscarén, 1989;
Strieder & Corseuil, 1992) e, em alguma propor¢iio, as populacdes de animais silvestres de
sangue quente. Esta espécie constitui-se uma praga em vdrias regides do Brasil, e tem recebido
esfor¢os de controle nas dltimas décadas.

Populagdes de S. (Chirostilbia) pertinax do sul e sudeste do Brasil t¢ém
apresentado resisténcia ao controle quimico pelo larvicida organofosforado temephos. Essa

resisténcia parece ter-se desenvolvido por processos seletivos diferentes nas populagdes alvo



de controle € naquelas nfio sujeitas a controle direto. Desta forma o controle quimico outrora
eficiente, seguro ¢ técnica e economicamente vidvel encontra-se comprometido.

Como pré-requisito para o emprego de inseticidas ou para monitorar seu
uso em programas de controle, tém sido propostos métodos para se detectar a resisténcia aos
inseticidas organofosforados mais em populacdes de culicideos do que em simulideos. No
Brasil, Andrade & Castello Branco Jr. (1990) propuseram para S. (C.) pertinax a avaliacdo dos
niveis de esterase em larvas ou bioensaios de aplicacfio tGpica em adultos. A resisténcia ao
temephos nessa espécie, foi demonstrada estar relacionada a uma maior produgfo de esterase
(enzima associada com a resisténcia aos organofosforados)(Andrade & Castello Branco Jr.,
1990) e deve portanto estar associada a fatores génicos, provavelmente caracterizados por
reordenamentos cromossdmicos ou conspicua expressio dos genes envolvidos. Alteracdes
cromossomicas tém sido registradas em populagbes de Aedes aegypti (Linn.) e de A. fluviatilis
(Lutz) (Culicidae) submetidas a pressio de sele¢fo com inseticidas (Lima-Catelani & Bicudo,
1994; 1995). Translocacdes e diferencas cromossdmicas em nivel morfométrico tém sido
associadas 4 resisténcia a inseticidas no afideo Myzus persicae (Sulzer) e no mosquito Culex
quinquefasciatus Say, respectivamente (Blackman & Takada, 1977; Blackman er al., 1978;
Nance et al., 1990; Blackman et al., 1995). Fatores (alelos e genes) de resisténcia a
carbamatos e organofosforados foram localizados nos cromossomos politénicos,
respectivamente associados a translocagdes em Anopheles albimanus Wiedemann (Culicidae)
(Kaiser et al., 1979), e a produciio de proteinas detoxificantes em Drosophila melanogaster
(Meigen) (Drosophilidae). Essas proteinas detoxificantes também sdo produzidas por
nematddeos e mamiferos (Beall ef al., 1992; Ringo ef al., 1995).

Os poucos estudos cromossdmicos em espécies da familia Simuliidae,
no Brasil, e o desenvolvimento de resisténcia aos produtos usados no passado para o controle
de borrachudos, nos estados de Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul,

justificam a investigacio de populagBes susceptiveis e resistentes pelo estudo dos



cromossomos politénicos. A citologia de cromossomos permite estudar populagdes problema
(pragas e/ou vetores) na familia Simuliidae.

Néo obstante a importincia econdmica de S. pertinax, até agora esta
espécie foi pouco estudada por métodos cromossdmicos (Campos ef al., 1996). O presente
trabalho tem o seguinte propdsito:

- Caracterizar cromossomicamente essa espécie através da descrigio dos cromossomos
mitéticos e dos cromossomos politénicos larvais de uma populagfio ndo submetida a controle
quimico direto;

- Fazer uma compara¢io do padrio de bandas dos cromossomos politénicos de S. (C.) pertinax
com aquele dos mapas “standard” publicados para o subgénero Simulium s.str. (Rothfels et al.,
1978);

- Comparar cromossomicamente diferentes populagdes de S. (C.) pertinax, submetidas ou nfo
a pressio de selecfio pelo inseticida organofosforado temephos;

- Verificar o estado de susceptibilidade das populages de simulideos a esse organofosforado,
e se os estudos citolégicos poderiam ser usados como diagnéstico; e

- Discutir alguns dos possiveis mecanismos genéticos envolvidos na resisténcia, com base em

andlise cromossomica.

IL. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. A FAMILIA SIMULIIDAE

Os simulideos sfio conhecidos popularmente como “piuns” no norte e
nordeste e como “borrachudos” no sul e sudeste do Brasil. Sdo insetos cujas larvas procriam
em aguas correntes € apresentam vérias espécies nas quais fémeas adultas sio de hébito
hematéfago antropofilico efou zoofilico. Segundo Crosskey (1990) poucas espécies sdo
incapazes de picar, embora para a regidio Neotropical, s6 se tenha para 73 espécies

confirmacgio de hébito hematéfago no homem efou no gado, ou seja, 22 % das espécies



neotropicais conhecidas (Coscarén, 1989).

1.1. CLASSIFICACAO E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A famflia Simuliidae pertence a ordem Diptera, subordem Nematocera,
infraordem Culicomorpha, superfamilia Chironomoidea (Hennig, 1973; Crosskey, 1990;
Pawlowski et al., 1996). Os simulideos compreendem atualmente mais de 1600 espécies
conhecidas, presentes em todo o mundo, exceto na Antartida e em alguns desertos e ilhas sem
Agua corrente.

Estd subdividida em duas subfamilias: a Parasimuliinae, presente na
regidio Nedrtica, e a cosmopolita Simuliinae. Dentre as 1554 espécies descritas para a familia
até 1989, em torno de 340 e onze géneros sdo registrados para a regido Neotropical: cerca de
90 em dez géneros na tribo Prosimuliini, ¢ em tormno de 250 no género Simulium, com pelo
menos 15 subgéneros na tribo Simuliini (Coscarén, 1987; Coscarén, 1989; Crosskey, 1987,
1990; Coscarén & Coscarén-Arias, 1995, 1997) o que representa 22% da fauna de Simuliidae
conhecida. Mas hid outras espécies conhecidas e muitas por descrever. No Brasil sio
conhecidas 81 espécies (Py-Daniel, 1988) com trés géneros e dez subgéneros (Coscarén, 1987;

Coscardén & Coscardn-Arias, 1995).

1.2. IMPORTANCIA MEDICA E VETERINARIA

Muitas das doengas que afetam o homem sdo infecgdes parasitdrias
transmitidas por insetos como arboviroses, maléria, leishmaniose, filarioses e doenca de
Chagas (Walsh ef al., 1993),

Os simulideos t€m importincia médica pelo incdmodo de sua picada,
muitas vezes acompanhada de alergias, e principalmente pelo fato de serem os transmissores
da oncocercose ou "cegueira dos rios”". A oncocercose é uma doenga parasitaria niio letal,
encontrada na Africa e na regido Neotropical, causada pelo nematédeo Onchocerca volvulus.

Estima-se que aproximadamente 17 milhdes de pessoas sio portadoras de oncocercose e cerca



de 86 milhdes vivem em 4reas endémicas. Entretanto, as estatisticas sdo incertas e alguns
focos provavelmente ainda nfo foram descobertos. Sua distribuicio vai desde o Senegal 2
Etidpia na Africa, sul do Yemen e parte da Arabia Saudita (Nelson, 1970; WHO, 1991). Na
América Latina encontra-se no México, Guatemala, Coldémbia, Equador, Venezuela e no
Brasil onde afeta os indios Yanomami e as pessoas que vivem nas terras altas do Parima e
Unturdn, ao norte da Amazbnia (Barreto et al., 1970; Duke, 1970; Nelson, 1970; Little &
D’ Alessandro, 1970; Trapido et al., 1971; Tidwell et al., 1980; Tidwell et al., 1981; Shelley,
1982; Shelley et al., 1987a, b; Shelley, 1988; WHO, 1991; Guderian & Shelley, 1992;
Charalambous er al., 1996; Botto et al., 1997; Shelley et al., 1997).

Outra parasitose transmitida pelos simulideos na regiio Neotropical é a
mansonelose, filariose que € considerada geralmente assintomética, se bem que tém sido
citados alguns sintomas associados com a infeccio (Chadee er al., 1996). Esses insetos sdo
hospedeiros intermedidrios da filaria Mansonella ozzardi, distribuida na bacia do Orinoco e
principalmente na bacia do Amazonas (Tidwell & Tidwell, 1982).

Muitas espécies de borrachudos que picam o homem causam reagdes
alérgicas, reconhecidas clinicamente como sindrome de “febre de simulideo” (Crosskey,
1990). Algumas doengas como o “mal de Pinto™, o “pénfigo folidceo” (fogo selvagem) e o
“hemorrigico de Altamira”, entre outras, parecem ser motivadas também pelas suas picadas
(Pinheiro et al., 1974; Coscarén, 1989; Patrus, 1989).

Na érea veterindria, a importancia dos simulideos estd na transmissdo de
leucocitozoonose, uma doenga que pode ser fatal em perus, patos, gansos e frangos, causada
por protozodrios parasitas de sangue do género Leucocytozoon. Este € um problema
econdmico para as criagdes e a inddstria de perus na América do Norte. Os simulideos
também sdo transmissores da oncocercose para o gado, uma infecio usualmente nio
patogénica causada por vérias espécies de nematédeos filarideos do género Onchocerca.
Muitas das espécies picadoras causam reacBes alérgicas (freqiientemente fatais) e sérios

prejuizos em rebanhos (vacas, cavalos, mulas, asnos, ovelhas e porcos), reducéio na produgio



de gado leiteiro, e reduciio na producio de ovos em aves de criagio, entre outros (Crosskey,
1990).

Os simulideos hematéfagos nfo s3o pragas apenas por serem
transmissores de oncocercose ¢ mansonelose, mas também pela agressividade dos ataques que

algumas espécies como S. pertinax apresentam.

1.3. IMPORTANCIA SOCIO-ECONOMICA

Os ataques de simulideos aos seres humanos causam prejuizo
primordialmente na satide € no conforto das comunidades. Embora n3o determinado, € not6rio
0 custo econdmico que representam para empresas madeireiras, de construgio, de minerag3o,
agricolas, de turismo e de desenvolvimento recreativo em geral, entre outras. Ataques
intensivos ao gado sfo fregiientemente uma causa indireta das perdas econdmicas, por danos a
propriedades de campo pelo estresse provocado nos animais, além de perdas diretas devidas a
mortes ¢ doengas, redu¢do na produgdo do gado leiteiro e redugio na produgdio de ovos em
aves de criacio, entre outros (Crosskey, 1990).

Na regifio Neotropical, onde os danos causados pela oncocercose sio
relativamente menores, 0 impacto sécio-econdmico total é menor que na Africa. Porém, a
oncocercose € um problema sério nas dreas de cultura de café no México e na Guatemala. H4 a
preocupagdo de que as dreas endémicas nas Américas estejam se expandindo, uma vez que a
abertura de dreas florestais da bacia Amazobnica e de bosques costeiros no Equador, na
Coldémbia e no México possam ocasionar a expansdo da doenca em regides onde existem
vetores competentes, e onde a doenga ainda ndo foi introduzida (WHQO, 1991). Assim tem
acontecido no Equador (Charalambous ef al., 1993) e seguramente nas 4reas de garimpo do
norte da Amazdnia, e destas dltimas a doenga parece ter se dispersado para Minagi, Goids,

2.500 Km ao sul (Charalambous et al., 1996).



1.4. RESISTENCIA AOS INSETICIDAS

A falha no controle das populagdes de simulideos, devido 3 diminuicfo
da susceptibilidade a concentragio operacional do produto quimico, € a primeira evidéncia do
desenvolvimento de resisténcia. Em simulideos, o uso de agentes controladores data pelo
menos de 1945 na Guatemala, com o uso de DDT, e os primeiros registros da resisténcia ao
DDT foram relatados no Japdo, em 1963 e 1966 (Jamnback, 1973). No Brasil, o uso de DDT
remonta oficialmente a 1957, no litoral do estado de Sdo Paulo. Posteriormente, com o
aparecimento de resisténcia ao DDT, a partir de 1971 foi usado o larvicida organofosforado
temephos (Cyanamid, 1980; Aratijo-Coutinho, 1995) que se estendeu até pelo menos o
comego da década de noventa em uma drea bastante grande, com cerca de 900 km? (de Barra
do Una a Picinguaba, SP). Para o estado de Santa Catarina relata-se o uso de DDT como
larvicida desde 1964. Na mesma década ainda foi usado sem nenhum resultado, o
organofosforado malathion como adulticida, e foi registrada toleréncia total ao DDT como
larvicida (D’ Andretta Jr. et al., 1969), o que representa clara evidéncia de resisténcia.

No Programa Africano de Controle da Oncocercose (OCP), o temephos
comegou a ser usado em maior escala em 1974, com o primeiro registro de resisténcia para
Simulium damnosum s.1. no ano de 1979 em uma das 4reas de controle, ap6s apenas 16 meses
de tratamento (Guillet er al., 1980). Na mesma drea foi registrada também resisténcia ao
Chlorphoxim, outro organofosforado, em menos de um ano (Kurtak et ¢l., 1982), havendo
inclusive registros de desenvolvimento de resisténcia em apenas cinco meses em algumas
populagdes de simulideos da Africa (Davies, 1994). No Brasil, de forma semelhante, depois de
poucos meses de aplicagdo de temephos foram detectadas no estado do Parand falhas no
controle, seguidas por sucesso depois da interrup¢io dos tratamentos por trés a quatro meses
(E.L.G. Guimardes -SUREHMA, comunicagfio pessoal). Atualmente sabe-se que na drea do
OCP a resisténcia ao temephos tem regredido (Kurtak, 1986; Molyneux, 1995). Até o ano de
1985 s6 se tinha registro oficial de 11 espécies de Simulium resistentes a praguicidas

(Shidrawi, 1992).



No Brasil, sem um monitoramento adequado da susceptibilidade como
é feito na Africa, o primeiro registro oficial de “ineficiéncia do temephos” no controle de
populacdes de borrachudos foi feito no estado do Rio Grande do Sul por Ruas Neto (1984),
depois de quase doze anos de iniciado o programa de controle (Cyanamid, 1980; Souza et al.,
1990). No estado de Sio Paulo, o mesmo ocorreu para S. (Inaequalium) inaequale, S.
(Psaroniocompsa) incrustatum., S. (Thyrsopelma) orbitale, S. (Chirostilbia) pertinax, S.
(Chirostilbia) prumirimense, S. (Thyrsopelma) scutistriatum e S. (Chirostilbia)
spinibranchium em 1987 (Andrade, 1989b), em dreas onde se fazia controle com o
organofosforado ha 16 anos. Isto ndo quer dizer que a resisténcia tenha demorado para se
desenvolver, mas sim que os registros foram tardios devido, seguramente, a falta de
monitoramento. Também em Morungaba, SP, foi registrada resisténcia para S. (Hemicnetha)
brachycladum, S. (Hemicnetha) rubrithorax e S. (Chirostilbia) subpallidum em 1995; e ainda
para S. (Chirostilbia) pertinax, S. (Hemicnetha) rubrithorax, S. (Chirostilbia) serranum e §.
(Inaequalium) subnigrum ¢ S. (Thryrsopelma) sp. no estado do Parand em 1996 (Campos et
al., em preparagdo).

Evidéncias obtidas por meio de bioensaios de campo com populagdes
de adultos e larvas (Andrade, 1989a, b; Andrade & Castello Branco Jr., 1990, 1991; Andrade
& Campos, 1995), e também pelos niveis de esterase em larvas (Andrade, 198%9a; Andrade &
Castello Branco Jr., 1990) indicam que a resisténcia ao temephos desenvolveu-se em muitas
das populagGes alvo de controle no Brasil, ndo s6 diretamente como efeito da pressdo de
selegio exercida pelos programas de controle, mas também indiretamente, em populagdes sob
presso de selecio pelo uso indiscriminado de produtos quimicos na agricultura e na pecudria.
Em outros estados como Parand e Santa Catarina, embora a resisténcia ndo tenha sido
classicamente detectada no passado, os principais programas de controle optaram pelo uso de
produtos a base de Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) devido 2 instabilidade da

eficiéncia das aplicagdes de temephos.



Para uma revisdo da genética e evolugfo da resisténcia aos inseticidas
pode-se consultar Taylor (1986), Roush & Tabashnik (1990), Hemingway (1992), Morton
(1993), Roush (1993), McKenzie & Batterham (1994), Groeters (1993), Tabashnik (1995),
Bourguet ef al. (1996), Taylor & Feyereisen (1996) entre outros. Em estudos particulares com
outros dipteros como Lucilia cuprina (Wiedemann) (Calliphoridae), os mecanismos genéticos
da resisténcia aos inseticidas demostraram ser poligénicos e/ou monogénicos, dependendo do
tipo de selecfio que acontecer na populagio, ¢ podendo ter diferentes respostas bioquimicas
(Mckenzie & Batterham, 1994). Mesmo que em um caso particular, 0 mecanismo seja
determinado por um gene principal dominante, pode-se apresentar plasticidade na resposta, ou
seja, pode variar de quase completamente dominante a quase recessivo, dependendo de
parimetros ambientais (Bourguet ef al., 1996). Variabilidade das populacdes (dentro e entre)
somada 2 variabilidade no ambiente pode incidir nos mecanismos e nas respostas de pressdo
de selecdo a um ou a vdrios inseticidas, que estejam atingindo a populagiio de forma direta ou
indireta. Extensiva variacdo na tolerincia aos inseticidas usualmente acontece dentro de
populagbes de insetos (Tabashnik, 1995). Uma populagdo que habita um ambiente espacial ou
temporalmente heterogéneo pode desenvolver uma constituigio genética que permita uma
variabilidade fenotipica (plasticidade) para adaptar-se a diferentes microambientes, tanto como
para incrementar sua adaptagdo biolégica, isto €, sobrevivéncia e reproducio em condigdes
adversas (Zhivotovsky et al., 1996). Assim, o desenvolvimento potencial de resisténcia para
qualquer organismo em condicdes de campo, pode implicar maior complexidade que a simples
resposta dominante ou recessiva, que estd associada com um ou poucos genes de efeitos
maiores € outros genes secunddrios de efeitos menores. A resisténcia pode ter ndo sé
diferentes mecanismos, mas também diferentes tipos e graus de respostas, envolvendo nfio sé
o ntimero de copias do gene, mas também sua expressdo (Field ef al., 1996a, b) ¢ a interacio
do gendtipo com o ambiente. Além do mais, sucessdo genética e circunvengio, se bem que
pouco estudadas, ndo deixam de ser importantes processos e merecem ser levados em conta

nos estudos de resisténcia (Taylor & Feyereisen, 1996).



2. A ESPECIE EM ESTUDO

Simulium (Chirostilbia) pertinax € a principal espécie antropofilica do
sul e sudeste do Brasil (Aratdjo-Coutinho et al., 1988; Maia-Herzog et al., 1988; Guimardes,
1990; Castello Branco Jr. & Andrade, 1992; Pegoraro, 1993), cuja distribuicio inclui
Argentina (Entre Rios e Misiones), Paraguai (Asuncién e Villarica) e Brasil (Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parand, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Ronddnia, Paraiba e Bahia) (Coscarén, 1981, 1987, 1991; Coscarén &
Coscarén-Arias, 1997).

2.1. CICLO DE VIDA

O ciclo de vida do Simulium pertinax consta de quatro fases: ovo, larva,
pupa ¢ adulto (imago). A larva cresce passando por vérias mudas, entre estiddios sucessivos,
que totalizam 7 para S. pertinax. A duragéio de cada fase do ciclo de vida pode variar com o
clima e geograficamente: 0 ovo, quatro a seis dias; a larva, duas a trés semanas; a pupa, trés a
quatro dias; € o adulto, de um a trés meses no mdximo, ¢ normalmente uma a duas semanas
para as fémeas e alguns dias para o macho (poucos dados reais na natureza). O ciclo de vida
desde a pré-oviposicao até a morte do adulto pode durar em média 47 dias, a 20°C, e 36 dias a
25°C (Pegoraro, 1993). Como algumas outras espécies, S. pertinax pode procriar-se em dguas
com variagdes de temperatura (8 a 32 °C) ao longo de todo o ano (Lozovei et al, 1989,
observagio pessoal).

Para outras espécies o niimero de geracdes anuais varia geograficamente
podendo chegar a duas ou mais por més, em rios de dgua morna (26 a 32 °C) e de terras baixas
nos trépicos, onde o controle com larvicida (s) tem que ser feito a cada duas semanas, ou
mesmo semanalmente (Elsen et al., 1981; Davis et al., 1992; Hougard et al., 1993; Molyneux,

1995).
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2.2. ECOLOGIA

Para os estigios de ovo, larva e pupa, o habitat € aqudtico, sendo
encontrados em rios e riachos, ou seja, ambientes aquéticos em movimento (I6ticos). Os ovos
ficam aderidos geralmente a superficies sélidas submersas ou livres no sedimento do fundo, e
as larvas e pupas aderidas a objetos inertes (pedras, lixo) ou & vegetacfio. A oviposico para §.
pertinax € feita em substratos submersos, como gathos ou pedras; ou superficiais, como
folhas. Hdbitos de oviposicdo fora da dgua sfo raros na familia, como no caso de S.
(Inaequalium) nogueirai D’ Andretta & Gonzélez, que apresenta o hébito incomum de fazer a
oviposicdo em folhas, ramos e rafzes finas de ervas e arbustos, localizados nas margens de
cachoeiras (Moreira & Sato, 1996). Junto com Blepharoceridae e Chironomidae, os
simulideos sdo os dipteros mais comuns em ambientes 16ticos, € juntamente com Tricopteros,
Plecopteros, Efemerdpteros e alguns Coledpteros, constituem os insetos mais comuns em
cursos de agua (Crosskey, 1990).

S. pertinax € uma espécie euribica encontrada em diversos ambientes,
desde dguas frias (em torno de 10 OC) até dguas com temperatura acima dos 25 ©C; desde o
nivel do mar até aproximadamente 1000 m de altitude (observagio pessoal); tanto em dguas
limpas e rdpidas como em dguas mais lentas, poluidas e turvas (Andrade, 1989a), e com alto
- grau de contaminacio orgdnica (Guimarfies & Medeiros, 1985, 1987; Lozovei et al., 1986;
Guimardes, 1988; Castello Branco Jr. & Andrade, 1992). Nesses casos a densidade
populacional €¢ muito elevada, como ocorre por exemplo nos riachos do alto Vale do Ttajai,
SC, gravemente poluidos pela suinocultura (C.F. Andrade, Comunicagio pessoal.). No Brasil,
as larvas de simulideos podem estar incluidos na dieta de peixes (Sabino & Corréa e Castro,
1990), aves (Souza & Magni, 1988), e artrépodes segundo observacdes do autor e de Magni
(1988).

O espectro de hospedeiros para a obtencio de sangue pelos simulideos
estd circunscrito a aves e mamiferos (incluindo o homem), vertebrados de sangue quente. A

picada, ¢ portanto a dieta de sangue, sdo restritas as fémeas, sendo o sangue fisiologicamente
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necessdrio para desenvolver seus ovidrios. A picada € geralmente exofilica e diurna.
Observagdes sobre a picada e o ciclo gonadotréfico de S. pertinax podem ser encontradas em
Pegoraro (1993) e Castello Branco Jr (1994a).

Um fator importante relacionado com a dindmica populacional é a
capacidade de vbo, que pode variar com o sexo € com a espécie. Em temperaturas de 8 a 10
OC os adultos permanecem letdrgicos. A partir de temperaturas entre 12 e 15 OC, usualmente o
vbo tem inicio, mas quando procuram hospedeiros e para outras atividades, em espécies
tropicais o v6o pode acontecer inclusive & temperaturas de 30 a 40 °C (Crosskey, 1990). Para
S. pertinax, a dispersdo também pode depender do regime de ventos (Castello Branco Jr.,
1994b). Embora no haja registros na literatura sobre a distdncia de vbo para esta espécie,
pelas observacOes feitas em Tlhabela, o v6o pode cobrir no minimo algumas centenas de
metros, ou chegar a 4 km, na procura de uma refeicdo de sangue quando seu alvo ndo estd

perto do criadouro.

2.3. CONTROLE

O controle, que tem sido voltado principalmente contra as larvas, visa
manter o niimero de adultos em niveis aceitdveis, ou seja, que nfo causem prejuizos sdcio-
econdmicos. Uma ampla revisiio do tema e planejamento das estratégias de controle sdo
apresentadas por Jamnback (1973), Laird (1981), Kim & Merrit (1987), Hougard ef al. (1993)
e Molyneux (1995). Para Simulium pertinax foram desenvolvidos alguns programas e estudos
pilotos incluindo controle mecénico, quimico, biolégico e controle integrado nos estados de
S#o Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, procurando-se alternativas 2 falta de sucesso
do controle quimico (Ruas Neto ef al., 1984; Ruas Neto & Matias, 1985; Guimaries, 1986;
Magni et al,, 1986; Andrade & Castello Branco Jr., 1988; Souza, 1988; Magni, 1988;
Andrade 1989b; Souza et al., 1990; Lozovei er al., 1992; Aradjo-Coutinho, 1995). A bactéria
Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) € o primeiro agente biolégico comercializado para

seu controle. Atualmente os programas em algumas regides isoladas do Parand e dos trés
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estados ji& mencionados sfo feitos via de regra com Bti, sendo o programa de maior
abrangéncia o do Rio Grande do Sul que cobre 119 municipios (L. Mardini -Secretaria de
Saude do Rio Grande do Sul, comunicagdo pessoal).

Devido ao incomodo causado por seu acentuado atagque antropofilico,
S. pertinax tém sido alvo de esforcos de controle em viérias localidades do sul e sudeste do
Brasil. No estado de Sdo Paulo, tem sido controlado pelo menos durante as dltimas quatro
décadas. Além dos organoclorados (DDT e BHC) usados nas décadas de cingiienta e sessenta,
foi usado ainda o organofosforado temephos durante as décadas de setenta e oitenta
(Cyanamid, 1980; Aratijo-Coutinho, 1995) sem que tenha sido possivel obter um controle
adequado do inseto, e com o agravante das populacdes terem se tornado resistentes aos
inseticidas quimicos.

Foram registrados no municipio de Morungaba, SP, niveis de ataque
tdo altos quanto 200 borrachudos/hora/homem (b/h/h) (Castello Branco JIr., 1994b), enquanto
no municipio de Hhabela, SP, os niveis chegaram a 1.500 b/h/h (janeiro de 1994) (observagio
pessoal). Apesar de Ilhabela ter programa de controle com uso de produtos & base de Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti), inquestionavelmente eficiente, a descontinuidade das
aplicagbes pelo descuido da administrag@io piiblica ainda permite populacdes de borrachudos
extremamente incémodas, até 200 b/h/h (fevereiro de 1996) (observacio pessoal). No sul do
Brasil, também € notdvel o ataque dessa espécie s criagdes de animais domésticos (Strieder

& Corseuil, 1992),

3. ESTUDOS CROMOSSOMICOS

Os estudos cromossdmicos se valem néo s6 da morfologia, mas também
de ferramentas bioquimicas e moleculares para investigar espécies. Os estudos dos
cromossomos sdo de especial importincia em insetos. Do ponto de vista pritico, a importancia
fundamental desses estudos estd nos meios que o0s cromossomos oferecem para o

reconhecimento, defini¢fio e identificaciio de alteracBes cromossdmicas usadas principalmente
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em citogenética e citotaxonomia. Métodos bioquimicos ¢ moleculares estdo sendo utilizados
cada vez mais nas andlises de complexos de espécies de insetos, solucionando problemas
taxondmicos através dos estudos de enzimas, hidrocarbonetos da superficie do corpo, €
seqiiéncias de DNA, E importante ressaltar que ainda assim, é a micromorfologia dos
cromossomos que tem fornecido muitos caracteres chaves, pelo menos em simulideos e

quironomideos (Crosskey, 1990; Tang et al., 1995; Kiknadze et al., 1996).

3.1. EM SIMULIDEOS

Estudos cromossémicos de populacdes de simulideos, através da andlise
dos cromossomos politénicos das larvas, tém sido feitos para a determinac@o da variabilidade
intra e interespecifica (Rothfels, 1980; Brockhouse er al., 1989a, b; Feraday et al., 1989;
L eonhardt & Feraday, 1989); para a identificac@o de espécies cripticas (Bedo, 1975a; Rothfels
et al., 1978; Rothfels, 1979, 1980, 1981a, b, 1987); para determinar possiveis hibridagdes
(Adler, 1986; Post, 1984); para estabelecer relacdes filogenéticas entre espécies (Hunter, 1989,
Miranda & Mufioz de Hoyos, 1993), para estudos de especiagdo (Rothfels, 1980, 1989); para
diferenciar espécies em grupos de importdncia econdémica (Weber & Grunewald, 1989); para a
identificagdo de espécies e citétipos com capacidade vetorial (Procunier et al, 1987;
Procunier, 1989; Charalambous et al., 1993), e também para o esclarecimento de citoespécies
com desenvolvimento de resisténcia e minimizar o risco de dispersio dessa resisténcia (Post,
1986).

Cromossomicamente, as espécies podem ser descritas a partir das
caracteristicas dos cromossomos politénicos como: comprimento dos bragos, posicio e
morfologia da regido centromérica, presenga ou auséncia de um cromocentro, posi¢io da
regidio organizadora nucleolar (NOR) e do anel de Balbiani (um “puff’ grande) e outras
caracteristicas conspicuas. E possivel obter bons diagnésticos através de comparagBes
detalhadas do padrio de bandas, os quais podem revelar reordenamentos fixos (principalmente

inversbes, raramente translocacOes); diferencas na classe e freqiiéncia de reordenamentos
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varidveis ou flutuantes (polimorfismos), e caracteristicas especificas dos cromossomos sexuais
(geralmente o macho € o sexo heterogamético). Esses trés caracteres diagndsticos podem
revelar a existéncia de populagdes reprodutivamente isoladas (Rothfels, 1981b).

A primeira descricio publicada de estudos cromossdmicos de
simulideos da América do Sul foi feita para S. (Hemicnetha) paynei Vargas (Chubareva ef al.,
1976). Posteriormente, foi feito o reconhecimento de trés complexos de espécies de
simulideos da América Central e da América do Sul: S. (Cerqueirellum} amazonicum Goeldi,
S. (Cerqueirellum) sanguineum Knab e S. (Simulium) metallicum Bellardi (Peterson, 1982).
Os complexos implicados na transmissio de oncocercose nas Américas sdo S. {Cergueirellum)
ovapockense Floch & Abonnenc do grupo S. (Cerqueirellum) amazonicum, na Amazdnia
(Procunier, 1989); §. (Notolepria) exiguwm Roubaud, no Equador e na Coldmbia (Procunier et
al., 1985; Charalambous ef al., 1993); S. (Simulium) metallicum Bellardi, na Venezuela (Hirai
& Uemoto, 1983; Conn ef al., 1989; Millest, 1992) e S. (Psilopelmia) ochraceum Walker, na
América Central (Hirai et al.,, 1994). Do Brasil s6 foram publicados até o momento estudos
cromossdmicos para S. (Trichodagmia) guianense Wise (Charalambous et al., 1996) e para

S.(Chirostilbia) pertinax (Campos et al., 1996).

3.1.1. CARIOTIPO

Os Diptera sfo cromossomicamente incomuns pois t€ém menor niimero
de pares de cromossomos, geralmente 2-10, do que os nimeros usuais em outros insetos
(Crosskey, 1990). Como muitas espécies da familia Culicidae (Motara & Rai, 1978; Rao &
Rai, 1987; Kumar & Rai, 1990), a maioria das espécies da familia Simuliidae sdo dipléides
(2n), com um complemento cromossdmico basico de n=3, excepcionalmente n=2, com
centrdbmeros metacéntricos ou submetacéntricos (Rothfels, 1979). O tamanho total do
complemento metafisico para espécies da familia é aproximadamente de 11 pm. Os

cromossomos de Simulium (Eusimulium) aureum Fries (n=2) tém um comprimento de 7 pm ¢

15



de 4 um; o maior, ao que parece, é produto da fusdo dos cromossomos If e III da espécie

ancestral (Dunbar, 1958; Leonhardt, 1985).

3.1.2. CROMOSSOMOS POLITENICOS

Descritos inicialmente por Balbiani em 1881 como “cordGes nucleares™,
s6 trinta anos mais tarde surgiu a suspeita de serem cromossomos (Alverdes, 1912 apud Sorsa,
1988). Em muitos tecidos de insetos, além de ciliados, mamiferos e plantas, as células perdem
a capacidade de se dividir (mitose) em uma dada fase do desenvolvimento, € 0s Cromossomos
replicam-se por um processo de endomitose sem a divisdo do nidcleo. Tais células sdo
chamadas endopolipldides, podendo conter em seus nicleos os chamados cromossomos
politénicos (White, 1973).

Todas as larvas de simulideos dos dltimos estddios (Ls a Ly) possuem
grandes cromossomos politénicos, nos niicleos das enormes células que compdem as paredes
das “glindulas salivares” (na realidade, glindulas de seda, com as quais as larvas elaboram
fios para se deslocar no substrato). Nicleos politénicos também podem ser encontrados em
outros tecidos das larvas, e algumas vezes bem diferenciados, principalmente nos tibulos de
Malpighi em adultos, bem como no intestino, corpos gordurosos, € ovdrios das pupas e fémeas
adultas (Bedo, 1976). Os cromossomos politénicos corados tém padrio caracteristico de
bandas escuras, alternadas com regides pélidas nfo coradas, as interbandas. A despeito de
apresentarem alguma diferenca em bandas individuais de tecido para tecido, o padrio de
bandas € essencialmente semelhante, e a especificidade apresentada em um tecido estd
relacionada com a fisiologia e a fun¢fo do préprio tecido (Swanson ef ai., 1981).

Estudos feitos em Drosophila melanogaster avaliam que seu
complemento politénico consta de aproximadamente 5.000 bandas e 5.000 interbandas,
estimando-se que nas bandas se encontra 85% do DNA e nas interbandas o restante. Tanto
bandas como interbandas contém cerca de 1.024 fibras de cromatina, dependendo do tamanho

da banda estima-se que hd entre 3.000 e 300.000 pares de nucleotideos por fibra de cromatina,
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e tanto bandas como interbandas podem ter mais de um gene (Zhimulev & Belyaeva, 1991;
Alberts ef al., 1994). As bandas so formadas por cromatina em estado mais condensado que
aquele existente nas interbandas; swa aparéncia granular € interpretada como cromdmeros
individuais com um grau de compactagio intermedidrio entre aquele presente nos
nucleossomos € aquele existente nos cromdmeros meidticos (Swanson et al., 1981). Em
estudos tridimensionais de cromossomos politénicos, as bandas aparecem compostas de cerca
de 36 subestruturas, com didmetro de 0,2 a 0,4 um, e sugere-se que sdo fibras longitudinais
formadas por feixes de crométides (Urata et al., 1995).

Os estudos de cromossomos politénicos tém mostrado que, nos
Simuliidae em geral, as morfoespécies consideradas pelos taxonomistas compreendem um
niimero de espécies cripticas biologicamente diferentes, reprodutivamente isoladas, algumas
vezes referidas como citoespécies (Rothfels, 1981a). O reconhecimento de espécies irmds € de
dbvia importéncia no controle de doencas como a maldria, especialmente em faxa que ocorrem
em simpatria, 08 quais presume-se também estdo diferenciadas bionomicamente (Coluzzi,
1992). No Programa de Controle da Oncocercose na Africa, estudos das citoformas do
complexo §. (Edwardsellum) damnosum Theobald tém sido necessdrios. Usando-se métodos
de identificagio através dos cromossomos, pode-se detectar mudangas na distribuicdo das
espécies desse complexo relacionadas s mudancas de habitat, pois a competéncia vetorial
varia entre as citoespécies (Walsh et al., 1993).

Os estudos de cromossomos politénicos também serviu para
caracterizar unidades de transcri¢io ativa nos anéis de Balbiani de Chironomus. Estas
unidades geram moléculas de RNA, encarregadas da produgiio de polipeptideos salivares
(Lamb & Daneholt, 1979). Alta expresséio localizada de genes em cromossomos politénicos
pode ser visualizada nos “puffs”, que podem apresentar 10 vezes mais dtomos de fdsforo
marcado por granulo de ribonucleoproteina do que os granulos do nucleoplasma (Abolhassani
et al., 1996). Por meio da andlise dos padrSes de pufacdo, transcrigdo e sintese protéica, em

nicleos politénicos submetidos a choques de calor, considera-se que a resposta ao calor
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envolve a ativagdo de genes especificos que permitem a tolerAncia a condigdes adversas
produzidas por calor e por agentes quimicos (Morciilo et al., 1988).

O gene amplificado responsdvel pela resisténcia a inseticidas
organofosforados no mosquito Culex pipiens, apresentou-se na forma de um “puff’ nos
cromossomos politénicos das glindulas salivares, que € ausente em mosquitos susceptiveis
(Heyse et al., 1996). Neste estudo, tal “puff” dos cromossomos das gldndulas salivares néo foi
associado com processos de transcricdo, mas cabe lembrar que cromossomos politénicos
também estdo presentes em outros tecidos nos dipteros como tibulos de malpighi e intestino, e
estes tecidos estdo envolvidos em processos de detoxificacdo. Dependentemente de sua
localizacfio, a expresséo elevada de um determinado gene (por algum mecanismo) faria com
que fosse possivel produzir proteina(s) para detoxificar efou seqiiestrar alguma substincia
estranha e prejudicial ao organismo. Assim, a proteina detoxificante esterase B1 foi
localizada no intestino de larvas de C. pipiens resistentes (Heyse et al., 1996). E desta forma
com o desenvolvimento das larvas, quanto maior a politenia nos cromossomos maior seria a
resisténcia. Foi observado que larvas dos primeiros estadios (1° a 4} so mais susceptiveis que
larvas dos tltimos estddios (5° a 7°) a uma concentragdo operacional de temephos (Andrade,

1989a).

3.1.3. MARCADORES CROMOSSOMICOS

As diferencas na posicfio, tamanho, espessura e morfologia de cada uma
das bandas nos cromossomos politénicos, ddo um padrio de bandas especifico do qual
depende a identificag@io das espécies cripticas. Assim, por meio de ferramentas citolégicas é
feita a determina¢fio de espécies irmds, ou provisoriamente a caracterizagdo de citétipos.
Segundo Rothfels (1987), o citétipo é uma designagfo provisoria para indicar que as coletas
regionais (ou temporais) sdo coesas entre si e podem diferir significativamente de coletas

feitas e outra parte ou em outro tempo. Na caracteriza¢do do padrio de bandas, empregam-se
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mapas cromossdmicos elaborados por meio da fotocomposigfio de imagens dos cromossomos
politénicos e localizag@o de marcadores, caracteres cromossdmicos de uso citotaxondmico.

Cromossomicamente, para as espécies da familia Simuliidae € possivel
diferenciar “marcadores universais” ¢ “marcadores principais”. Os primeiros sdo aqueles que
s@o encontrados nos mesmos bragos cromossdmicos de todas as espécies até agora estudadas e
sdo diagnostico para a identificagdo de tais bragos, como por exemplo o anel de Balbiani, o
parabalbiani e o “blister”, entre outros. Os marcadores principais sdo aqueles que podem ser
representados num ideograma, podendo-se destacar o nimero cromossdmico (n), a posiciio e a
morfologia do centr6mero, o comprimento dos cromossomos em [im efou em %, a presenga
ou auséncia de inversdes, e a diferenciagio e localizagdo do segmento sexual. Outras
caracteristicas importantes como a regifio organizadora nucleolar (NOR), o grau de
pareamento entre os homdlogos e os segmentos homosseqiienciais com outras espécies
também podem ser representados no ideograma (Dugue 1980; Rothfels, 1981b; Moreno, 1982;
Duque er al., 1988; Campos & Mufioz de Hoyos, 1990; Campos et al., 1996). Outros
caracteres cromossomicos diagnésticos incluem a presenga de cromossomos supranumerarios
ou cromossomos B e aspectos da meiose dos machos, quiasmaitica ou aquiasmdtica (Rothfels,
1979).

Segundo Rothfels (1987), para o brago curto (S) e o brago comprido (L)
do cromossomo [ ndo ha marcadores universais, mas o padrio de bandas para o extremo IS é
altamente conservado, e em Simulium s.l. pode-se utilizar o basal “3"e o “cup & saucer”. Os
marcadores de uso no brago IL sdo o “marker” e o subterminal “3”, além do padrio terminal.
O brago curto (IIS) € reconhecido pelo “anel de Balbiani” (RB), o “shoestring”, usualmente
central na “double bubble” ou “bulges” e em muitas formas cromossomais, pelo marcador
basal “trapezoidal”. O brago IIL € universalmente caracterizado por trés bandas conspicuas “3
sharp”, junto ao centrdmero, e intersticialmente por um “puff’ denominado “parabalbiani”
(PB). O brago menor IIIS, tem um grupo de bandas conspicuo “heavy”, do lado de uma regidio

protuberante denominada “blister”. O telémero € freqlientemente em forma de leque e o brago
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leva um marcador denominado “sawtooth” ou “capsule” usualmente basal. O brago HIL nio
tem marcadores universais, se bem que hd tendéncia a preservar-se uma banda simples intensa
em posi¢do basal, uma composta “basal marker” e o subterminal “three heavy groups”. Na
Tabela I € apresentada uma relagdo de marcadores usados no género Simulium e suas
caracteristicas.

Os centrdmeros na maioria das espécies estdo localizados em regides
expandidas ¢ evidentes, e freqlientemente sdo morfologicamente semelhantes em dois ou nos
trés cromossomos. Onde os centrdmeros ndo sdo muito evidentes por si mesmos, eles podem
ser algumas vezes identificados por pareamentos ectdpicos recorrentes ou por comparagio do
padrio de bandas de espécies relacionadas nas quais eles sfo distinguiveis ou nas quais eles
sdo juntados em um cromocentro (Rothfels, 1979, 1987).

A regifio organizadora do nucleolar (NOR), devido a variabilidade na
sua localizagdo entre espécies da familia, nfio € de uso geral na identificagio dos bragos dos
cromossomos, se bem que sua posigéio freqiienternente se preserva em espécies relacionadas.

Outros marcadores podem ser considerados secunddrios e de menor
importancia por sua caréncia diagnéstica. Muitos deles utilizados de forma inconsistente
foram imortalizados na literatura, mas ndo sdo apropriados e por isto nem sempre utilizados

atualmente, e por tanto, deveriam ser descartados (Rothfels, 1987).
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Tabela 1. Principais marcadores cromossdmicos encontrados em Simulium (Simulium).

(Adaptado de Rothfels er al., 1978).

Brago Tipo Caracteristica
IS “2 Blocks” dois blocos de bandas espessas e escuras intersticiais
“crack” fenda entre dois grupos de bandas escuras, intersticial

IS

s

“cup & saucer”
“3” basal

“marker”

subterminal “3”
terminal “4”
“bulges”
“shoestring”
“Ring of Balbiani”
“trapezoidal”

*3 sharp”
“parabalbiani”
“heavy”
“blister”
“capsule”

“basal marker”

“3 heavy groups”

um grupo de trés bandas e uma banda espessa, intersticial
grupo de trés bandas duplas perto do centrdmero

duas bolhas (“puffs”) circundadas por grupos de bandas
grossas

duas bandas finas e uma grossa no final do braco

grupo de quatro bandas duplas, claras e espacadas

duas bolhas, uma maior que a outra

grupo de trés bandas, central no “bulges”

bolha ou “puff” maior com expressdo tipica de amora

dois grupos de bandas escuras basais

trés bandas finas, escuras e basais

bloco de bandas espessas com um eixo definido e outro difuso
duas bandas duplas, espessas e escuras

bolha (“puff”) do lado do “heavy”

pequena bolha, geralmente basal

dois grupos de bandas espessas separados

trés grupos de bandas compostos e intensas
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3.1.4. POLIMORFISMOS CROMOSSOMICOS

Segundo Pai (1974), em uma populacfo, as vezes apresentam-se duas
ou mais variantes genéticas com uma freqiiéneia tal que nfio podem ser consideradas
anomalias. Estas populagles e espécies sdo denominadas polimérficas. As populagBes de
espécies de plantas e animais podem ser polimérficas para variantes estruturais dos
cromossomos, inversdes e translocagdes. Os polimorfismos por inversdo podem ser
paracéntricos ou pericéntricos e ocorrem heterozigoticamente. Qutros polimorfismos como
diferengas na amplitude da banda (contetido de DNA) ou expressdo (“puffing™) (Rothfels &
Dunbar, 1953), translocagdes de novo (Rothfels, 1980), presenca ou auséncia de bandas
supernumerdrias, tamanho das bandas, expressdo nucleolar e localizagio dos organizadores
nucleolares secunddrios (Bedo, 1979b) t&m sido esporadicamente registrados.

Os polimorfismos para inversdes, transloca¢des e bandas s3o arranjos
alternativos que tém se estabelecido nas populagdes. Embora suas freqiiéncias possam flutuar
estacional, altitudinal, ou geograficamente, eles sio considerados estdveis ou balanceados
(Rothfels, 1980), e portanto ajudam a caracterizar populages € espécies. A grande quantidade
de polimorfismos de inversdo tem eclipsado outros sistemas polimérficos que ocorrem
simultaneamente como os polimorfismos de banda, de regides organizadoras nucleolares, de
bandas C e de material heterocromdtico supranumeririo (Bedo, 1975b, 1977, 1979b; Rothfels
& Golini, 1983; Leonhardt, 1985). Nos polimorfismos de banda podem estar incluidas uma ou
mais bandas, a presenca ou auséncia destas, diferencas no tamanho da banda, bandas C
positivas ou negativas ¢ diferencas na intensidade das bandas. Os polimorfismos nucleolares
relacionam-se com a expressdo da regido organizadora nucleolar, se acontece nos dois
homologos dos cromossomos politénicos, em um s6, ou se nio acontece, além da presenca de
regides organizadoras nucleolares secunddrias e a localizagdo destas e da NOR principal no
complemento cromossomico.

Polimorfismos t&m sido detectados em complexos de espécies de

borrachudos de importincia médica como em S. (Edwardsellum) damnosum (Procunier &
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Muro, 1993), S. (Notolepria) exiguum (Procunier et al., 1985), S. (Trichodagmia) guianense
(Charalambous er al., 1996), S. (Simulium) metallicum (Conn et al., 1989; Arteaga & Muifioz
de Hoyos, comunicacio pessoal) e S. (Psilopelmia) ochraceum (Hirai et al., 1994) entre

outras.

III. MATERIAIS E METODOS
1. MATERIAL BIOLOGICO E LOCAIS DE COLETA

As larvas de diferentes estddios (4° a 7°) para este estudo foram
coletadas entre outubro de 1993 e junho de 1996. As larvas utilizadas para o estudo
cromossOmico foram identificadas baseando-se nas descrigbes de D’Andretta Jr. &
D’ Andretta (1950) e Coscarén (1987). O sexo das larvas foi determinado pela forma das
gbnadas, visiveis na parede interna do 6° segmento abdominal: alongadas, para as fémeas e
esféricas, para os machos (Puri, 1925 apud Charalambous et al., 1993). Foram preservadas em
fixador Carnoy (75% etanol absoluto: 25% 4cido acético glacial), com trocas do fixador na
primeira hora e mantidas em geladeira a 49C.

Foram estudadas seis populacdes de Simulium (Chirostilbia) pertinax:
uma do Rio Grande do Sul, Nova Petrépolis (n=14); uma do Parand, Tibaji (n=13); uma do
Rio de Janeiro, Muriqui (n=40); e trés do estado de Sdo Paulo, [thabela (n=48), Barra do Una
(n=38), e Morungaba (n=102) (Figura 1).

A caracterizacio dos cursos de 4dgua, em cada drea, foi feita
principalmente pela altitude com relégio-altfmetro 376 Casio, temperatura com termdmetro de
merctrio, pH com fita 9535 Merck, e velocidade da corrente com fluxémetro 2030R General
Oceanics. Outras caracteristicas secundérias como substrato das larvas, tamanho do riacho,
transparéncia e presenca de materiais em suspensdo na dgua também foram registradas. A
descricdo dos ambientes terrestres circundantes foi realizada levando-se em conta a topografia,
a vegetacio predominante, as atividades humanas (moradias, plantios, rebanhos, obras,

estradas), e o histérico de controle.
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As seis populacdes de S. (Chirostilbia) pertinax utilizadas no presente
trabalho apresentaram as seguintes caracteristicas: 1. Estarem separadas geograficamente, trés
no litoral (Barra do Una, Ilhabela, SP ¢ Muriqui, RJ), uma no Planalto Paulista (Morungaba),
uma nos Campos Gerais Paranaenses (Tibaji) e uma na Serra Gadcha (Nova Petrépolis)
(Figura 1). 2. Diferengas em seu histérico de pressdo de selegfio: a populagio de Muriqui
nunca foi submetida a controle; a populagfo de Barra do Una foi submetida a controle com
temephos pelo menos na década de 80, com Bti nos anos 90 e, atualmente, recebe controle
alternado de Bti e temephos; as populacdes de lhabela e Nova Petrépolis foram submetidas a
controle quimico direto por muito tempo (Cyanamid, 1980) e, atualmente, sfio submetidas a
controle com Bti (Aradjo-Coutinho, 1995; M.A.T. Souza -Secretaria de Satide do Rio Grande
do Sul, comunicagdo pessoal). A populacio de Nova Petr6polis estd localizada em uma 4rea
com atividade agropecudria, como as populacdes de Morungaba e Tibaji, que nunca foram

submetidas a controle direto.
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Figura 1. Localizagdo dos sitios de amostragem para seis populagdes de Simulium pertinax e

as regides bioclimdticas do Brasil.
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2. BIOENSAIOS DE RESISTENCIA AO TEMEPHOS

As populagdes de S. (Chirostilbia) pertinax foram caracterizadas como
populagBes susceptiveis ou resistentes a partir de bioensaios in situ com larvas dos dltimos
estddios, segundo a técnica de Andrade & Castello Branco Jr. (1990,1991), ou modificacio
desta (Andrade & Campos, 1995). Entre 100 a 200 larvas de S. pertinax foram coletadas e
transferidas para rampas de madeira ou amianto arranjadas no préprio leito do riacho. Nessas
rampas, a vazdo foi calculada na saida, com auxilio de balde e crondmetro. Foi aplicada uma
concentracdo discriminante operacional de 0,1 ppm i.a./ 10 min do organofosforado temephos
(Abate 500E). A mortalidade ou a paralisia irreversivel das larvas (indicativa da
susceptibilidade ao produto) foi verificada 3 horas ap6s o tratamento, mediante um estimulo
mecnico com uma pinga; larvas com o tipico reflexo de retragdo foram consideradas vivas e

portanto resistentes.

3. ESTUDO DOS CROMOSSOMOS
3.1. CROMOSSOMOS MITOTICOS

Para obtencdo dos cromossomos mitéticos de ghnglio cerebral foi
utilizada a técnica de coloracio com orceina (Breland, 1959; French ef al., 1962; modificacGes
-.segundo Bedo, 1975b; Imai et al., 1988). -

Os cromossomos metafdsicos da populacido de Morungaba, SP foram
analisados em preparacOes de ginglios cerebrais de larvas de 69 ou 70 estadio trazidas vivas
ao laborat6rio. As larvas foram dissecadas em solugfio hipotdnica de citrato de sédio a 1%,
adicionada de colchicina a 0,1% (19:1). Os ganglios cerebrais foram transferidos para solugdo
hipot6nica por 20 min, fixados em 4cido acético a 45% (1 a 3 min) e esmagados em orcefna a

2% (5 a 20 min). A nomenclatura foi feita segundo Levan et al. (1964) e Green et al. (1980).
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3.2. CROMOSSOMOS POLITENICOS

As larvas dos trés dltimos estddios, fixadas em Carnoy modificado
(etanol 99%: acido acético glacial, 3:1), foram utilizadas para a obtencdo de cromossomos
polit€nicos. Na preparacdo das laminas foi usado o método de Feulgen (Dunbar, 1972),
seguindo o protocolo de Charalambous et al. (1993), com modificagdo na recoloragiio pela
orcefna lacto-acética.

As larvas foram dissecadas em fixador de Carnoy fresco, para expor as
“glandulas salivares”, e a seguir colocadas em 4gua destilada por 30 mina 1 h e depois em
HCI 5N de 30 min a 1 h & temperatura ambiente (20 a 250C). Apés a hidr6lise, as larvas foram
lavadas duas vezes (2 min) em dgua destilada e colocadas em reativo de Schiff porla2h O
reativo foi substituido por dgua sulfurosa (1 g de metabissulfito de potéssio em 200 ml de dgua
destilada mais 10 ml de HCl IN) por 10 min e finalmente lavadas com dgua corrente. O
epit€lio glandular foi removido sobre uma laminula siliconizada e a recoloragdo feita com
orceina lacto-acética a 2% por 5 a 20 min. O excesso de corante foi retirado e o esmagamento
das células (quando necessdrio) foi feito em 4cido acético a 60%. As laminas com as
preparacOes cromossOmicas tiveram as laminulas lacradas com esmalte e foram guardadas em
geladeira.

Eventualmente foi utilizada a técnica de bandamento C em
cromossomos politénicos com o objetivo de evidenciar regides que normalmente nio
aparecem com o uso desta técnica nos cromossomos mitéticos dos Simuliidae (Bedo, 1975b).

As andlises dos cromossomos foram feitas sob microscépio Zeiss e para
as fotografias foram usados os filmes Kodak Plus-X-Pan 125, T-max 100 ¢ Agfa-Copex 12.

Os mapas dos cromossomos politénicos foram elaborados com base em
fotografias, identificando seus respectivos marcadores e registrando as caracterfsticas
micromorfolégicas que caracterizaram esta espécic e as respectivas populagBes. A

nomenclatura dos cromossomos foi feita segundo Rothfels (1987).
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A seqiiéncia de bandas dos cromossomos politénicos de S. pertinax foi
comparada com aquela dos mapas “standard” dos cromossomos do subgénero Simulium

Davies (Rothfels er al., 1978) para verificar as semelhancas.

IV. RESULTADOS
1. CARACTERISTICAS DAS POPULACOES

Os riachos diferiram em aspectos fisico-quimicos como altitude,
temperatura da dgua, pH e velocidade da corrente nos criadouros. A altitude dos criadouros
variou do nivel do mar (Barra do Una) aos 900 metros (Morungaba), as larvas criavam-se 2
temperaturas de 13 a 24 °C, com a velocidade da dgua variando de 65 a 177 cm/seg conforme
mostrado na Tabela IL. As populagdes de S. (Chirostilbia) pertinax apresentaram diferencas
quanto a susceptibilidade ao organofosforado temephos, sendo esta completa (S) em Muriqui,
R} e Barra do Una, SP; nenhuma (R) em Ilhabela, Morungaba, SP e Tibaji, PR; ¢
desconhecida (?S/R) em Nova Petrépolis, RS (Tabela I1I).

De acordo com observacdes comportamentais sobre a preferéncia das
larvas por determinados substratos, pode-se afirmar que S. pertinax nio tem uma preferéncia
especifica, e podem ser encontradas tanto em pedras como em vegetaches submersas; em
riachos de porte pequeno (menos de 3 m de largura) a mediano (de 3 a 12 metros de largura) e

tanto em dguas transparentes como ligeiramente turvas,

2. CROMOSSOMOS METAFASICOS

Nas preparagGes dos ganglios cerebrais de larvas de 6° e 7° estadio,
observou-se que S. (C.) pertinax apresenta um caritipo com trés pares de cromossomos
(2n=6). S@o cromossomos bem definidos com centrdmeros conspicuos, caracterizados por
uma constricdo primdria que divide os cromossomos em dois bragos, curto (S) e comprido

(L). O par maior, designado como I, é metacéntrico. O segundo (II) € o terceiro (ITI) pares
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apresentam pouca diferenca entre si quanto ao tamanho, sendo o II metacéntrico e o HI
submetacentrico; mas o par II difere do II por ter um indice centromérico menor, isto &, o
brago curto € menor que aquele do par II (Figura 2, Tabela IV). O cromossomo I apresentou
um comprimento de 4,58 + 0,77 pm, o cromossomo II 3,27 + 0,13 um e o cromossomo III
3,11 £ 0,25 pm. O complemento metafisico completo chegou a medir cerca de 10,96 + 0,79

pm (n=4).
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Tabela IL. Caracteristicas fisico-quimicas dos criadouros das populagbes de Simulium
(Chirostilbia) pertinax estudadas.

Populacdo Localizagdo Altitude Temperatura pH  Velocidade da
(msnm) °C dgua (cm/seg)

Muriqui, RJ 43°57 LW ~125 20 5 120
22°56’ LS

Barra do Una, SP 45°46° LW ~ 10 21 5.5 80
23°44’ LS

Ilhabela, SP 45°21’ LW ~75 18-23 4-5,5 65-177

(Canudos) 23°50° LS (X~118)

Morungaba, SP 46°47T LW ~900 13-24 5-5.5 107-138
22°50° LS (X~123)

Tibaji, PR 5022 LW ~780 16 5 ~90
24°39’ LS

Nova Petrépolis, RS 51°12’ LW ~580 18 5,5 85
29°25° LS

Tabela II. Mortalidade e susceptibilidade larval para as populagBes de Simulium
(Chirostilbia) pertinax (ltimos estddios), sujeitas a uma concentragio operacional de 0,1 ppm
1.a./10 min de temephos. S= susceptivel, R= resistente; 7S/R= susceptibilidade indeterminada.

Populacio Mortalidade Susceptibilidade
(Data Bioensaio) 3hapés 24 hapés

Muriqui, RJ 100 % - S
(29-Jul-94)

Barra do Una, SP 100 % - S
(16-Mar-96)

Hhabela, SP 0% 0% R
(8-Jan-94)

Morungaba, SP 0% 0,5 % R
{15-Abr-95)

Tibaji, PR 0% 0% R
(8-Jun-96)

Nova Petrépolis, RS - - 78/R
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Figura 2. Metifase e caribtipo dos cromossomos mit6ticos de ganglio cerebral larval de
Simulium (Chirostilbia) pertinax com conspicuas regides centroméricas. Coloragdo orceina.
Barra= 5,7 um.

Tabela IV. Classificacio dos cromossomos metafésicos de génglio cerebral de larvas de 6° e 7°
estidio de Simulium ( Chirostilbia) pertinax.

Cromossomos i I m
Comprimento

(um + SD) 4,58 £ 0,77 3,27+0,13 3,11 £0,25
Razao de Bragos (L/S) 1,35 1,40 1,80
Indice Centromérico 42,58% 41,59% 35,69%
Comprimento Relativo 41,79 29,83 28,38
Classificacdo metacéntrico metacéntrico submetacéntrico

Comprimento do complemento metaféasico: 10,96 + 0,91 (n=4)
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3. ASPECTOS GERAIS DA MORFOLOGIA DOS CROMOSSOMOS POLITENICOS

As “glandulas salivares” de larvas de 5% a 7% estidio apresentaram
nticleos com conspicuos cromossomos politénicos, sendo as larvas de 6° estddio as que, em
geral, apresentam o melhor espalhamento dos cromossomos e niveis elevados de politenia em
seus cromossomos. Os cromossomos politénicos, via de regra, mostraram um estreito
pareamento entre os dois homdlogos dando a aparéncia de s6 existirem trés cromossomos, I, It
e HI, em vez de seis como aparece nos cromossomos metafdsicos (Figura 2), cada
cromossomo com seus bragos curto (S) e comprido (L) separados pelo centrdmero (Figuras 3 a
5). No cromossomo I com um comprimento de 373,60 um, o padrio de bandas das regides
terminais foi utilizado para diferenciar os bragos IS e IL. Os cromossomos 1l e HI, muito
semelhantes em tamanho, 254,93 e 261,20 um respectivamente, sdo caracterizados por
marcadores universais ou “standard”, e a posicdo da regido centromérica serve para diferenciar
os bragos, sendo que o IIIS é o brago menor. O complemento politénico completo chegou a
medir 890,53 + 116,69 um (n=12). De acordo com o comprimento relativo o complemento
cromossdmico foi dividido em 100 se¢des, 42 para o cromossomo I, 29 para o I e 29 para o III
(Tabela V).

As regides centroméricas mostraram-se bastante conspicuas nos trés
cromossomos politénicos, especialmente nos cromossomos I e T, onde as bandas
centroméricas s3o mais uniformes na sua morfologia e coram-se profundamente. No
cromossomo II, a expressdo do centrdmero variou algumas vezes, corando-se menos. A
espécie em estudo nfio apresentou cromocentro e as regides de despareamento foram poucas,
Em algumas preparacdes foi possivel observar pareamentos ectdpicos dos cromossomos em
algumas regiGes dos bragos. Ndo foram observados cromossomos B, nem segmentos

cromossomicos diferenciais do sexo.
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Tabela V. Classificagdo dos cromossomos politénicos de “gldndula salivar” de larvas de 5° e
7° estadio de Simulium (Chirostilbia) pertinax.

Cromossomnos 1 | m
Comprimento 12

(um) 373,60 254,93 261,20
Razio de Bracos (L/S) 1,16 1.41 1,99
Indice Centromérico 46,34% 41,55% 33,38%
Comprimento Relativo 41,94 28,62 29,44
Classificagdo metacéntrico metacéntrico submetacéntrico

Comprimento do complemento politénico: 890,53 + 116,69 (n=12)

3.1. DESCRICAO CROMOSSOMICA DETALHADA
Para andlise do padrio de bandas dos cromossomos politénicos de
Simulium (Chirostilbiaj pertinax, foram utilizadas as larvas das seis populagdes estudadas

neste trabalho.

3.1.1. BRACO IS. (Figﬁré 3)

O brago IS com 173,13 = 22,96 pm apresenta 20 sec¢des, e €
identificado pelo padrdo de bandas da regidio telomérica (secdo 1). Este brago pode ainda ser
caracterizado por alguns marcadores como o "2 blocks" na sec¢fio 5; o "crack” na se¢fio 11A; a
regifio organizadora nucleolar (NOR) entre as secbes 11C e 12A; o "cup & saucer” entre as
secdes 16C e 17Al, e o "3" basal na secdo 18A/18B1. Pequenos “puffs” apresentam-se nas

secoes 1, 13 e 19. Nio foi observado qualquer polimorfismo.
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3.1.2. BRACO IL (Figura3)

O brago IL com 200,47 + 26,96 um apresenta 22 se¢bes (21 a 42), e é
identificado pela regido centromérica expandida (secfio 21A), pelos marcadores "marker" entre
as secdes 27C e 28C, e pelo subterminal "3" na se¢io 41C, junto ao padriio terminal (segfo
42). H4 “puffs” nas se¢bes 22 e 39. Nenhum polimorfismo de banda ou inversio foi
observado. SO uma larva, entre 255, apresentou expressdo diferenciada na base do brago em
um dos cromossomos homdlogos (secdo 26), identificada como uma regiio organizadora

nucleolar secundiria, NOR 2° (Figura 16).

3.1.3. BRACO IIS (Figura4)

O braco IIS com 105,93 + 18,22 um apresenta 12 se¢des (43 a 54B), e é
identificado por dois “puffs” que sdo marcadores universais: o anel de Balbiani (RB) na sec¢fio
51A e o "bulges" entre as se¢Oes 48C e 49B, além do "shoestring” (Sh) na se¢fo 49A. Outros
marcadores importantes sfo o terminal "4", na sec¢io 43B/43C1 e o basal "trapezoidal” (TR)
entre as secbes 52C2 e 53B. H4 “puffs” adicionais nas segdes 43, 44 ¢ 47. Ndo foram

observados polimorfismos.

3.14. BRACO UL (Figura 4)

O braco IIL com 149 + 20,30 um apresenta 17 secdes (54C a 71), e é
reconhecido por dois marcadores universais: as bandas "3 sharp” na se¢éio 55A, adjacentes ao
centrémero (se¢do 54C), e um “puff” caracteristico, o parabalbiani (PB) entre as se¢es 66C e
67A. “Puffs” adicionais foram detectados nas se¢bes 60, 62 e 70. Nao foram observados

polimorfismos.

3.1.5.BRACO IIIS (Figura5)
O brago IS com 87,53 + 13,13 pm apresenta 10,5 se¢des (72 a 82A), ¢

€ caracterizado por um marcador universal: o grupo de bandas "heavy" nas secdes 76C a 77A,
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demarcado distalmente por duas bandas conspicuas (se¢do 76B) ¢ basalmente por uma regifio
expandida, o "blister" (seciio 77B). Outras caracteristicas do braco IIIS sdo o teldémero,
ligeiramente em forma de leque, € o marcador basal "cépsula” na secio 78A. Ha também

pequenos “puffs” nas secbes 74 e 79. Nao foram observados polimorfismos.

3.1.6. BRACO IIIL (Figura?3)

O brago ML com 174,67 + 26,55 um apresenta 18,5 secdes (82B a 100)
e ndo tem marcadores universais, podendo ser diferenciado pelo "basal marker” (BM), na
seciio 94B/C, e o marcador subterminal "3 heavy groups" entre as se¢bes 98A2 e 99B. Nas
secOes 83, 87 e 91, apresentam-se pequenos “puffs”. Nio foram também observados

polimorfismos.
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4. COMPARACAO COM A SEQUENCIA DE BANDAS DOS MAPAS “STANDARD”
DE Simulium

O padrdo de bandas encontrado para Simulium pertinax, que pertence ao
subgénero Chirostilbia, mostrou vdrias regides semelhantes ao padrio dos mapas "standard”
do subgénero Simulium (Rothfels et al., 1978) (Figura 6).

O cromossomo | mostrou a maior semelhanca de bandas, 69 %
(segmentos A-E), com reordenacéo e reorientacfo dos segmentos B e C. Outras diferencas
importantes, além dos segmentos ndo semelhantes, sio a NOR no braco IS, que em Simulium
estd no brago IIIL, e a regido centromérica, mais expandida em §. pertinax.

O cromossomo 1II apresentou uma semelhanca de 67 % (segmentos A-
G) com reordenacio dos segmentos B e C, onde estdo o anel de Balbiani (RB) e o "bulges"
que, ao contrario de S. (Simulium), estdo em posi¢do basal e distal, respectivamente, em
relacfio ao centrémero.

O cromossomo I, com a menor semelhanca de bandas, 54 %,
(segmentos A-I), foi o que apresentou a menor homologia com a seqiiéncia de bandas de S.
(Sirnulivm).

Na Tabela VI sdo apresentados os segmentos semelhantes entre .
(Chirostilbia) pertinax e o “standard” do subgénero Simulium, e a porcentagem de semethanca

PoOr Croimnossomao.
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Figura 6. Ideograma de Simulium (Chirostilbia) pertinax (a) e S. (Simulium) "standard" (b). Os
cromossomos estdo ordenados do mator (I ao menor (III). Os bragos curtos (S) estio representados na
parte superior e os bragos compridos (L) na inferior. A posi¢io dos marcadores principais apresentada
¢ aproximada. C, centrOmero; NOR, regifio organizadora nucleolar”; M, "marker"; B, “bulges; Sh,
“shoestring”; RB, anel de Balbiani; PB, parabalbiani; h, “heavy”; Bl, “blister”; BM, "basal marker".
As letras em maitiscula representam os segmentos semelhantes entre as duas espécies em cada
cromossomo: A a E para o cromossomo I, A a G para o cromossomo II, e A a I para o cromossomo II1.
As setas indicam reorientagdo de segmentos, C e B no braco IS e F no brago IIS de S. (Simulium). O
complemento completo I a III tem 100 se¢Bes.
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Tabela V1. Comparagdo da seqiiéncia de bandas dos cromossomos politénicos de Simulium
(Chirostilbia) pertinax com a do “standard” do subgénero Simulium. Delimitagho dos
segmentos semelhantes.

Cromossomo [

Cromossomo H

Cromossomo I

Segmento (Simulium) | S.(C.) | (Simulium) S. (C.) (Simulium) | S.(C.)
pertinax pertinax pertinax
A 1-5 1-6 42-45 43-45 72-74 72-75C1
B 9B-11A1 | 11B-10B 48C-49 48B3-49 | 75A-75B 76C-77
C 7C-8 14A-12B 46B-47 50-52A1 78-80 78-80B
D 12B-28B 15-30 52B2-58 | 52B2-59B 82C2- 828
83A1
E 36C2-41 37B-42 61-62 60-62A 84B-86B | 84B-86B
F 64C-67 66-69A2 | 91B-91C 88B1-
88A
G 70-71 70-71 92-94 88C2-91
H 95B-96B1 93B-
95A2
1 98B-99 97C-99
%o
semelhanca 69 67 54 .
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5. COMPARACAO DO PADRAO DE BANDAS NOS CROMOSSOMOS
POLITENICOS DAS SEIS POPULACOES

As figuras 7-15 apresentam o padrdo de bandas para as 100 se¢des do
complemento cromossdmico de individuos representativos das seis populagbes. A
comparacio da seqiiéncia de bandas, seclio por segdo, nos seis bragos dos cromossomos
politénicos das seis populagdes, ndo detectou grandes diferengas (Figuras 7 a 15). Os
marcadores cromossOmicos tais como centrOmeros, marcadores universais, regido
organizadora nucleolar (NOR) e pareamento das bandas entre os cromossomos homdlogos
ngo apresentaram variagio aprecidvel entre as populagdes.

As figuras 7, 8 e 13 mostram a segiiéncia de bandas para as 42 segdes
do cromossomo 1. Algumas diferencas na intensidade das bandas, entre as figuras a, b e ¢, sdo
causadas pelo menor grau de espalhamento dos cromossomos em determinada secdo; por
exemplo, na secio 9 da figura 7b.

Outras pequenas diferencgas foram detectadas pela expressfo de genes
em algumas regides dos cromossomos. Assim, entre as se¢des 11 e 12 (Figura 7) é possivel
notar a regifio organizadora nucleolar (NOR), expressa com o nucléolo ao redor (Figura 7a),
ndo expressa (Figura 7b), e expressa sem o nucléolo (Figura 7c). Outra pequena diferenca € o
“puff” da se¢do 13, ndo evidente na figura 7a, pouco evidente em 7b e maior em 7c. No brago
longo (IL) apresentam-se algumas diferencas em pequenos “puffs”, evidentes por exemplo
nas secdes 33 e 36 (Figura 8b) e pouco expressos nas figuras 8a € 8¢. O “puff” da se¢do 28 é
conspicuo na figura 8c, pouco visivel na figura 8b e ndo aparente na figura 8a, fato que se
deve 2 falta de visibilidade nessa regido.

As figuras 9, 10 e 14 apresentam o padrio de bandas das 29 se¢des do
cromossomo Il Nas figuras 9b e 9¢, é possivel observar os telomeros em forma de leque e, na
figura 9a, a banda centromérica mais conspicua. Exceto para essas pequenas diferencgas, o
padriio de bandas aparece homogéneo para o braco curto. No brago longo (IIL), apesar do

menor espathamento que apresenta o brago IIL, da figura 10b, foi possivel relacionar a
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seqtiéncia de bandas com os bragos das figuras 10a e 10c. Algumas diferengas nas secdes 57e
59 da figura 10c sdo dadas por bandas expressas formando “puffs” e, pelo “puff” da secéo 60
que apresenta-se mais expresso na mesma figura e formando uma interbanda na figura 10b.

As figuras 11, 12 e 15 apresentam a seqiiéncia de bandas para as 29
secdes do cromossomo ITI, aparentemente sem diferencas. Na figura 11c, parte da segio 82
estd dobrada sobre a secio 81, sugerindo erroneamente que o centrdmero encontra-se na secdo
81. No brago longo (HIL), as dnicas variacBes observdveis sdo devidas ao fato de parte dos
bragos apresentarem-se dobrados na preparagfo, por exemplo na se¢fo 85 da figura 12b e nos
teldmeros, se¢fo 100 nas figuras 12ae 12b.

As populagbes, exceto por alguns despareamentos néo
associados a inversdes, s30 cromossomicamente muito homogéneas no padrio de bandas,
tanto intra, como interpopulacionalmente. As populagdes ndo apresentaram polimorfismos de
inversio ou polimorfismos de banda no material examinado (255 larvas). O ftnico
polimorfismo registrado foi de expressdo e ocorreu na populagio do Rio de Janeiro, sendo
caracterizado como uma regido organizadora nucleolar secundéria (NOR 2°), localizada na
base do brago IL, se¢io 26A/B (Figura 16). Pode-se observar que entre os dois primeiros
grupos de bandas, da secfio 26, encontra-se a regidio que se expressa, evidenciando a NOR
secunddria. Nesta figura, o cromossomo homdlogo apresenta a seqiiéncia ndo expressa ou
“standard” (str). A expressdo da NOR secundédria em apenas um dos homoélogos sugere um

cardter heterozigoto, com uma freqiiéncia de polimorfismo de 0,025 (n=40).
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Figura 7. Cornparaf;ao do padrio de bandas do brago IS de Simulium ( Chirostitbia) pertinax. a.
Morungaba, SP, 6° estadio/sexo indeterminado (7M; b. Tihabela, SP, 6%/fémea, ¢ c. Muriqui, RJ,

6°/fémea. C, centrdmero; NOR, regido organizadora nucleolar. Barra= 8 um.



Figura 8. Comparacdo do padriio de bandas do brago IL de Sirmulium (Chirostilbia) pertinax. a.
Morungaba, SP, 60/?; b. Ilhabela, SP, 6O/f, e ¢. Muriqui, RJ, 69/t C, centrbmero; M, “marker”;
str/str, “NOR secundario”. Barra= 8 pm.
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Figura 9. Comparagio do padrao de bandas do brago 1IS de Simulium (Chirostilbia) pertinax. a.
Morungaba, SP, 70/?; b. Ilhabela, SP, 6°/, ¢ c. Muriqui, RJ, 69K, B, “bulges”; C, centrémero;
RB, “anel de Balbiani”. Barra= 8 um.
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Figura 10. Comparac@io do padrdo de bandas do brago IIL de Sinudium (Chirostilbia) pertinax.
a. Morungaba, SP, 7°?; b. Thabela, SP, 6°/f, e c. Muriqui, RJ, 6°4. C, centromero: PB,
“parabalbiani”. Barra= 8 um.

47



HiS

Figura 11. Compara¢do do padrao de bandas do braco IlIS de Simulium (Chirostilbia) pertinax.
a. Morungaba, SP, 6°/2; b. Tlhabela, SP, 6°/f, e c. Muriqui, RJ, 6°/f. C, centromero; B, “blister”.
Barra= 8 pm.
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Figura 12. Comparacéo do padrio de bandas do brago L de Simulium (Chirostilbia) pertinax.
a. Morungaba, SP, 6°/2; b. Tlhabela, SP, 6%/f, ¢ c. Muriqui, RJ, 6/f. C, centrdmero: BM, “basal
marker”. Barra= 8 jum.
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Figura 13. Comparagio do padrio de bandas do cromossomo I de Simulium (Chirostilbia)
pertinax. a. Nova Petropolis, RS, 7° estddio/fémea; b. Tibaji, PR, 6° macho, e c¢. Barra do Una,
SP, 6°%/macho. C, centrdmero; S, brago curto; L, brago longo; N, nucléolo; NOR, regido
organizadora nucleolar; M, “marker”. Barra: a,b=8 pum; ¢= 10,4 pm.
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Figura 14. Comparacdo do padrio de bandas do cromossomo II de Simulium (Chirostilbia)
pertinax. a. Nova Petrépolis, RS, 7°/; b. Tibaji, PR, 6°/m, e c¢. Barra do Una, SP, 6*/m. C,

centrdmero; S, brago curto; L, brago longo; RB, “anel de Balbiani”; PB, “parabalbiani”. Barra:
a,b= 8 um; ¢= 10,4 pm.
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Figura 15. Compara¢do do padrdo de bandas do cromossomo 11 de Simulium (Chirostilbia)
pertinax. a. Nova Petrdpolis, RS, 7%/f; b. Tibaji, PR, 6°/m, e ¢. Barra do Una, SP, 6°/f. C,
Centrdmero; S, brago curto; L, braco longo; B, “blister”; BM, “basal marker”. Barra= 8§ Lem.
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Figura 16. Polimorfismo no brago IL, Simulium (Chirostilbia) pertinax de Muriqui, RJ, 6°/macho.
Regido organizadora nucleolar secundéria, NOR2° str/+ (secdo 26). C, centrdmero; N, nucléolo; NOR,
regido organizadora nucleolar; str, cromossomo standard; +, cromossomo expressado. Barra= 8 pum.
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V. DISCUSSAO
1. RESISTENCIA A INSETICIDAS NAS POPULACOES

Simulium (Chirostilbia) pertinax é uma espécie Neotropical, ao que
tudo indica com grande capacidade de adaptacio. No presente estudo foi verificada sua
ocorréncia em criadouros localizados em quatro estados, com variacOes consideraveis dos
parAmetros fisicos como a altitude, a temperatura e a velocidade da 4dgua. Sua ampla
distribuicio geogréfica (Coscarén, 1987) e mesmo sua capacidade de ocorrer tanto em 4guas
limpas e rdpidas de ambientes naturais, quanto em Aguas poluidas e lentas de ambientes
antrépicos (Castello Branco Jr. & Andrade, 1992) apdiam essa idéia. As populagGes de Barra
do Una (S, susceptivel ao temephos), Tthabela (R, resistente ao temephos) e Muriqui (S)
encontram-se em criadouros de dguas transparentes, em ambientes com pouca intervencdo
humana, enquanto as populagdes de Morungaba (R}, Nova Petrdpolis (?S/R, susceptibilidade
indeterminada) e Tibaji (R) apresentam-se em criadouros de ambientes com grande
intervencdo por causa de fazendas com atividades intensivas de agropecudria. O baixe pH
registrado para todos os criadouros (4,5 a 5,5) pode ter sido devido ao método de medi¢do e &
qualidade da fita, se bem que pH de 5.4 a 6,3 sfo registrados para dguas minerais onde
podem-se criar simulideos. Populacdes de S. pertinax podem-se encontrar em dguas com pH
de 5,6 a 7,6 (Dellome-Filho, 1985), de 6,0 (Andrade & Castello Branco JIr., 1991; Castello
Branco Jr. & Andrade, 1992), em torno de 7,0 (Sabino & Corréa e Castro, 1990) ou 7.4
(Pegoraro, 1993).

Esperava-se que as populacdes de Morungaba, SP e Tibaji, PR, fossem
completamente susceptiveis ao temephos, por nunca ter ocorrido programas de controle
quimico nestas regides. Em Morungaba, uma avaliagdo preliminar (Julho/1994) contrariou o
pressuposto detectando-se resisténcia nessa populagéio. Posteriormente (Abril/1995), completa
resisténcia pode ser confirmada por meio de teste com larvas em rampas dispostas no leito do
riacho (Andrade & Campos, 1995). Esta resisténcia nio esperada pode ser explicada menos

pela migracdo de individuos de populagdes resistentes, do que pelo desenvolvimento de
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resisténcia cruzada a produtos de uso agricola ou pecudrio na fazenda onde se situa o riacho.
Da mesma forma, € possivel que tenha acontecido resisténcia cruzada na populagio de Tibaji.
Tal fato tem sido documentado outras vezes para simulideos (Kurtak et al., 1987a; Lines,
1988; Andrade & Castello Branco Jr., 1991).

A populacdo de Nova Petrépolis (?S/R) esté localizada em uma érea
com um histérico de pelo menos 50 anos de atividade agricola e/ou agropecudria. Nesta drea
t8m sido usados agrot6xicos, e j4 em 1984 foi registrada a ineficiéncia do controle ao
borrachudo no programa de controle com uso de temephos, iniciado em 1972. Apesar desta
populagiio estar sendo controlada hd mais de 10 anos com Bti, pode-se pensar que continue
resistente ao organofosforado, pois a pressfio indireta da atividade agricola ndo tem

diminuido.

2. CARIOTIPO

A espécic Simulium (Chirostilbia) pertinax, como a maioria das
espécies da familia Simuliidae, tem um caritipo com trés pares de cromossomos (2n=6).
Excepcionalmente sfio encontradas espécies com n=2, como acontece em todos os membros
do grupo S. (Eusimulium) aureum Fries, em Cnephia lapponica (Enderlein) e em S.
(Freemanellum) manense Elsen & Escaffre (Rothfels, 1980; Crosskey, 1990). Igualmente, a
maioria das espécies é dipléide (2n), com exceclo de Prosimulium (Stegopterna) mutata
(Malloch) (antes Cnephia mutata) que é 3n (Rothfels & Dunbar, 1953; Leonhardt, 1985). O
cariétipo caracteristico de 2n=6 também ¢é encontrado em muitas espécies de Culicidae
(Jost,1971; Motara & Rai, 1978; Rao & Rai, 1987; Kumar & Rai, 1990; Marchi & Pili, 1994).
Pela posi¢io do centrdmero, a espéeie estudada apresenta cromossomos metac€niricos ou
submetacéntricos, 0 que estd em concordincia com as espécies de todos os géneros estudados
(Rothfels, 1979). Como em outros insetos, os cromossomos metafdsicos de . pertinax sempre
foram encontrados em pares apresentando pareamento somdtico. O tamanho total do

complemento de 10,96 £ 0,91 um, encontrado em S. (Chirostilbia} pertinax, € comparavel ao
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de outras espécies da familia: 10,2 um em S. (Nevermannia) ornatipes Skuse (n=3) (Rothfels,
1979), 11 um em S. (Eusimulium) aureum (n=2) com comprimento de 7 um ¢ 4 pm; o maior,
a0 que parece, é produto da fusdo dos cromossomos II e I da espécie ancestral (Dunbar,
1958; Leonhardt, 1985) ¢ ~11,8 um em S. (Ectemnaspis) furcillatum Wygodzinsky &
Coscarén (n=3) (Campos, nilo publicado). E possivel que a considerdvel variagio no tamanho,
como refletida pelo desvio padrio, seja devida ao pequeno tamanho da amostra para as

medigdes de niicleos metafisicos (n=4) de ganglios larvais da populagio de Morungaba, SP.

3. 0S CROMOSSOMOS POLITENICOS

Os cromossomos politénicos das “glindulas salivares” de Simulium
(Chirostilbia) pertinax foram facilmente diferenciados pelo seu tamanho e pelos marcadores.
Os marcadores cromossdmicos sdo caracteristicas micromorfoldgicas altamente conservadas,
ndo s6 dentro da familia mas também dentro da Ordem, que s#o usados na caracterizacdo dos
cromossomos ¢ alguns deles na identificagdo dos bragos. Como na maioria das espécies
estudadas da familia, §. (Chirostilbia) pertinax apresenta regides centroméricas expandidas
(Rothtels, 1979), mas a propor¢do de bragos para o cromossomo I ndo foi a mesma que aquela
dos cromossomos metafdsicos, r=1,16 nos politénicos € r=1,35 nos mitdticos. Isto pode ser
devido ao pouco nimero de nicleos metafisicos medido (n=4) ¢ a uma maior variagdo das
medidas. A relagdo de bragos 2:1 entre o braco IIIL e o IIS, um caracter plesiomoérfico
(comum) para a maioria de faxa da familia Simuliidae (Procunier & Muro, 1994) quase se
mantém na espécie em estudo (r=1,80 dos mitéticos, r=1,99 dos polit€nicos) e pode ser
verificada também nos ideogramas de outras espécies neotropicais dos subgéneros
Ectemnaspis ¢ Hemicnetha (Campos & Mufloz de Hoyos, 1990). A anilise feita mostrou que
os seis bracos apresentam correspondéncia com os “standard” do subgénero Simulium
(Rothfels ef al., 1978). Os marcadores, via de regra, podem ser estdveis em sua posi¢do deniro
da espécie, como a regido organizadora do nucléolo (NOR) que quase sempre aparece

formando um grande nucléolo. A NOR, na base do brago IS de S. (Chirostilbia) pertinax,
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também se apresenta na mesma posi¢do em outras espécies neotropicais como em S
(Notolepria) exiguum s.1. (Procunier et al., 1985), S. (Ectemnaspis) tunja Coscardén (antes
Simulium ‘C”) (Duque et al., 1988), S. (Ectemnaspis} furcillatum (Campos, 1989; Campos &
Mufioz de Hoyos, 1990), 8. (Psilopelmia) ochraceum s.1. (Hirai et al., 1994), e na espécie
africana S. (Edwardsellum) damnosum s.1. (Boakye, 1993), entre outras. Outros marcadores
como o anel de Balbiani e o parabalbiani s3o mais conservados na familia, sendo restritos aos
bragos 1IS e IIL respectivamente, mas sua posi¢io no braco pode se tornar caracteristica
especifica.

A espécie 8. (Chirostilbia) pertinax distinguiu-se por apresentar, nos
cromossomos politénicos, um padrfio de bandas homogéneo e constante, isto é, ndo mostrou
polimorfismo algum, nem de banda nem de inversio. Os polimorfismos cromossomais ajudam
a caracterizar citologicamente as espécies de simulideos, ¢ sua freqii€ncia pode variar em
fungdo da estacfio, da altitude ou da regifio geografica (Rothfels, 1979). Embora possa existir
variacio na freqiiéncia, algumas espécies podem apresentar muitos polimorfismos
cromossomais, enquanto que para outras, aparentemente isto ndo ocorre na mesma proporgao.
Estudos feitos com S. (Wilhelmia) lineata (Meigen) e 8. (W.) equina (Linné), duas espécies
paledrticas, obtidas de 13 locais do sudeste da Alemanha, mostraram muitos polimorfismos
cromossomais na primeira (n=45), e um genoma mais homogéneo para a segunda espécie
(n=203) (Weber & Grunewald, 1989). Polimorfismos também podem aparecer em estudos
feitos em grandes dreas ou em locais restritos, mesmo em espécies neotropicais (Duque, 1980;
Moreno, 1982; Duque et al., 1988; Conn et al., 1989; Moreno, 1990; Hirai et al., 1994;
Moreno & Muiioz de Hoyos, 1995; Arteaga, 1996; Moreno, 1997) inclusive em avaliagGes
feitas em poucos individuos (n=26) (Campos, 1989). Estudos realizados em diferentes locais
confirmam a observac#o inicial, feita na populagio de Morungaba, SP (Campos et al., 1996),
de que S. (Chirostilbia) pertinax € uma espécie monotipica em termos de morfologia dos

cromossomos politénicos, apresentando pouca variagdo.
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Regides assindpticas ou sem pareamento entré oS Cromossomos
homologos podem ser registradas notoriamente para algumas espécies de simulideos (Rothfels
& Featherston, 1981) mas n#o foram observadas com freqiiéncia para as populagdes analisadas
neste trabalho. Em outros dipteros, como em Chrysomya bezziana (Villenueve)
(Calliphoridae), onde os polimorfismos de inversdio sfo raros e as populagbes exibem o
mesmo padriio de bandas nos cromossomos politénicos, assinapses dos pares de cromossomos
homologos e diferencas na expressdo e grossura das bandas podem ser utilizadas para estimar
variaciio cromossdmica (Bedo et al., 1994).

S. (Chirostilbia) pertinax também ndo apresentou cromossomos B, que
ocorrem comumente em pelo menos guatro géneros da familia Simuliidae (Rothfels, 1979;
Brockhouse et al., 1989a). A espécie também nfo apresentou diferenciagio dos cromossomos
sexuais, com padrdo de bandas politénicas idénticas para fémeas e machos, como € encontrado

em muitas espécies de simulideos (Feraday et al., 1989).

4. COMPARACAO COM OS MAPAS “STANDARD” DE Simulium

"

Os mapas cromossémicos “standard” sd3o de grande utilidade como
ponto de relacdo para muitas espécies do género Simulium que apresentam importincia médica
e econdmica (Rothfels, 1979). A partir da comparagio com os mapas do subgénero Simulium
(Rothfels er al., 1978) observou-se no presente estudo uma associaciio de bragcos, com uma
homologia de bandas de 63 % nos trés cromossomos. A maioria dos segmentos homdélogos
encontrados entre S. (Chirostilbia) pertinax e S. (Simulium) nos seis bracos coincidem, em boa
parte de sua extensdo, com aqueles segmentos homdlogos encontrados em comparacgdes feitas
entre o subgénero Simulium e algumas espécies do subgénero Ectemnaspis (Duque et al.,
1988; Campos, 1989; Campos & Mufioz de Hoyos, 1990; Miranda & Mufioz de Hoyos, 1993).
Semelhancas intersubgenéricas na comparacio de cromossomos politénicos reforcam a idéia

de um agrupamento Neotropical de espécies de Simulium sl. Assim, os segmentos

conservados no padrdo de bandamento dos cromossomos politénicos facilitariam a construgio
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de filogenias (Bedo, 1992). As diferencas cromossOmicas seguramente refletem distdncias
filogenéticas, como pode ser o caso na comparacdo do braco IS entre espécies de diferentes
subgéneros como Ectemnaspis, Hemicnetha, Notolepria e Simulium (Campos & Muiioz de
Hoyos, 1990). Em espécies do subgénero Simulium s.str. este brago € altamente conservado
(Rothfels, 1979) reproduzindo coesio dentro do subgénero.

Pelas comparacdes feitas com outras espécies neotropicais como S.
(Notolepria) exiguum, S. (Henicnetha) muiscorum Bueno, Moncada & Muiioz [S.(Grenierella)
sensu Coscaron (1987) ou S.(Trichodagmia) sensu Crosskey & Howard (1997)] (Campos &
Mufioz de Hoyos, 1990; Miranda & Muiloz de Hoyos, 1993) e pelas semelhangas
cromossomicas dos subgéneros Ectemnaspis e Chirostilbia com os mapas “standard” do
subgénero Simulium pode-se sugerir que um agrupamento supraespecifico por morfologia dos
cromossomos reforce o agrupamento feito por morfologia cldssica para o género Simulium na
regidio Neotropical (Coscarén, 1987), e assim melhorar 0 embasamento na filogenia da familia
nesta regifio. Relacdes de parentesco inicialmente observadas para algumas espécies, por meio
de estudos cromossdmicos (Campos, 1989; Campos & Muifioz de Hoyos, 1990), foram
reforcadas por meio de estudos filogenéticos baseados na cladistica dos cromossomos

politénicos (Miranda & Mufioz de Hoyos, 1993).

5. COMPARACAO INTERPOPULACIONAL DOS CROMOSSOMOS
POLITENICOS

Os recursos da citotaxonomia tém sido utilizados na diferenciagio de
grupos cripticos, embora tenham sido registradas formas cromoss6micas homosseqgiienciais
em complexos de espécies da familia Simuliidae (Bedo, 1979a; Rothfels & Featherston, 1981;
Henderson, 1986). No presente estudo, a andlise das 255 larvas evidenciou
homosseqliencialidade cromossOmica dentre as seis populagdes, caracterizando Simulium
(Chirostilbia) pertinax como uma espécie cromossomicamente monomorfica. Embora seja

uma excecdo em Simuliidae, a homosseqiiencialidade cromossdmica pode se apresentar
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também entre espécies diferentes, como foi registrada entre duas espécies do grupo
Eusimulium aureum (E. azorense e E. petricolum), que apresentaram no entanto claras
diferencas morfolégicas (Leonhardt & Feraday, 1989). Em outros insetos, também foi
registrada a mesma seqiiéncia bdsica do padrio de bandas entre populagbes de Anopheles
albimanus (Keppler & Kitzmiller, 1969; Keppler et al., 1973), de A. aquasalis (Pérez &
Conn, 1992), de Drosophila seriema (Kuhn et al., 1996) e de Chrysomya bezziana (Bedo et
al., 1994).

A familia Simuliidae, com mais de 1600 espécies conhecidas, registra
muitas citoformas e citoespécies. Nessa familia, é usual o registro de polimorfismos
cromossdmicos, podendo-se apresentar variabilidade geogréfica e/fou temporal (Bedo, 1979a;
Henderson, 1986), o que ndo tem sido verificado até agora em S. (Chirostilbia) pertinax.
Embora as seis populagdes tenham apresentado algumas diferengas como o fato de estarem
em diferentes regides geograficas, sob diferentes regimes climéticos (Figura 1) ¢ terem sido
expostas direta e/ou indiretamente a inseticidas, nfo apresentaram variacdes cromossdmicas
como polimorfismos de banda ou de inversfio. As diferencas de comprimento e largura nos
bragos, observadas nas figuras 7-15, nfio podem ser consideradas como polimorfismos. Essas
diferencas podem depender do grau de politenia e- do espalhamento dos cromossomos, fato
comum neste tipo de preparagdes. Nicleos com diferentes graus de politenia podem ser
encontrados inclusive no mesmo tecido.

A falta de variabilidade cromossémica encontrada entre essas
populacdes pode estar ainda associada em parte ao tamanho da maioria das amostras
analisadas (N<50), refletindo portanto amostragens limitadas (Bedo, 1989). De fato,
herdabilidade (varidncia fenotipica causada por variagdo genética) que ndo seja
significativamente diferente de zero, pode ser resultado de um tamanho de amostra pequeno
mais que da falta de diversidade genética (Klein, 1974; Storfer, 1996). Por outro lado nio se
pode descartar também a possibilidade de que pouca variabilidade em nivel cromossdmico

seja realmente a condiglio dessas populacdes, com uma tendéncia para o monomorfismo,
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semelhante ao encontrado em populacBes insulares e marginais (Carson, 1959; Heed &
Rusell, 1971; Rothfels & Featherston, 1981).

Semelhanca e estabilidade cromossdmica em §. (Chirostilbia) pertinax
sugerindo pouca variacdo genética dentro e entre as populacdes estudadas, pode estar em
concordincia com alguns estudos indicando que existe pouca variagio genética nas
populagdes desta familia de insetos, sustentada também pela anélise eletroforética de alozimas
(Feraday & Leonhardth, 1989) e pela baixa freqiiéncia de polimorfismos (Hirai et al., 1994).
Nos simulideos, baixa freqiiéncia de polimorfismos ndo é um fato ignorado visto que 4reas
cromossdmicas altamente conservadas s3o encontradas em algumas espécies, como o brago
IS em espécies do subgénero Simulium (Rothfels, 1979; Procunier, 1989) ou os
cromossomos I e III em espécies do subgénero Ectemnaspis (Campos, 1989; Campos &
Muiioz de Hoyos, 1990). Porém, levando-se em conta que a aus€ncia de polimorfismos
cromossdmicos ndo seja uma evidéncia conclusiva para auséncia de variabilidade genética
entre as populagdes, sé estudos com uma abordagem molecular poderio esclarecer esta
situaciio. Assim, a semelhanca cromossOmica intra e interpopulacional encontrada para §.
pertinax no presente estudo deve servir como ponto de partida para a discussio, pelo menos

até que se obtenham maiores dados sobre esta ou outras espécies neotropicais que sustentem

este fato. Segundo Crosskey (1987, 1990), menos de 10 % das espécies conhecidas de

borrachudos foram estudadas citologicamente, e segundo nosso levantamento, isso envolveria
menos de 5 % das espécies neotropicais.

Variagdo na localizaco ou na forma dos marcadores efou alteragbes do
pareamento podem ajudar a evidenciar polimorfismos cromossdmicos (Rothfels, 1979, 1987).
Polimorfismos t€m sido detectados em complexos de espécies de simulideos de importéncia
médico-veterindria como em Simulium (Cerqueirellum) amazonicum (Procunier, 1989), §.
(Edwardsellum) damnosum (Procunier & Muro, 1993), S. (Notolepria) exiguum (Procunier et
al., 1985), S. (Simulium) metallicun (Conn, 1988; Conn et al., 1989; Arteaga, 1996), S.

(Psilopelmia} ochraceum (Hirai et al., 1994), e em outras espécies neotropicais em que foram
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também analisadas amostras relativamente pequenas (Moreno, 1982; Duque et al., 198§;
Campos & Muioz de Hoyos, 1990; Moreno, 1990; Moreno & Muitoz de Hoyos, 1995;
Moreno, 1997). Em espécies de outras familias de dipteros, como Chironomidae, também sio
comuns altos niveis de polimorfismos cromossomicos entre as populagdes, mesmo em
andlises feitas em menos de 50 individuos. Porém, populaces paledrticas de Chironomus
{Camptochironomus) tentans (Fabricius) apresentam padrdes de bandas semelhantes nos seus
cromossomos politénicos. Nesse caso, unicamente os polimorfismos de inversao diferenciam
as populacdes (Kiknadze et al., 1996).

No presente estudo, o Gnico polimorfismo cromossémico encontrado
foi caraterizado como sendo uma regidio organizadora nucleolar secundédria (NOR 2°). A
regiio organizadora nucleolar principal (NOR) ¢ wvaridvel na sua localizagio nos
cromossomos, entre diferentes espécies, podendo se encontrar em bragos diferentes entre
espécies ndio relacionadas, e algumas vezes em mimero superior a um, como NORs
secunddrias (Bedo, 1977, 1979b; Rothfels & Golini, 1983; Leonhardt, 1985), refletindo
polimorfismos de expressdo. Outros polimorfismos de expressdio como os de banda, que
podem ocorrer em simulideos (Bedo, 1977, 1979b; Campos & Mufioz de Hoyos, 1990), nfio
foram registrados para S. pertinax. Baixa freqii€ncia de polimorfismo cromossdmico pode ser
também uma conseqiiéncia de reduzida diversidade do microhabitat, como parece estar
acontecendo para Anopheles bellator (Ramirez & Dessen, 1996), mas como foi discutido nio

seria o caso para S. perfinax.

6. 0 COMPLEMENTO CROMOSSOMICO E A RESISTENCIA NAS POPULACOES

Resisténcia a inseticidas tém sido associada com translocagBes no
afideo Myzus persicae, com diferencas cromossdmicas em nivel morfométrico no mosquito
Culex quinquefasciatus (Blackman & Takada, 1977; Blackman et al., 1978; Nance et al.,
1990; Blackman et al., 1995), e com um “puff” nos cromossomos politénicos do mosquito

Culex pipiens (Heyse et al., 1996). Para as populacdes resistentes de S. (Chirostilbia)
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pertinax, ndo ficou evidente qualguer associagio refletida em algum rearranjo cromossomico,
em algum “puff’, ou em alguma diferenca no padrio de bandas e interbandas dos
cromossomos politénicos. Embora ja tenham sido registrados altos niveis de resisténcia ao
organofosforado temephos, com aumento de 350 vezes na Clog (FRgg) para larvas de S.
pertinax e de 300 vezes para larvas de S. inaequale, em populagdes do litoral norte de Sdo
Paulo, Tlhabela e Ubatuba (Andrade, 1989a, b), tenha sido detectado ainda um aumento na
atividade de esterases associado com a resisténcia ao organofosforado, e tenha sido registrado
resisténcia ao mesmo por fatores de até pelo menos oito vezes na CLsg (FRso) para adultos, o
que poderia significar um aumento do fator de resisténcia de 1.000 vezes na Clso para as
larvas (Andrade, 1989a; Andrade & Castello Branco Jr., 1990).
Por causa dos altos niveis de resisténcia registrados no passado recente
e o histérico de forte pressdo de sele¢io com inseticidas, uma das primeiras hipbteses que
surgiu para explicar a resisténcia detectada em S. (C.) pertinax foi a de amplificagio génica,
embora segundo Devonshire & Field (1991) o fendmeno de amplificagdo génica com a
associagfio real das esterases de resisténcia seja conhecido até agora sé para poucas espécies
de insetos. No mosquito Culex quinquefasciatus foi observada uma alta produgio de
esterases, por fatores de até 500 vezes o normal (Mouches ef al., 1987). Em simulideos,
“estudos enzimdticos feitos para caracterizar a resisténcia ao temephos em citoespécies de S.
(Edwardsellum) damnosum s.1. mostraram que, “ao que parece, ndo existe similaridade entre
as esterases de Simulium e de Culex quinquefasciatus” (Hemingway & Callaghan, 1989).
Além disso, 0 aumento dos niveis de atividade esterdsica no complexo S. (E.) damnosum ndo
est4 fortemente associado a alguma banda eletroforética, como acontece para afideos e para o
mosquito Culex (Hemingway et al., 1991). Levando-se em conta esses fatos, seria prematuro
colocar como hipdtese que a resisténcia detectada nas populagbes de S. (C.) pertinax e
anteriormente caracterizada por aumento da produgfico de esterases possa estar associada a

amplificacfio génica.
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Qutro fator que tem que ser levado em conta, considerando a hipétese
de amplificacfio, é o tamanho das bandas e interbandas e o fato de que tanto bandas como
interbandas podem ser poligénicas e ter atividade de transcricio (Zhimulev & Belyaeva,
1991). Varia¢des no tamanho de regides amplificadas relacionadas cormn a resisténcia foram
detectadas em Drosophila melanogaster, onde o “cluster” de amplificaciio de 11 genes
carboxil/colinesterase pode ter um comprimento de 65 kb (Rusell er al., 1996); e em Myzus
persicae que possui o “cluster” de 12 “amplicons” com comprimento de 24 kb por
“amplicon” (Field et al., 1996b). Segundo Alberts e al. (1994), cada fibra de cromatina dos
cromossomos politénicos pode ter entre 3 e 300 kb de comprimento em cada uma das bandas,
dependendo do tamanho destas. Portanto, dependendo de onde acontecer a amplificagio ou
seja, se em um gene dentro de uma banda ou de uma interbanda, e da extensdo da
amplificaco, grande ou pequena, ela pode ou ndo se evidenciar em nivel cromossdmico.

Como no caso de S. (Edwardsellum) damnosum, explicagbes para a
origem e difusfo da resisténcia em populagdes de S. (Chirostilbia) pertinax, submetidas ou
nio a controle, poderiam também estar baseadas em complexos génicos coadaptados (Kurtat
et al., 1987b). No entanto, grandes seqii€ncias coadaptadas como polimorfismos de inverséo
ou de banda, que podem conferir uma vantagem seletiva (Procunier, 1989), ndo foram
tampouco encontrados nas populagBes estudadas. Porém, pequenos complexos de genes
dentro de uma Unica banda ou interbanda poderiam acontecer.

A resisténcia nas populacbes de S. (Chirostilbia) pertinax pode ter-se
desenvolvido de outro modo. Sabe-se que de maneira geral, a resisténcia monogénica pode se
fixar ¢ se espalhar em algumas espécies muito mais rapidamente do que a poligénica (Roush
& McKenzie, 1987; Hemingway, 1992). Esta idéia de resisténcia monogénica pode explicar o
rapido desenvolvimento (14 a 16 meses) de resisténcia aos organofosforados (Guillet et al.,
1980) ou até mesmo em apenas cinco meses como foi descrito para algumas populagdes de
simulideos da Africa (Davies, 1994) ou ainda depois de poucos meses de aplicagdo de

temephos para o controle de simulideos no estado do Parand (E.L.G. Guimaries -SUREHMA,

64



comunicacio pessoal). Isto fortemente sugere rapida sele¢fo de um fator monogénico que
confere maior adaptacdo bioldgica, na presenga do inseticida.

Baseando-se no exposto anteriormente, pode-se sugerir que resisténcia
monogénica, foi selecionada e espalhada por migraciio em S. pertinax no Brasil. No entanto,
reversio da resisténcia ao temephos para simulideos foi registrada na Africa (Kurtak, 1986;
Molyneux, 1995) e ocorreu nas aplicagdes feitas pela SUREHMA, depois da interrupgio dos
tratamentos por 3 a 4 meses. Reversdo pode implicar mudangas transcricionais, sem perda da
seqiiéncia relacionada com a resisténcia (Field et al., 1996a; Hick et al., 1996) ou implicar
diminui¢do do gene resistente na populagdo. Assim, a susceptibilidade na populagdo de S.
pertinax de Barra do Una, pode ser produto da reversdo da resisténcia pela suspensio do
controle quimico, permitindo que individuos susceptiveis tivessem maior adaptacio biolégica
na auséncia do organofosforado e portanto diluindo os genes de resisténcia dentro da
populagdo. Foi observado que trés genes para resisténcia (dois com alta producdo de esterases
e um com acetilcolinesterase insensitiva) apresentam altas fregiiéncias sé onde inseticidas
organofosforados foram usados para controle de mosquitos, sugerindo que estes genes t€m
maior adaptagdo bioldgica nos ambientes onde tais inseticidas sdo usados, mas nfio quando
estdo ausentes (Pasteur & Raymond, 1996). Mesmo que a migragdo possa ter exercido um
papel importante na dispersdo da resisténcia dentro das espécies da familia Simuliidae,
algumas populagdes de S. pertinax podem ter ficado isoladas em refigios, como no caso de
Muriqui, afastada das dreas de controle nos estados de Rio de Janeiro ¢ Sdo Paulo, com pouco
fluxo génico com populacdes resistentes e assim mantendo sua condi¢do natural, sem selecio
de genes resistentes. Difusfo dos genes resistentes € governada por sele¢do e migracio
(Pasteur & Raymond, 1996).

Sabe-se que dentro de uma distribuicio fenotipica, é possivel encontrar
tanto individuos muito resistentes como individuos moderadamente resistentes, e os dois tipos
podem ser selecionados. Desta forma, resisténcia baseada em fatores monogénicos e

poligénicos pode surgir de uma selegio fraca (Groeters, 1995). O histdrico de muitos anos de
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pressdo de selegdo direta, nas populagdes de simulideos de Ilhabela e Nova Petropolis, e
indireta, nas populagdes de Morungaba e Tibaji, junto com um pressuposto de aplicacdes
instdveis em espago e tempo, permite supor que teria dado tempo suficiente para um
desenvolvimento poligénico da resisténcia, em seqiiéncia ou simultaneamente ao provivel
desenvolvimento monogénico nos primeiros anos, ou inclusive nos primeiros meses, por
causa de aplicagBes macigas (pelo menos em Ithabela). A populagdio de Nova Petrépolis
recebeu controle quimico direto e indireto por muito tempo e atualmente estd exposta a
produtos quimicos da agropecudria. Na expressdo da resisténcia podem estar envolvidos um
ou dois genes principais ¢ alguns genes secunddrios de incidéncia menor, as vezes pouco
significativos (Roush & Daly, 1990). Isto implicaria em vérios fatores de resisténcia
distribuidos no genoma (em bandas e/ou interbandas), sem expressdo aparente, e podendo ndo
apresentar diferengas cromossdmicas evidentes entre as populagdes resistentes € susceptiveis.
Desta forma, poder-se-ia explicar a homosseqiiencialidade encontrada entre as populagdes
susceptiveis ¢ resistentes de S. pertinax aqui estudadas. Mais estudos populacionais e

evidéncias moleculares poderiam confirmar tal hipotese.

Considerando-se que as populagdes de S§. (Chirostilbia) pertinax
estudadas no presente trabalho foram submetidas a diferentes processos de pressdo de selegdo,
e que hé evidéncias para o pressuposto de fluxo génico com populagSes vizinhas (Andrade,
1989a; Andrade & Castello Branco Jr., 1990), é possivel que a resisténcia ao temephos possa
ter envolvido mais de umn fator genético e apresente respostas diversas. Essa idéia estaria em
concordincia com o afirmado a respeito de S. (Edwardsellum) damnosum na Africa
(Procunier, 1989) de que “a resisténcia provavelmente surgiu por vias diferentes € o tipo de
resisténcia metab6lica muda, dependendo do sistema enzimético envolvido”. E possivel que o
processo bioquimico envolvido na resisténcia de duas populagSes seja 0 mesmo (esterases),
mas a adaptagiio biolégica para cada populacio pode ndo ser a mesma quando diferentes tipos
de pressdio (direta ou indireta, constante ou esporddica) acontecem. Mesmo que seja

selecionado o mesmo gene (ou genes), este pode apresentar expressdio varidvel entre as
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populagdes. Processos de selegiio e adaptacdo t&m a ver com a estrutura geogréfica (estrutura
demografica e estrutura genética) das populagdes (Roderick, 1996). Linhagens de artrépodes
resistentes estudados em laboratério freqlientemente apresentam desvantagens no tempo de
desenvolvimento, fecundidade, e fertilidade. No campo, as freqiiéncias de individuos
resistentes usualmente diminuem com © tempo na auséncia do praguicida; ¢ desvantagens
significativas na adaptacdo bioldgica parecem estar associadas unicamente com mecanismos
particulares de resisténcia. Em alguns casos onde a resisténcia € revertida no campo, pode ser
devido a dilui¢do desta por imigracdo de individuos susceptiveis, mais do que pelas

desvantagens na adaptacdo biolégica (Roush & Mckenzie, 1987; Roush & Daly, 1990).

7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permitiu caracterizar cromossomicamente a espécie
Simulium (Chirostilbia) pertinax mas ndo permitiu diferenciar, através da anélise morfolégica
dos cromossomos politénicos, as seis populagdes, o que indica que S. pertinax seja
cromossomicamente uma espécie monotipica e apresente pouca variabilidade cromossdmica
detectdvel em nivel de microscopia Optica. Quanto a resisténcia, os dados obtidos nos
permitiram apoiar algumas hipdteses. S3o necessdrios outros estudos e a sugestdo de se
determinar fatores em nivel moleculdar que poderiam esclarecer esta situagfio. Os bioensaios
ratificaram e revelaram resisténcia ao temephos para trés das populacdes estudadas: uma
submetida a controle direto no passado, caso de Hhabela, SP, e duas com pressio de selecio
indireta (produtos usados na lavoura e/ou pecudria), Morungaba, SP e Tibaji, PR. A
populagdo de Nova Petrdpolis, RS, submetida a controle direto ¢ indireto foi considerada
resistente. Assim, provavelmente seja mais sensato supor processos de selecio para genes
resistentes efou tolerantes, pois selecdo por inseticidas favorece a adaptaco destes genes. A

maioria dos modelos quantitativos de evolucio da resisténcia em artropodes, assumem que a

freqiiéncia inicial de um alelo de resisténcia é suficientemente alta (> 10™) para que a
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resisténcia esteja presente em populacdes locais antes do inicio da selegio pelo praguicida
(Tabashnik, 1990; Rosenheim, et al., 1996).

Estudos temporais € espaciais nestas e em outras populagbes de S.
(Chirostilbia) pertinax poderio ajudar a esclarecer melhor a homosseqiiencialidade
cromossdmica observada até o momento. Por serem poucos os estudos citolégicos na familia
Simuliidae no Brasil, sfo necessérios estudos basicos em outras espécies de interesse médico
e veterindrio, e de importancia sécio-econdmica. Estando atualmente comprometida a opgao
de controle quimico de algumas populacdes de S. pertinax, torna-se preciso avaliar por meio
de bioensaios qualquer populacio que se pretenda controlar. Além de outros estudos
cromossbmicos como morfometria e estudos mitdticos e meidticos, uma abordagem
bioquimica por andlise eletroforética de isoenzimas, e uma abordagem molecular, com uso de
marcadores, poderfio ajudar no esclarecimento da variabilidade genética nas popula¢les e dos

mecanismos genéticos envolvidos na resisténcia, com sua possivel localizagio no genoma.

V. CONCLUSOES
1. Simulium (Chirostilbia) pertinax como a maioria das espécies estudadas da familia
Simuliidae é uma espécie dipldide (2n=6), com cromossomos mitdticos metacéntricos

(pareslell) e submetacéntricos (par TID);

2. A espécie apresenta nas “glandulas salivares” de peniiltimo e Gltimo estddio larval,
cromossomos politénicos que podem ser caracterizados morfologicamente, sendo os de
peniiltimo estddio os mais adequados para estudo do padrdo de bandas por possibilitarem

um melhor espalhamento;

3. Assim como a maioria das espécies da familia Simuliidae estudadas cromossomicamente,
S. (Chirostilbia) pertinax apresenta trés cromossomos politénicos com bom pareamento

somético de seus homdlogos, regides centroméricas expandidas e marcadores conspicuos;
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4.

A espécie pbde ser caracterizada cromossomicamente pelo padrio de bandas nos
cromossomos politénicos, por marcadores como a regido organizadora nucleolar (NOR)
intersticial no brago IS, o anel de Balbiani (RB) basal, no brago IIS, o parabalbiani (PB)

distal, no brago IIL, o “heavy” e “blister” intersticiais, no braco IIIS;

Com base na andlise das seis populaces estudadas neste trabalho, §. (Chirostilbia)
pertinax pode ser considerada uma espécie cromossomicamente monomdorfica, com pouca

variabilidade, uma vez que os estudos envolveram diferentes regides e épocas de coleta;

A comparacio do padrio de bandas dos cromossomos politénicos de S. (Chirostilbia)
pertinax, com os mapas “standard” de Simulium s.str., permitiu verificar a presenca de
varios segmentos semelhantes nos trés cromossomos, apresentando uma homologia de

cerca de 63%;

A semelhanca do padriio de bandas dos cromossomos politénicos de S. pertinax,
subgénero Chirostilbia, com os mapas padrio do subgénero Simulium, reforca a proposta

de um agrupamento intersubgenérico de espécies neotropicais;

Embora tenham sido encontradas populacdes de S. pertinax resistentes (R) e susceptiveis
(S) ao organofosforado temephos, com algumas delas apresentando um histérico com forte
pressido de selecdio, ndo foi possivel qualquer associagfio da resisténcia com aspectos

cromossdmicos, pelo menos em nivel morfoldgico, para o presente estudo.
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