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GLOSSARIO

Antropofilico - que possui mais afinidade pelo homem.

Complexo — Grupo de mosquitos constituido por espécies biolégicas com poucas diferengas
morfolégicas.

Crepiisculo — claridade frouxa que se nota antes do romper ou depois do pdr do sol.

Endofagia - hdbito de se alimentar dentro das habitagdes.

Endofilia - habito de repousar dentro das habitagdes.

Exofagia — habito de se alimentar fora das habitagdes.

Exofilia - habito de repousar fora das habitagBes.

Hibrido — ser que provém de duas espécies diferentes.

Hibrido vidvel - ser que provém de duas espécies diferentes e que est4 em condigdes para viver.

Local de formacio de enxames — lugar em redor de casas (quintal) onde ocorre a formagdo de
enxames.

Marca/marcador - distintivos visiveis ou ndo pelo homem usados pelos mosquitos do género
Anopheles como ponto de referéncia para a formagdo de um enxame.

Mosquito refractirio ao Plasmodium — Resistente a infecgdo por Plasmodium i.e. que ndo permite
o desenvolvimento do Plasmodium no seu interior.

. Ponto de formagfio de um enxame — sitio especifico dentro de um local de formagdo de enxames,
" onde um determinado grupo de mosquitos se encontram enxameando a poucos metro do chéo.

Selvagem — Fené6tipo da maioria da populagio em condi¢des naturais.
Simpétricos — Que coabitam numa mesma 4rea/regido.

Zoofilico — que possui mais afinidade por animais.
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RESUMO

_A_importancia do- género” Anopheles reside no facto de conter os vectores da maldria, filariase e
algumas arboviroses. A crescente resisténcia dos anofelinos aos insecticidas requer a procura de
formas alternativas de controlo. _Métc_;(i_os—erﬁ _e:studo incluem o uso de machos estéreis e mosquitos
transgénicos. “Contudo, o uso” destes métodos implica uma compreensdo do comportamento dos ‘
anofelinos incluindo o de acasalamento. Neste trabalho foram estudados os factores que
influenciam o acasalamento do An. gamb'ic-zé_s.l. e An. funestus s.I. em Massavasse (Gaza) ¢ Furvela
(Inhambane).

Os enxames de mosquitos foram observados na hora do crepisculo. Os mosquitos enxameando
foram colectados usando uma rede entomolégica e separados através de caracteres morfolégicos em
An. gambiae s.l. e An.. funestus 5.1, usando a chave de Gillies & Coetze, (1987). Os locais onde
ocorriam os enxames foram descritos esquematicamente, mostrando as distdncias entre estes ¢ as
casas, as plantas, e outros detalhes considerados relevantes. Mosquitos contidos numa gaiola foram
observados durante 72h consecutivas com vista a perceber a variagdo do seu ritmo de actividade de
voo. O tamanho das asas de mosquitos colectados em enxames, saindo ou repousando nas casas foi
medido. As mé&ias do comprimento das asas destes trés grupos foram comparados através de
ANOVA para testar a hipétese de que a formago dos enxames esta relacionada com o tamanho dos
machos.

An. gambiae s.1. € An.. funestus s.. sdo simpatricos tanto em Furvela como em Massavasse. Os
enxames foram observados apenas ao por do sol onde foi também observado maior actividade de
voo. Os enxames destas espécies ocorrem nos mesmos locais € nas mesmas horas, contudo ndo foi
observado algum marcador associado com a formagio dos mesmos. Em Massavasse a formagdo de
enxames de An. pharoensis estava condicionada 2 existéncia de marcadores brancos. N&o foram
observadas diferengas significativas nas médias dos comprimentos das asas dos machos de An.
gambiae s.1. colectados em enxames, saindo ou repousando dentro das habitagdes (F =0,2485 ; DF
=72 : P =0,7807 ). O mesmo foi observado em relagdo ao An.. funestus (F =0,3142 ; df=2 ; P =

0,7315 ), rejeitando a hipétese de enxameamento em fungdo do tamanho dos machos.
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1. Mosquitos colectados saindo da casa n.° 922, no dia 24/02/2005, em Furvela, distrito de
Morrumbene, provincia de Inhambane.

2. Mosquitos colectados saindo da casa n.° 922, no dia 25/02/2005, em Furvela, distrito de
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3. Mosquitos colectados saindo da casa n ° 922, no dia 28/02/2005, em Furvela, distrito de
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4. Mosquitos colectados saindo da casa n.® 045, no dia 30/03/2005 em Massavasse,
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Massavasse, distrito de Chékwe, provincia de Gaza, 03/04/2005.

12. Relagiio entre actividade e por do sol de mosquitos contidos numa gaiola em Massavasse,
distrito de Chokwe, provincia de Gaza; médias dos dias 02 ¢ 03/04/2005.

13. Relagdo entre actividade e nascer do sol de mosquitos contidos numa gaiola em Massavasse,
distrito de Chokwe, provincia de Gaza, 03/04/2005.

14. Mosquitos machos colectados nos enxames em Massavasse, distrito de Chokwe, provincia de
Gaza entre 09/03/2005 a 19/04/2005.
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Inhambane entre 17/02/2005 a 03/03/2005.
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Tabelas elaboradas com base nos resultados do ANOVA

1. ANOVA: Single Factor An. gambie s.1.
1. ANOVA: Single Factor An. funestus s.1.
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1. INTRODUCAO

Trés géneros de mosqmtos s30 i mclusos na sub- fan'nlla Anophclmae mas apenas um, 0
'Anopheles com mals de 400 espémes esta extensamente distribuido pelo mundo. Espécies de
Anopheles s3o de grande importancia médlca, devido ao seu papel na transmissdo da malaria,
filariase linfatica causada por Wuchereria bancrofii (Ketlle, 1995), e algumas arboviroses

(Gilles & Warrell, 1993).

O género_Anopheles pertence a ordem Diptera, sub-ordem Nematocera, familia Culicidée,

sub-familia Anophelinae (Boane € Mommers, 1994).

-

Os vectores primdrios da_malaria na ‘Africa Sub-sahariana sio membros do complexo An.

—

gambiae. O complexo compreende pelo menos 6 espécie's biolégicas com poucas diferengas

morfolég'icas, nomeadamente An. gambiae Giles sensu stricto, An. arabiensis Patton, An.

quadriannulatus Theobald, An. bwambae, An. melas Theobald e An. merus Dinitz.

Segundo Gilles & Warrel (1993) quau'o espécies do complexo 4n. gambiae procriam-se na
rtante da maléna em Africa (Service, 1988),

que predomma em freas humldas, ¢ altamente antropoﬁllcos An. arabiensis localiza-se mais
e T e
/-"---“'-"'_-"-—"_‘.
em savanas € em multas outras 4reas, é mais zoofilico e exofilico mas ndo obstante, é um

-

importante vector da maléna, An. quadr:annulatus é zoofilico e consequentemente ndo ¢

e et ="

vector da maldria € o An. bambwe tem uma distribuigio muito restrita numa 4rea pequena do

Valé do Rift onde se reproduz nas dguas geotérmicas € é um_vector minoritrio € localizado

—————

da maldria (Whlte _1974). D0|s membros do oomplexo An. gambrae sdo encontrados em dgua

e —— -

salgada: An. melas do Oeste de Africa ¢ An. merus do Este. Eles sdo vectores Iocais da
--—'—-'_""“*‘ - - -
maldria e geralmente sdo exoféglcos ¢ zoofilicos c por ﬂls_s_g__ mesmo sdo_vectores menos

eficientes oomparados com An. gambiae s.s. (White, 1974 ¢ Gillies & Coetze, 1987).
2 e —— et e T— .

Estudos feitos por Cuamba (2003), indicam que os prinéipais vectores de maldria em
- P e e ——
Mogambique sdo o An. arabiensis que esta largamente distribuido enquanto que An. gambiae

s.s. ndo € frequente na zona sul -onde a precipitagdo &€ menor que 600 mm por ano. De acordo

com o mesmo autor An. merus foi encontrado ao longo da costa bem como a 350 Km no

Trabalho de Licenciatura / José Machado Almeida
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interior; An. guadriannulatus esté_restrita a areas secas a 24°S. Em muitos lugares vérios

membros do complexo sdo simpétricos. No laboratorlo nfio existem barreiras de acasalamento
entre as especEE"‘e—formam hibridos vidveis (em condigdes para v1ver) mas estéreis
(Marchand, 1984). Entretanto no campo a hibridizag@io ¢ um fendmeno muito raro, € ndo se

conhecem as causas que contribuem para tal fenémeno.

O segundo vector 1mportante da maldria em Moqamblque €0 An. ﬁmestus Giles membro de
/""_“"‘*-_ T
um_ grupo de esy espec1cs de tamanho diminuto e escuros, cujos adultos apresentam grande
uniformidade de caracteres. As espécies deste grupo se distinguem por pequenas variagdes no
.A_——-“_—_-___’,—_._\_.
padrdo morfoldgico das asas e sSo conhecidos como *‘grupo funestus’ que por sua vez se
divide em quatro subgrupos que sdo o funestus (funestus, parensis e aruni), confusus, leesoni

e rivulorum-brucei (rivulorum e brucei) (Gillies & De Mei]lon; 1968).

A estratégia actual de combate & maldria inclui o controlo do vector utilizando redes
mosquiteiras/ﬂl;regnadas com insecticidas, pulverizag@o intra-domicilidria, entre outras
actividadesﬁ métodos tornam-se menos eficazes por causa do desenvolvimento de
T ——

resisténcia aos insecticidas pelos vectores. Assim, novos métodos de controlo estdo sendo
estudados. Um deles envolve a modificagio dos vectores através de métodos genéticos, que
tomar%‘"ﬁsquitos refractirios ao parasita (James ef al citado por Cuamba, 2003) e a
p“o‘ssivelwutilizagﬁo de machos estéreis. Para que estas novas formas de controlo tenham
melhores resultados torna-se necessdrio obter, em primeiro lugar, informagéo suficiente sobre
o comportamento dos machos em geral e no acasalamento em particular. Porém, até entdo ndo
existe Uma compreensdo clara da dindmica das formas de cOpula dos Anopheles, mas sabe-se
que a fémea se acasala apenas uma vez na vida, e 4 semelhanca presume-se que o macho
também.

Por outro lado dos poucos estudos feitos sugerem que a fémea ndo selecciona 0 macho com o
qual se acasala. Por exemplo, o tamanho dos machos em An. gambiae s.s. ndo parece
influenciar o acasalamento (Charlwood ef al. 2002). Mas fémeas que copulam com machos

com dois dias de idade t€ém mais probabilidade de fazer oviposigdo do que aquelas que

Trabalho de Licenciatura / José Machado Almeida
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acasalam com machos mais velhos (Chambers & Klowden, 2001). Para que a técnica de

modificagdo genética dos vectores funcione sera necessario que machos jovens geneticamente

modificados sejam introduzidos no campo para acasalarem com fémeas selvagens (fendtipo

da maioria da populagdio em condi¢Ges naturais) produzindo assim uma prole maior de

mosquitos geneticamente alterados (refractérios ao parasita).

Em muitas dreas de Africa, o An. gambiae sensu lato é encontrado juntamente com An.

funestus s.l. € por isso a redugdo da transmissdio devera estar direccionada para estes dois
grupos.

por do sol) em enxames

Em geral os mosquitos de género Anopheles acasalam no crepusculo (

constituidds pelos machos que ocorrem em locais abertos a poucos metros do chio, acima de

uma area de contraste (superficie preta contra um”
2003a). As fémeas vdo ao encontro dos machos no enxame. Os machos se a
a de batimento das asas, e voam nessa direcgio para acasalarem.

fundo branco e vice-versa)(Charlwood et al,

percebem da sua

aproximagcdo pela frequénci
Caso isto se concretize, o par voa para outro lu
sabe como as fémeas conseguem reconhecer 0s enxames das suas resp

gar onde concluira a insemina¢do. Até agora

ndo se ectivas espécies

evitando assim o surgimento de hibridos.

No presente estudo pretende-se determinar os factores que influenciam o acasalamento dos

rtamento de An. gambiae s.l. € An. funestus s.l. durante o

Anopheles tais como 0 compo
embros do complexo An. gambiae

crepusculo, a existéncia de barreiras reprodutivas entre m

s.s. e entre estes € o grupo An. funestus s. I, assim como a taxa de sobrevivéncia dos machos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A malaria em_Africa continua sendo um dos grandes obstaculos para o desenvolvimento, com
/ -
— -
custos estimados em 1.8 bilides de dolares ¢ causa cerca de um milhdo de mortes por ano,

principalméﬁlzgn; criangas (WHQO, 1994),
\—--n-—--..‘ ;

Dentre os vectores da malria na regido tropical de Africa apenas 3 sdo considerados como
T e— - . N

sendo de maior importancia (Gillies & Coetzee, 1987; Gillies & De Meillon, 1968). Estes sio
" ‘——"ﬂ—-h—_*“‘ﬂ-

0 An. gambiue s.5., An. arabiensis e An. finestus.

r
A cspécie ancestral do complexo An. gambiae, o An. quadriannulatus, alimenta-sc
it
preferean animais ¢ ndio ¢ considerado vector (Gillies & Coelzee, 1987). Os
outros membros do complexo séo todos vectores entre os quais An. gambiae s.s. é o mais
eficiente por causa do seu caricler demasiado antropofilico (Garret-Jones et al, 1971-1978),
citados por Takken & Knols (1999), acompanhado pela preferéncia de sc alimentar dentro das
casas {endofagia), repousar dentro das casas (endolilia) e alta susceptibilidade a infecgiio por
parasitas de Plasmodium falciparum. Os restantes membros do complexo nio tém um
hospedeiro especifico. An. arabiensis varia notavelmente de antropofilico a targamenic
zoofilico dependendo da localizagio geografica ( White, 1974). Além disso foi reportado que

diferentes caridtipos destas cspécies diferem nos seus habitos de alimentagio, isto é endofagia

versus esofagia (Colluzi, 1992). An. funestus é antropofilico, endofigico e endofilico. Ele ¢

menos susceptivel a infecgdo pelo Plasmodium spp. que An. gambiae, mas por causa da sua

alta_densidade em_que possivelmente ocorre, esta pode ser um importante vector local

"(Charlwood et al, 1997 ), citado por Takken & Knols ( 1999 ). A combinacdo de antropofilia

e endofilia coloca ambos An. gambiae s.s. e An. funestus numa posigdo especial dentre os
vectores da malaria. Associada com a relativa alta taxa de sobrevivéncia, cstes (actores fazem

com que estas duas espécies sejam as principais responsaveis pela transmissio da malaria em

Africa.

s

e . . I'd o, -
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-

A duragio do ciclo de vida desde o ovo ao Anopheles adulto varia entre 7 dias a 31°C e 20
dias a 20"C, tendo cada cspécie o seu intervalo dptimo de temperatura (Gilles & Warrell,
1993). Os mosquitos emergem da pupa ao anoitecer ¢ voam para wm Jugar apropriado para
repouso enquanto a cuticula endurece durante cerca de 24 horas (Gillics & De Meillon, 1968).
» Depois deste periodo as fémeas alimentam-se numa primeira fasc de suco de plantas o que
Ihes deixa com a diverticula esofagica dilatada. A alimentagio dos machos neste periodo
parcce ndo ter sido ainda cstudada (Gillies & De Mcillon, 1968). Os machos cmergem
primeiro que as fémcas, o quc presumivelmentc permite a maturagiio ¢ algum grau de
dispersio antes da emergéncia das fémeas (Charlwood ef al., 2003b)g O acasalamento ocorre
no segundo e terceiro dias apos a emergéncia dos machos (Charlwood et af, 2003b).-¢: femea’
adulta alimenta-se de sangue pela primeira vez na noite seguinte apos a sua emergéncia da
pupa (Gilles & Warrell , 1993). A longevidade dos Anopheles fémeas esta directamente
relacionada com a transmissio da maldria e varia com a espécie, factores externos como a
temperatura, humidade ¢ presenga de inimigos naturais (.Gil']csl & Warrell , 1993). A duragio
média da vida do Anopheles é de 10-14 dias, mas ocasionalmente podem viver mais. Algumas
especies chegam a completar 3 a 4 semanas; os machos vivem menos que as fémeas.e Os
. : : : o’ .
orgaos dos sentidos usados pelos mosquitos {machos e fémeas) virgensipara’entrar nas casas
sdo os olhos.c- fazem-no ao amanhecer, normalmente através de orificios como porias e
Janelas a procura de um lugar para repouso. Por outro lado, as {émeas que ja copularam
entram nas casas a noite pelo telhado e procuram o alinien(é (sangue) usando para tal o seu

olfacto para descobrir onde se encontra a vitima ( Charlwood e «f, 2003a). S

A alimentaglio dos mosquitos baseia-se no néctar produzido por plantas que é usado para seus
.~ processos metabdlicos ¢ voo (Fosler, 1995). Este provém de flores, nectarios cxtraflorais ¢
outras fontes. O néctar € a tnica fonte de alimento dos machos enquanto as [émeas de

algumas espécies alimentam-se numa primeira fase de agticar e mais tarde de sangue..
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Durante o desenvolvimento das gdnadas as fémeas de muitas espécies de Culex e Culiseta
continuam se alimentando de pequenas quantidades de agicar intercalando com a alimentagio
hematica (Nasci & Edman, 1984). Fémecas dc An. fieeborni alimentadas com sanguc
frequentemente sugam néctar durante a Gltima fase do desenvolvimento gonadotrédfico
(Holliday-Hanson et al, 1997). Contudo a maioria das espécics de Aedes ¢ Anopheles nio
sugam neéctar durante os estigios de gravidez em que se alimentam de sangue derivando todos

os seus nutrientes deste (Straif & Beicr, 1996; Takken er af, 1998).

O didxide de carbono presente no ar expirado pelos verlebrados serve de indicador para os
artrégodes hemaltoflagos da presenga de um hospedeiro. Experiéncias recentes sugerem que os
odores humanos estdo envolvidos na atracgdo dos vectores afrotropicais da maldria (Haddow,
1942), citado por Takken & Knol (1999). Uma casa habitada atrai mais An. gambiae s.I. e An.
Junestus s.1. do que uma desocupada, e existe uma correlagiio positiva entre o nimero de

ocupantes ¢ de mosquitos colectados no seu interior (Takken & Knols, 1999).

O sucesso reprodutivo dos mosquitos requer respostas direccionadas para a localizagdo €
reconhecimento de parceiros da mesma espécie. Para o caso dos anofelinos predominam
acasalamentos mondndricos que ocorrem nos primeiros 3 a 5 dias de vida (Verhoek &
Takken, 1994). Um conhecimento profundo dos mecanismos de formagio dos enxames ¢
acasalamento ¢ de extrema importincia para o controlo genético em perspectiva. Tais
conhecimentos permitirio que os machos que serdo produzidos no laboratorio estejam ent
condigdes de sobreviver e compelir com sucesso no campo com os seus coespecificos

sclvagens.
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3. OBJECTIVOS

3.1 Objectivo Geral
Estudar os factores que influenciam o acasalamento dos principais vectoies de maldria em
Mocgambique, o Anopheles funestus s.l. e o Anopheles gambiae s.1..

3.2 Objectivos Especificos

e Identificar os factores que contribuem para o isolamento reprodutivo enire as espécics do

complexo An. gambiae ¢ entre estas € o grupo An. funestus,

* Descrever o comportamento dos An. gambiae s.l. e An. funestus s.I. nas horas do crepusculo

(nascer e por do sol);
¢ Determinar a relagio entrc o tamanho dos machos e a probabilidade de cépula;

e [stimar a taxa de sobrevivéncia dos machos de An. gambiae s.l. e An. funestus s.1..

4. HIPOTESES:

a) A diferenga na resposta aos marcadores ¢ a causa do isolamento reprodutivo das cspécics do

complexo An. gambiae € entre estas € 0 grupo An. funesius.

b) Ho: Os enxames s@o formados pelos machos de tamanho maior;

H;: Machos de todos os tamanhos sio encontrados nos enxames.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Local de Estudo

O estudo foi realizado nas localidades de Furvela, distrito de Morrumbene, provincia de Inhambane

e Massavasse, distrito de Chékwé, provincia de Gaza, entre os meses de Fevereiro e Margo de 2005.

5.1.1 Localidade de Furvela

~ A localidade de Furvela (24° 43’ S ¢ 35° 18’ E) localiza-se a cerca de 400 Km a norte da cidade de

Maputo ¢ 7 Km a sul da vila de Morrumbene, na provincia de Inhambane, ao longo da estrada
nacional n° 1.(Figura n® 1). A povoag#o situa-se a 3 Km do vale do rio Furvela que a delimita no
extremo norte. O rio Furvela é uma pequena corrente de 4gua com cerca de 4m de largura. No seu
vale encharcado cultiva-se cana-de-agiicar, arroz, bananeiras e constitui um potencial local de

reprodugio de mosquitos do género Anopheles.

A vegetaglio predominante em Furvela é do tipo savana arbdrea e arbustiva. A maior parte dos
habitantes vive de agricultura de subsisténcia, com base no milho, mandioca, amendoim e feijdo.

Coqueiros € cajueiros sdo as drvores mais predominantes e constituem as culturas de rendimento..

An. funestus s.l. é o mosquito mais abundante em Furvela. Sabe-se que existem pelo menos
trés membros do complexo An. gambiae. (An. gambiae s.s., An. arabiensis ¢ An. merus) o que
torna este lugar ideal para estudar barreiras entre espécies. Também podem ser encontrados

An. tenebrosus, Mansonia spp. e uma variedade de culicineos ( Charlwood ez al, 2003a).
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5.1.2 Localidade de Massavasse

A localidade de Massavasse (24° 38" S e 33° 7" E) situa-se a aproximadamente 160 Km a norte da
cidade de Maputo a 40 Km a norte de Macia, distrito de Bilene na provincia de Gaza (Figura n® 1).

A aldeia situa-se acerca de 7 Km da estrada Macia-Chokw¢, e ¢ uma zona de regadio, possuindo
assim muitas valas de irrigag8o que constituem os principais locais de reproduc¢do dos mosquitos. O
segundo local de procriag@io sZo os burracos deixados pelas pegadas do gado dado que a terra ¢

lamacenta quando chove.

A populagiio de Massavasse vive de agricultura de subsisténcia, sendo o arroz e tomate as culturas
mais predominantes. A segunda actividade praticada nesta regido ¢ a criagdo de gado, um factor
importarnte para a abundéncia de vérios géneros de mosquitos dentre os quais Anopheles, Mansonia,

Culex, entre outros.
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5.2 Material usado

Redes mosquiteiras

Aspiradores

Copos para conservagfio dos insectos
Lanternas

Relogios

Medidor da intensidade da luz (Light meter)
Tubos de vidro ’

Tubos

Caixas

Escada

Panos brancos e pretos

~

Maquina fotografica digital
GPS (Global Positioning System)

Bloco de notas

Cadernos de campo

Lépis e canetas

Etiquetas

Pingas entomol6gicas

Microscopio de dissecagdo
Micrémetro

Placas de petri

Gaiolas (20*20*20cm e 40*40*40cm)
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5.3 Descri¢do da metodologia

O trabalho de campo foi realizado durante 9 semanas sendo 5 em Furvela e 4 em
Massavasse durante os meses de Fevereiro e Margo. A escolha destes meses teve como
base as variagbes sazonais da populagdo de mosquitos que ¢ abundante na estagfo

chuvosa.
5.3.1 Observaciio dos enxames

Com base nos dados dos registos anteriores de mosquitos colectados a sairem das
habitagdes ao pdr do sol, fornecidos pelos projectos MOZDAN em Furvela e SIMA
Massavasse que se dedicam a investigag@o entomolégica da maléria, foram seleccionadas
as casas com um numero elevado de mosquitos. Destas casas foram seleccionadasas que
possuiam grande percentagem de An. gambiae s.1. em relagdo a An. funestus s.l. Foram
realizadas observagdes ao por do sol nas proximidades destas casas durante duas tardes
com vista a localiza¢do de enxames de mosquitos. As observa¢des foram interrompidas
nos locais onde ndo foram localizados enxames. Foram feitas observagdes de enxames
nas casas onde estes foram localizados, pelo método descrito por Charlwood & Jones
(1980) e Charlwood et al. (2002) (Anexo n° 1).

Para a identifica¢do dos factores que contribuem para o isolamento reprodutivo das
espécies do complexo An. gambiae e entre estas e 0 grupo An. funestus, foram realizadas
observagdes ao por do sol em redor das casas que continham enxames de mosquitos.
Machos de varios enxames foram colectados usando uma rede entomologica modificada
por Marchand (1984), fig. n° 1 e 2 (Anexo). No Laboratdrio procedeu-se a identificagfo
morfolégica dos mosquitos de cada enxame usando a chave de Gillies & Coetze (1987),

para separar membros do complexo An. gambiae e do grupo An. funestus.

Os locais onde ocorriam estes enxames foram descritos em termos de vegetagdo

(densidade ¢ altura), distancia em relagfio as casas, altura de formagéo e foram esbogados
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esquemas com vista a mostrar 0s outros pormenores considerados relevantes para a

formacdo dos enxames.
5.3.2 Relagéio entre 0 tamanho dos machos e comportamento

Para verificar a probabilidade do tamanho dos machos afectar o acasalamento, o
comprimento das asas de machos colectados em repouso dentro das casas, saindo e
enxameando foi medido. A colecta de mosquitos em repouso dentro das casas foi feita no
periodo de manhd. Com uma lanterna, as paredes e tecto das casas eram iluminadas a
procura de mosquitos. Quando fossem localizados, eram aspirados ficando deste modo
aprisionados no interior do aspirador, sendo em seguida colocados num copo previamente
identificado (n® da casa, nome do colector, tipo ¢ data de colecta). O tempo médio de

colecta por casa foi de dez minutos.

Para a colecta de mosquitos a sairem das habita¢des foi necessario conhecer a hora do por
do sol. Esta era fornecida por um GPS (Global Posioning System). Dez a vinte minutos
antes era colocada uma rede mosquiteira nas porta das casas do tipo ilustrado na figura 2.
O colector introduzia-se dentro da casa levando consigo copos entomoldgicos para
colocar 0s mosquitos ¢ um aspirador. Um medidor de intensidade luminosa (RS 180-
7133) era colocado na porta com o sensor fora da casa e o leitor dentro. Quando os
mosquitos comegavam a sair dirigindo-se a porta, ficavam retidos na rede € eram
colectados usando um aspirador. Os mosquitos colectados em intervalos de 3 minutos
eram colocados em copos diferentes previamente identificados, até que ndo houvesse
nenhum mosquito na rede (fim do periodo de saidas). Em simultineo era feito o registo
das intensidades luminosas nos mesmos intervalos. Terminado o periodo de saidas
desmontava-se a rede mosquiteira da porta, transportavam-se os mosquitos colectados
para o laboratério onde se procedia a identificagdo morfologica (complexo 4An. gambiae

ou An. funetus), sexo e contagem dos mosquitos contidos em cada copo.
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Figura n ° 2. Casa com rede mosquiteira na porta (colecta de mosquitos saindo)

O comprimento das asas entre a base e o topo excluindo os pélos laterais, destes trés
grupos (repousos, saidas e enxames) foi medido usando um micrometro colocado na
ocular de um microscopio de dissecagdo (Figura 3). Cada divisdo no micrémetro ocular
foi calibrado para 0,03mm (1 divisdo no micrémetro=0,03mm) em Furvela ¢ 0,04mm em

Massavasse.

Figura 3. Medigfio do comprimento da asa.
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5.3.3 Relagfio entre actividade de voo e crepisculo

Com vista a observar a relagdo entre a actividade dos mosquitos ¢ creplisculo (nascer e
por do sol) foi realizada a seguinte experiéncia: Um dia antes foram feitas colectas de
mosquitos saindo das habitagdes e colocados numa gaiola. Estas colectas obedeceram
certas precaugdes que consistiram na aspiragio cuidadosa e em pequenos nimeros (3-4
mosquitos), com vista a evitar danos na sua estrutura ou que ficassem fragilizados o que
provavelmente reduziria o seu tempo de vida. No laboratério os mosquitos foram
alimentados com uma solugdo de sacarose e agua, embebidos em pequenas bolas de
algoddo, colocadas por cima das gaiolas. Nos dias seguintes os mosquitos foram
observados durante 72 horas consecutivas anotando-se o nimero dos que estavam voando
dum extremo para o outro. Nos casos em que era dificil conti-los devido ao facto de

grande numero de mosquitos estar em movimento estimava-se a percentagem.

5.4 Anilise Estatistica

Os dados foram introduzidos na ficha do Excel e analisados através do teste
ANOVA para testar diferengas significativas nas médias dos tamanhos das asas de

machos colectados repousando, saindo e enxameando.

5.5 Consideracbes Eticas

Em ambos distritos onde o estudo foi realizado, os projectos MOZDAN (Furvela) e
SIMA (Massavasse) que se dedicam ao estudo da transmissio e controlo da maléria
fizeram a mobilizagfio prévia da populago. Este acto consistiu no fornecimento de
informagéio sobre a importincia dos trabalhos a serem realizados e os beneficios que os
mesmos trariam a comunidade local.

Durante a colecta dos mosquitos nas casas, as familias que nfo p&ssuiam redes
mosquiteiras eram aconselhadas a compré-las para se prevenirem do risco de contrairem
a maldria,
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6. LIMITACOES E ENVIESAMENTOS

A taxa de sobrevivencia dos machos de An. gambiae s.l. € An. funestus s.l. ndo foi
possivel obter devido a auséncia de condigfes laboratoriais que reproduzissem fielmente

as condigdes do campo.

Uma falha no sistema de frio nos laboratéries do INS levou & deterioragdio dos reagentes
para PCR (Polymerase Chain Reaction), nomeadamente o Taq polymerase, os dNTPs,
Cloreto de magnésio, marcadores de ADN o que tornou impossivel a identifica¢do das
espécies dos complexos An. gambiae e An. funestus ao nivel especifico. A aquisi¢do
destes reagentes num curto espaco de tempo € dificil, quer devido aos custos , quer aos

sistemas burocraticos envolvidos.
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7. RESULTADOS

7.1 Observacio de enxames e descri¢io dos locais da sua formagiio

Os enxames foram observados em seis locais (Figura 2 a-f), sendo quatro em Furvela

(Figura 2a-d) e dois em Massavasse (Figura 2e-f). Em Furvela grande parte das
observagdes foi efectuada nos locais descritos pelas figuras 2c-d, e em Massavasse pelas
figuras 2e e f. Em todos os locais os enxames comegavam a se formar 0-10 minutos apés
o pdr do sol. Os enxames coincidiam com a hora de saida dos mosquitos das casas. Na
maioria das vezes foi dificil ver o primeiro macho a enxamear. Os enxames eram
normalmente descobertos com 4-8 machos que voavam dum lado para o outro como se
estivessem procurando um local para iniciar a formag¢do do enxame. O niimero
aumentava a medida que os outros membros se juntavam ao grupo, tornando-se cada vez
maior que podia ser estimado em 10-30 mosquitos em Furvela e mais de 30 em
Massavasse. A altura média de ocorréncia dos enxames era de 1-3 metros do chio. Nos
enxames os mosquitos voavam vertical e horizontalmente com as cabegas orientadas para
Este ou Oeste. Tanto em Furvela como em Massavasse ndo foi observado algum
marcador associado A formacdo dos enxames de An. gambiae 5.l e An. funestus s.l.. As
experiéncias com marcadores em Furvela foram feitas no local descrito pela figura 2c.
Quando um pano p;reto fosse colocado nos locais habituais de ocorréncia dos enxames de
An. gambiae s.1. e An. funestus s.1. estes ndo se formavam ou entdio se formavam ao lado
deste local mas a uma altura muito grande. Quando uma lona prateada ou branca fosse
colocada embaixo de um enxame este se dispersava. Em Massavasse foram vistos
enxames de An. pharoensis no local descrito pela figura 2e por cima de um saco branco
proximo do ponto E, por cima de pegas de roupa de cor branca estendidas na relva, ponto
J e em outros locais onde haviam flores de cor branca. Em varias ocasides foram vistos
enxames An. pharoensis por cima de um dos observadores vestido de branco, seguindo-o.
Quando trés observadores vestidos de cores diferentes, um dos quais de branco, parassem
num determinado local, os An. pharoensis ficavam por cima da cabe¢a destes a

aproximadamente 0,2 metros e quando os trés se deslocavam para direc¢des diferentes os
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mosquitos seguiam o de branco. Os enxames desta espécie eram compostos por centenas

de machos que formavam uma coluna vertical de cerca de 1,5 metros. Retirando o
objecto branco do local os enxames se dispersavam. Quando sons imitando a frequéncia
de batimento das asas das fémeas fossem emitidos por um dos observadores a
aproximadamente um metro de um dos enxames, 0s mosquitos voavam para o local onde
se encontrava o emissor. Os seis locais de formagio de enxames observados ocorriam em
locais abertos, com boa iluminag¢do e na vizinhanga das casas. Com raras excepg¢des os

enxames ocorriam nos mesmos locais em vérias tardes.
7.1.1 Descrigiio dos locais de formac#io dos enxames em Furvela

Na localidade de Furvela na casa n® 011 (Figura 2a) foram descobertos dois enxames (A e
B), a poucos metros do vale do rio. No primeiro dia uma tentativa de colecta dos mesmos
falhou, pois ocorriam a aproximadamente quatro metros de altura. No dia seguinte foram
colectados alguns machos que enxameavam a aproximadamente um metro do chéo.
Tanto no ponto A como no B enxameavam machos de An. funestus s.l.. Nesta mesma

tarde os mosquitos se dispersaram cedo por causa do fumo proveniente de uma lareira

localizada a sete metros.

No local descrito pela figura 2b foram localizados dois enxames um dos quais perto de
uma casa-de-banho, préximo da machamba de mandioqueiras (A) e outro préximo de

uma casa (B) sendo ambos compostos por machos An. funestus s.1.

Na casa n® 922 figura 2¢, foram observados trés pontos de formagiio de enxames. Nos
pontos A e B ocorriam enxames mistos de An. gambiae s.1. € An. funestus s.I. Segundo as

observagdes realizadas neste local parecia que havia um grupo que enxameava um pouco

, mais para cima € outro em baixo com uma separagdo muito pequena. Dada a curta

distancia de formagdo dos enxames néo foi possivel colectar cada grupo separadamente.
No ponto C foi colectado um enxame de insectos que inicialmente foram confundidos

com mosquitos € que apos uma observagdo no laboratdrio concluiu-se que nfo eram,
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Dois enxames foram observados no local descrito pela figura 2d (casa n °® 1336). Os
enxames mais numerosos localizavam-se no ponto A enquanto que no B raramente eram
vistos. Os enxames que ocorriam nestes locais eram compostos por machos de An.

gambiae s.l. e An. funestus s.1.
7.1.2 Descri¢iio dos locais de formagfio dos enxames em Massavasse

Na localidade de Massavasse na casa n.° 045 (Figura 2f) localizada perto do canal onde
existe 4gua e muitas plantas aqudticas, foram descobertos no primeiro dia das
observagdes trés pontos onde se formavam enxames (A, B e C). Os enxames presentes no
ponto A eram compostos por machos de An. gambiae s.l. e An. funestus s.I. No ponto B
situado perto de uma casinha a dois metros do canal foram colectados maioritariamente
machos de An. gambiae s.. O mesmo sucedeu no ponto C que distava poucos metros de
um pombal. No ponto D, a poucos metros do canal foram colectados machos de 4n.
gambiae s.l, An. pharoensis e Culex sp. Finalmente, no ponto E enxameavam An.
Sunestus s.1! e Culex sp. As observagdes de enxames em redor desta casa falharam em
cinco tardes consecutivas devido ao vento que soprava com uma velocidade ligeiramente
elevada. Algumas vezes foram vistos machos tentando enxamear nos locais habituais,
mas acabavam desaparecendo por causa da ventania. Em algumas tardes de vento

moderado foram vistos alguns enxames apenas nos pontos D e E.

Dos seis locais (quintais) onde as observagdes foram realizadas o descrito pela figura 2e,
em Massavasse foi 0 que apresentou maior nimero de pontos de formagdo de enxames,
com cerca de dez, representados pelas letras A a J (Tabela n°® 2). An. funéstus s.l. foram
colectados nos pontos A, B, C, D e J; An. gambiae s.l. enxameavam maioritariamente nos
pontos D, F, G ¢ I; Nos pontos C e D para além das espécies atras referidas foram
colectados também machos de An. phaeroensis. Esta espécie normalmente enxameava no
ponto E, H e J, locais onde havia um objecto de cor branca (saco, roupa, flores, etc.), € os
seus enxames eram compostos por centenas de mosquitos; os enxames de An. gambiae

5.1 e An. funestus s.l. continham algumas dezenas.
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Apés dez dias de observagdo de enxames de An. pharoensis, An. gambiae s.l e An.
funestus 5., neste local, no décimo primeiro dia houve queda de chuvas em Massavasse.
As chuvas duraram cerca de trés horas, mas nfo foi possivel obter a quantidade de
precipitagdo por falta de equipamento. A partir desta data até¢ ao fim das observagdes
(oito dias seguintes), ndo foram vistos enxames de An. pharoensis. Os enxames de An.

gambiae 5.1 e An. funestus 5.l continuavam a se formar nos locais habituais.

Foram efectuadas observacdes ao amanhecer durante 7 dias em Furvela e 10 dias em
Massavasse nos locais habituais de formagdio de enxames, contudo ndo foram vistos

machos enxameando neste periodo.

7.1.3 Composi¢iio geral dos mosquitos colectados nos enxames

Em Furvela as observagdes ao por do sol foram realizadas em 10 tardes culminando com
a colecta de 128 mosquitos em 14 enxames, dos quais 74% (n=95) foram machos de An.
gambiae s.1; 25% (n=32) foram machos de An. funestus ¢ 1% (n=1) foi fémea de An.
funestus s.1. (Tabelan.® 1).

Na localidade de Massavasse foram feitas observa¢des em 14 tardes e colectados 1007
mosquitos em 33 enxames sendo 24,1% (n=243) machos de An. gambiae s.l., 20,1
(n=202) machos de An. funestus, 53,7% (n=541) machos de An. phaeroensis ¢ 1,99%
(20) machos de Culex sp. (Tabela n.° 2).

Tabela n® 1; Locais de formagio de enxames, nimero de mosquitos e espécies colectadas

em cada ponto na localidade de Furrvela.

Locais de colecta N.° de | N.° de mosquitos

N.°dacasa Pontos de formagdo | enxames
de enxames colectados | An. gambiae 5.1 | An. funestus

3 3

922 (Fig. 3) 14 15
21 12

1336 (Fig4) 52 5
8 0

Total 95 32
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z

Os enxames eram compostos maioritariamente por machos. Uma fémea de An. funestus
s.I. foi colectada juntamente com 8 machos numa das ocasibes em Furvela, Em
Massavasse foi colectada 1 fémea de An. pharoensis e 4 f€émeas de Culex sp. juntamente
com dois machos de An. gambiae s.l. e noutra ocasidio 31 machos An. funestus s.l. 1

fémea de Culex sp..
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7.2 Comportamento dos An. gambiae s.l. e An. funestus s.l. nas horas do

crepuasculo

7.2.1 Saida das habitagGes

Normalmente, 0s mosquitos comegavam a sair na hora do pér do sol (00:00min) e
terminavam 33 minutos depois (00:33min)(Gréfico n.° 1). Durante este intervalo, o
nimero de mosquitos saindo aumentava em funggo do tempo atigindo o nimero méximo
no 9° a 15° minuto. A partir deste instante os nimeros decresciam gradualmente atingindo
zero ao 33° minuto. A intensidade luminosa decrescia logaritmicamente a medida que o

sol desaparecia no horizonte e grande parte dos mosquitos sata no intervalo de 48-0 Lux.

Intensidade luminosa (Lu>

T T 1 T s

[(o] [} - < P~ [=]
o 2 T T N N N0
[=] o o o o o o

Tempo (min) em relagdo a hora do por do sol

— [ntensidade luminosa (fux) —¢=— Niimero total de mosquitos

Grafico n.° 1 Relag¢do entre a variagio da intensidade luminosa ¢ o numero de mosquitos

saindo fora das habita¢des
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Durante as experiéncias verificou-se que os machos eram os primeiros a sair das casas, o
que ocorria 0-10 minutos apds o pdr do sol. As fémeas comegavam a sair mais tarde, 7-10
minutos depois do inicio da saida dos machos, atingindo o seu pico ao 15° ao 24°
minutos, o que normalmente correspondia a uma intensidade luminosa de 10 a 0 Lux

(Griéfico n.° 2).

- Numero de mosquitos saindo das casa:

& B

T - T ' L 1 T T T T 1 T

0:00 003 006 009 0:12 015 018 021 0624 027 030 033
Tempo (min) em relagdo a hora do por do sol

Numero de machos —e— Nimero de fémeas

Grafico n.° 2: Tempo de saida de machos e f€meas de An. gambiae s.1. € An. funestus s.1.

em relagfo A hora de por do sol.
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7.2.2 Ciclo de actividade de voo

A actividade de voo ao entardecer (por do sol), aumentava a partir da hora do pdr do sol;
0s mosquitos eram vistos voando da mesma maneira que nos enxames. Durante as
manhas (nascer do sol) a actividade nio era muito intensaJcomparativamente as tardes
(Grafico n.° 3).

& 5 O O D O D H OO D Hd NS
&5 IR I I, N L . . R

L4

Mosquitos em actividade (%)

Tempo (min) em relagdo ao crepusculo
(nascer ¢ por do sol)

% de mosquitos em actividade ao por do sol
=0

de mosquitos em actividade ao nascer do sol

Grafico 3: Variagdo do ritmo de actividade dos mosquitos ao nascer e pdr do sol.
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7.3 Relagio entre o tamanho dos machos e comportamento

A relagio entre o tamanho e comportamento é mostrada no grafico n.° 4. Néo se
observaram diferencas significativas nas médias dos comprimentos de asas dos machos
de An. gambiae s.l. dos trés grupos: Enxames (n=170), Saidas (n=525), Repousos
(n=257)(F =0,2485 ; df =2 ; P = 0,7807 ).

2.5 4
2.45 A

2.4 1
Comprimento 2 35

\*

Ernxames Saidas Repousos
Tipo de colecta

Gréfico n.° 4. Comprimento médio das asas dos machos de An. gambiae s.l. de acordo
com o tipo de colecta, na localidade de Furvela. Cada barra representa a média + desvio

padrio de cada tipo de colecta.
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Tal como foi observado em An. gambiae s.l. verificou-se que nio houve diferéncas
significativas nas médias dos comprimentos de asas dos machos de An. funestus s.l.
colectados enxameando, repousando e saindo das casas (Gréfico n° 5): Enxames (n=108),
Saida (n=451) e Repousos (n=168)(F=0,3142 ; df=2 ; P =0,7313).

215 -

médio das asas
(mm) 2 _

Enxames Saidas Repousos
Tipo de colecta

2.1 -
Comprimento 2.05 [

e

Gréfico n.° 5. Comprimento médio das asas dos machos de An. funestus s.I. de acordo
com o tipo de colecta na localidade de Furvela. Cada barra representa a média + desvio

padriio de cada tipo de colecta.
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8. DISCUSSAQO

8.1 Observacio de enxames

A agregagdo é a primeira fase muito importante para o acasalamento da maioria dos
mosquitos (Clements,1999). A inseminagdo de mosquitos ocorre predominantemente nas
horas de formagdo de enxames (Charlwood & Jones, 1979) citados por Diabate ef al.
(2003). Tanto em Furvela como em Massavasse os enxames comegavam a s¢ formar no
intervalo de 0—10 minutos apds o pdr do sol. Eles eram iniciados por um pequeno nimero
de machos voando de um extremo para o outro, e progressivamente os outros machos se
juntavam ao grupo, atingindo dezenas ao fim de 10 minutos. Os enxames permaneciam
nos locais habituais até o tempo em que a luz solar desaparecia na sua totalidade,
tornando dificil a sua visualizagdio a olho nu. Todos os enxames vistos ocorriam em
lugares abertos (sem sombras de drvores), com uma boa iluminagdo € na vizinhanga das
casas. Os mosquitos enxameavam com as cabegas \'zoltadas para Este ou para Oeste, o que
estd de acordo com os resultados encontrados por Russel & Rao (1960), citado por
Reisen & Aslamkhan (1975) mas discordantes com o estudo feito por este Gltimo autor.
Segundo Reisen & Aslamkhan (1975), usualmente as cabegas estavam orientadas para
Noroeste mas ocasionalmente para Norte ou Oeste. Aproximadamente 50 a 100 machos
se reuniam por cima de um marcador e ficavam visualmente orientados para Este

garantindo a adesdo do enxame (Takken & Knols, 1999). (Novo paragrafo, isto ndo tem

relagdo com o anterior). Contudo, neste estudo ndo foi observado algum marcador visivel

associado & formacdo dos enxames de An. gambiae 5.1 € An. funestus s.1. tanto em Furvela
como em Massavasse, 0 que torna impossivel descrever os marcadores ideais para a
formagdo de enxames. Na Tanzinia, Marchand (1984) igualmente ndo observou algum
marcador visivel associado com os enxames de An. gambiae s.s. € An. arabiensis que
ocorriam em 4reas planas, abertas, entre palhotas e arvores. Os enxames observados no
presente trabalho corriam em sitios com caracteristicas semelhantes aquelas descritas por

este autor, isto €, locais com alguma visibilidade ao céu.
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Durante as experiéncias com marcadores (panos pretos e brancos), os enxames de An.
gambiae s.I. € An. funestus s.l. nunca se formaram por cima destes, € se dispersavam
quando estes fossem colocados em baixo dos mesmos, tanto em Furvela como em
Massavasse. Este facto estd de acordo com os resultados das observagdes feitas por
Charlwood ef al (2003a) em Furvela, mas contrastam com os de machos de An. gambiae
5./ em Sdo Tomé que se formavam por cima de uma toalha preta (1x1,5 m) colocada no
chio, e até podiam ser induzidos a seguir o marcador quando este fosse deslocado a
pequenas distincias (Charlwood et al, 2002b). Uma provavel razio para esta diferenga no
comportaménto € o facto de o membro do complexo observado em S3o Tomé ter sido o
An. gambaie s.s. forma molecular M de An. gambige que ndo € encontrado e
Mogambique (Cuamba, 2003) e noutras regides da Africa oriental (Charlwood et al,
2003a).

Charlwood & Jones (1980), observaram enxames de An. melas na Gambia que se
formavam € permaneciam por cima de um pedago de papel (45x51Cm) mesmo quando
este fosse movimentado lentamente dentro duma éarea clareada pelo horizonte. Em

Massavasse An. pharoensis enxameavam por cima de objectos de cor branca.

Os enxames de An. pharoensis ndo foram mais vistos apds a chuva que caiu no 11° dia
das observagbes em Massavasse. As fémeas desta espécie sdio frequentemente
encontradas nos campos de arroz abrigados nos caules das plantas (Gillies & De Mellon,
1968).0 seu desaparecimento provavelmente esté relacionada com este seu habito de vida
exofilico. Dada a intensidade das chuvas, € provavel que os An. pharoensis tenham
morrido em massa enquanto que os An. funestus s.i. e An. gambiae s.l. ndo foram

afectados por serem endofilicos.

1)
L

Nas tardes de ventania nfio ocorria formagdo de enxames, ou se dispersavam rapidamente
em locais mais abertos ou seja sem alguma protec¢do contra o vento como uma parede ou
um arbusto. No local descrito pela figura 2f, foram vistos alguns enxames apenas nos

pontos D e E provavelmente por se localizarem nos cantos da casa o que confere certa
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protecgdio contra o vento. Segundo Bates (1941b) citado por Bates (1949), em gaiolas

grandes os enxames podiam ser dispersos ligando uma ventoinha eléctrica.

Durante o estudo nfio foram vistos pares de casais a sairem dos enxames € em raras
ocasides foram colectadas fémeas num grupo de machos, facto que coloca em questio a
fungsio reprodutiva dos enxames formados ao pdér do sol por muitas espécies de
mosquitos (Nielsen & Heager, 1960; Downes, 1969), citados por Diabate ei al (2003).
Muitos autores acreditam que os enxames sdo compostos primariamente por machos. As
fémeas se aproximam destes e ocorre o acasalamento (Reisen & Aslamkhan, 1976;
Reisen et al , 1977; Yuval et al, 1992). Os machos enxameiam todos os dias na sua idade
sexualmente activa, enquanto que as fémeas geralmente copulam apenas uma vez na sua
vida ¢ mudam de comportamento apds a inseminagfio. Assim assumindo que a proporgdo
de machos e fémeas na altura de eclosdo ¢é igual (1 : 1), é justificavel a pouca ocorréncia
de acasalamentos (Jones & Gubbins, 1978; Charlwood & Jones, 1980). Esta auséncia de
casais nos enxames observados tanto em Furvela como em Massavasse também pode
sugerir que o acasalamento esteja a ocorrer em outros locais com melhores condigdes que
os pontos em observagdo. Segundo Charlwood (comunicagfio pessoal) os enxames podem
ser observados com frequéncia em alguns locais e serem extremamente raro em outros o

que sugere que hajam outras estratégias de acasalamento em mosquitos deste género.

A maior parte dos enxames colectados eram compostos por machos de An. gambiae s.1. ¢
An. funestus s.l. que sdo simpatricos tanto em Furvela como em Massavasse. Isto mostra
que as condi¢des requeridas pelos dois grupos para enxamear sdo semelhantes. Enxames
mistos tém sido ocasionalmente reportados (Diabate et al, 1997). Marchand (1984)
observou na Tanzania o An. funestus s.l. enxameando em locais marginalmente diferentes
daqueles usados por espécies simpatricas como An. gambiae s.5. € An. arabiensis e se
sobrepunham frequentemente formando enxames mistos. Em Furvela existem locais onde
foram vistos apenas enxames de An. funestus s.l, e outros onde os dois grupos (An.
gambiae e An. funestus) enxameam juntos ou a escassos centimetros. O primeiro relato

de enxames de An. funestus s.l. foi feito por Harper (1944) que os descreveu como
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“dancando para cima e para baixo acerca de um pé dentro de um quarto®® a 16 Km de
Nyanza, lago Vitdria e nenhum marcador foi mencionado. Gilles e De Meillon afirmam
na sua extensa revisio que nunca viram An. funestus s.l. enxameando mesmo em 4rea de
elevada densidade. Enxames de An. funestus s.I. s3o frequentes em Furvela como em
Massavasse. Eles ocorriam em locais abertos 1 a 3 metros do chdo o que difere com os

observados por Harper (1944).

As espécies de mosquitos que requerem as mesmas caracteristicas ambientais para
enxamear podem formar enxames mistos em drea onde elas sdo simpétricas, mas isso nio
significa que elas se inter-cruzam (Diabate et al, 2003). Marchand (1984) estudou uma
populagdio de duas espécies simpétricas e concluiu que ocorriam enxames mistos mas
com uma frequéncia muito baixa. As duas espécies formavam enxames nos mesmos
locais € nas mesmas horas mas nfo foram encontrados hibridos no campo. Por outro lado
a hibridimqﬁo entre as duas espécies ocorria prontamente em gaiolas no laboratério
(Marchand, 1984). Sendo assim, € logico pensar que provavelmente existe um

mecanismo ainda desconhecido que evita a hibridizag8o no campo.

Os machos de An. gambiae s.l. e An. funestus s.l. evitam contacto com parceiros inter-
especificos no campo talvez pelas seguintes razdes: durante o periodo de crepiisculo
altura em que ocorre a formagfo dos enxames, os machos ficam com as fibrilas das suas
antenas erectas. E possivel que isto lhes permita distinguir as frequéncias de batimento de
asas de fémeas intra-especificas mesmo que a diferenca seja muito pequena. O mesmo
ndo deve estar a acontecer no laboratério, possivelmente pelo facto destas espécies serem
eurigdmicas (que requerem um ambiente natural para acasalar). E provivel que a
eurigamia faga com que a sensibilidade das fibrilas seja maior no campo do que em
gaiolas. Devem ser estes os factores que mais contribuem para a prevengdo de
acasalamentos inter-especificos entre membros do complexo 4n. gambiae assim como

entre estes € 0 gfupo An. funestus no campo.
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8.2 Estudo do comportamento dos An. gambiae s.l. e An. funestus s.l. nas

horas do crepisculo

8.2.1 Saida das habitagdes

Geralmente, os mosquitos comegavam a sair das casas na hora exacta do pdr do sol e as
saidas prolongavam-se até ao 33° minuto. A intensidade luminosa baixava
logaritmicamente. Os mosquitos continuavam saindo mesmo que a intensidade luminosa
atingisse zero Lux (na escuriddo). Os mosquitos que continuavam a sair mesmo depois da
escuriddo, provavelmente se dirigiam aos locais de formagfo de enxames para acasalar, o
que significa que os enxames continuam nos seus locais mesmo ap6s o desaparecimento
da luz solar, uma vez que os olhos dos anofelinos sdo muito sensiveis a baixa intensidade
luminosa (Land ef al, 1997). Algumas vezes os mosquitos podiam ser vistos através dum
raio de luz emanado de uma méguina fotografica, a enxamear no escuro. Contudo, j4 ndo
era pos_sivel descrimina entre femeas e machos. Métodos para observar o que acontece

nos exames nestas condi¢des poderiam elucidar a ocorrencia de acasalamento.

Os machos sdo os primeiros que comegam a sair a uma intensidade luminosa de
aproximadamente 220 Lux, ao passo que as fémeas iniciam um pouco mais tarde, isto é,
7-10 minutos depois. O pico de saida das fémeas ¢ atingido na altura em que maior parte

dos machos j4 abandonou as casas e se encontra a enxamear. Provavelmente, ao longo da

evolugio deste género, os machos ganharam a habilidade de detectar pequenas varia¢des

da intensidade luminosa em relagéic as fémeas. Este facto faz com que elas comecem a
sair mais tarde quando intensidade luminosa torna-se extremamente baixa na faixa de 10-
0 Lux, atingindo o seu pico num instante em que maior parte dos machos j4 saiu. Este é
um dos factores que garante o sucesso reprodutivo dos anofelinos porque permite a saida
dos machos mais cedo para formar os enxames de modo que as fémeas os encontrem
enquanto j4 comegaram com o ritual nos locais habituais. Por outro lado, machos que
saem mais cedo podem ter a desvantagem de se fatigar mais cedo diminuindo deste modo

a suas chances de acasalar em relagio aos que saem na hora em que as fémeas comegam
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a chegar nos enxames. Este ¢ um pormenor que deve ser posto em consideragiio quando

forem usados machos transgénicos para o controle da maldria.

Segundo Charlwood et al (2003a), ¢ provdvel que a diferenga na resposta aos
marcadores horizontais sgja suficiente para prevenir a formagio de enxames mistos e
consequentemente ser responsavel pelo isolamento reprodutivo. No presente estudo
verifico-se que An. gambiae s.l. € An. funestus s.l. saem no mesmo intervalo de tempo e
enxameam nos mesmos locais, o que coloca em questdo a hipdtese de a diférenc;a nas
horas formacgdo dos enxames e respostas diferentes aos marcadores horizontais
contribuirem para o isolamento reprodutivo.

8.2.2 Ciclo de actividade voo

O ritmo fisiologico diario (ciclo circadiano) afecta a actividade sexual de certas espécies
de mosquitos (Jones et al,, 1972b). Estudos sobre a actividade circadiana de voo em
mosquitos foram direccionados para o comportamento de fémeas virgens alimentadas
com agucar ( Jones ef al, 1972a,b; Nayar & Sauerman, 1971a; Chiba, 1964, 1971) citados
por Jones & Gubbins (1978). Jones et al (1972b) mostrou que o padrio da actividade de
voo em An. gambiae 5.l pode ser dividido em duas partes. O pico inicial normalmente
segue o desaparecimento da luz, coincidindo com o tempo de saida dos mosquitos das
casas ao por do sol. A actividade secunddria que atinge o seu maximo 6-10h depois do
pico inicial, ocorre no campo, na altura em que os mosquitos procuram um hospedeiro
para a sua refeigdo hematica (Gillies & De Meillon, 1968). Este padrdo bimodal da
actividade circadiana dos Anopheles permite a realizagdo de grande parte de actividades

que envolvem o voo.

Em experiéncias feitas com An. superpictus, foi observado que os enxames eram
formados em intervalos de 24h, aparentemente associado com o ritmo de actividade geral
de todo o enxame (Bates, 1949). Provavelmente tera sido por esta razio que no presente

trabalho, o estado de actividade era atingido nas horas do por do sol, o mesmo n#o
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acontecendo ao amanhecer. Contudo parece que o acasalamento nio ¢é universalmente
condicionado pelo ritmo de actividade. Experi€ncias com Aedes aegypti, por exemplo, o
acasalamento invariavelmente ocorria se houvesse um distirbio dos mosquitos na gaiola
o0 que fazia com que eles comegassem a voar (Bates, 1940). Segundo este mesmo autor,
quando os mosquitos estdo no seu estado de actividade intensa, a formagio de enxames é
causada por uma mudang¢a da intensidade luminosa (Luz para escuriddo € vice-versa).
Este facto admite a possibilidade de formagfio de enxames ao amanhecer. Conudo,
durante 7 manhis de observagdio em Furvela ¢ 10 em Massavasse nfio foram vistos
enxames de mosquitos ao amanhecer. O Gnico relato de enxames ao amanhecer é de
Charlwood (2002) que observou enxames que se formavam neste periodo e desapareciam
15 minutos apds o nascimento do sol em S3o Tomé. Segundo o mesmo autor, os
acasalamentos neste periodo foram raros comparativamente ao pdr do sol. H& contudo,
que referir que a espécie de An. gambiae observada era da forma molecular M,
mencionada anteriormente como ndo ocorrendo na Africa Oriental (Charlwood ef al,
2003, Cuamba 2003).

8.3 Relagéo entre o tamanho dos machos e seu comportamento

As médias de comprimento de asas dos machos colectados nos enxames em repouso e
saindo das casas ndo foi significativamente diferente, o que significa que ndo existe um
tamanho especifico que enxameia. Machos de todas as dimensdes foram encontrados
enxameando, repousando e saindo das casas. O tamanho dos machos de . gambiae 5.l ¢
An. funestus s.l. em Furvela parece ndo afectar o comportamento dos mesmos. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos por Charlwood et a/ (2002b) em Séo Tomé,
segundo o qual o tamanho dos machos de An. gambiae s.1. parece ter pouco efeito no seu

comportamento.
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9. CONCLUSOES

Os mosquitos pertencentes ao complexo An. gambiae e ao grupo An. funestus sdo
simpatricos em Furvela como em Massavasse. Eles formam enxames mistos o que

significa que as condigdes requeridas para formar enxames sdo semelthantes.

Neste trabalho nfo foi possivel identificar o mecanismo exacto que impede o inter-
cruzamento das diferentes espécies do complexo An. gambiae e entre estes € o grupo An.

funestus embora enxameiem nos mesmos locais € nas mesmas horas.

Nio foi observado algum marcador visivel associado & formacgio dos enxames de An.
gambiae 5.1 e An. funestus 5.1, mas todos os enxames ocorriam em locais com alguma
T

visibilidade ao céu.

Os machos sfo os primeiros a sair das casas ao entardecer. As f€émeas saem 7-10 minutos
mais tarde. Este deve ser um dos factores que garante o sucesso reprodutivo dos

anofelinos.

O tamanho dos machos de An gambiae sl e An. funestus sl ndo afecta o

comportamento dos mesmos em relagdo a formagfo de enxames.
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10. RECOMENDACOES

Para que o controlo genético da maléria seja bem sucedido, devem ser feitos estudos mais
detalhados sobre o comportamento geral ¢ no acasalamento dos mosquitos do género

Anopheles.

Os estudos do comportamento dos mosquitos do género Anopheles devem ser locais i.e.
devera se ter o cuidado de ndo generalizar os resultados obtidos numa determinada
regido, pois parece que o comportamento dos Anopheles varia com a espécie e regidio em

questio.

Durante estudos que envolvem colecta de mosquitos em repouso, devem ser usados
aspiradores eléctricos porque a aspirag@o pela boca pode provocar doengas do sistema

respiratorio.
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12. ANEXOS
12.1 Técnicas

Observagio de enxames

F

As observagdes directas dos enxames foram feitas com o observador a aproximadamente 1,5

metros a Este do enxame olhando-o acima. Isto significa que os mosquitos eram visiveis na

silhueta contra o horizonte ocidental iluminado podendo assim ser observados perfeitamente.

12.2 Figuras

Colecta de mosquitos enxameando




Figura 2: Mosquitos recém colectados, na
modiftcada por Marchand
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Figur 3; L:0¢4l de formasdio do enxames, Casa n.® 922,
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Tabela n ° 10: Relagdo entre actividade e pdr do sol de mosquitos numa gaiola. Massavasse,
distrito de Chokwe, Provincia de Gaza, 02/04/2005.

Tempo em relagdio a hora do
por do sol

Intensidade luminosa (Lux)

Actividade (% de mosquitos
voando)
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Tabela n ° 11: Relag#o entre actividade e por do sol de mosquitos numa gaiola. Massavasse,
distrito de Chokwe, Provincia de Gaza, 03/04/2005.

Tempo em relagéo a hora do
pbr do sol

Intensidade luminosa (Lux)

Actividade (% de mosquitos
voando)
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Tabela n ° 12: Relagdo entre actividade & pér do sol de mosquitos numa gaiola. Massavasse,
distrito de Chokwe, Provincia de Gaza; Médias dos dias 02 e 03/04/2003.

Tempo em relagdo a hora do
pdr do sol

Intensidade luminosa (Lux)

Actividade (% de mosquitos
voando)
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Tabela n ° 13: Relagdo entre actividade e nascer do sol de mosquitos numa gaiola. Massavasse,
distrito de Chokwe, Provincia de Gaza, 03/04/2005.

Tempo em relagio a horade

nascimento do sol

Intensidade luminosa (Lux)

Actividade (% de mosquitos
voando)
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Tabela n.° 14: Mosquitos machos colectados nos enxames em Massavasse,
Distrito de Chékwe, Provincia de Gaza entre 09/03/2005 a 19/04/2005.

Enxame

Data de
Colecta

Nimero
da casa

Locais de
formagdo
dos
enxames

Numero de machos colectados

An.
gambiae
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Tabela n°15: Mosquitos machos colectados nos enxames em Furvela,

Distrito de Morrumbene, Provincia de Inhambane entre 17/02/2005 a 03/03/2003.
Enxame | Datade Numero | Local de Nimero de machos
Colecta dacasa | formag#io dos colectados
enxames An.
gambiae
5.l
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Tabelas de ANOVA

ANOVA: Single Factor An. gambie s.1.

Tabela n° 1: Resultado de analise de varidncia comparando as médias dos comprimentos de
asas de mosquitos colectados enxameando, repousando e saindo das habitagdes.

ANOVA
Source of SS daf MS F P-value Fcrit
Variation
Between 0.00831 2| 0.004155] 0.24855955] 0.780764| 3.15884563
Groups 4

Within Groups 0.95283 949 0.016716

951

Total 0.96114

ANOVA: Single Factor An. funestus s.1.

Tabela n° 2: Resultado de anlise de varifncia comparando as médias dos comprimentos de
asas de mosquitos colectados enxameando, repousando e saindo das habitagdes.

ANOVA .

Source of | SS df MS F P- Fcrit

Variation value
Between |0.0065 2 0.003285]|0.314299/0.731 3.158846
Groups 7 558
Within 0.5957 724 0.010452
Groups 55
Total 0.6023 726
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