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. Resumo:

Sinais acusticos sao importantes na corte de diversos insetos. Esse som é geralmente
espécie-especifico sendo importante para o isolamento reprodutivo de espécies préximas.
Machos de Lutzomyia longipalpis produzem sinais acusticos durante a cépula. Existem fortes
evidéncias de que este taxa constitui um complexo de espécies. Lutzomyia cruzi € uma
espécie proxima a L. longipalpis que possivelmente também faz parte deste complexo.

Em nosso trabalho, foram analisados detalhadamente os sons de cépula de machos
de 14 populagdes brasileiras de L. longipalpis, sendo seis destas provenientes de trés
localidades (Sobral, Estrela de Alagoas e Jaiba) onde andlises prévias indicavam a
ocorréncia de espécies simpatricas cujos machos diferem no niumero de pintas abdominais
(uma ou duas pintas, chamados respectivamente de 1P e 2P). Foi analisado também o som
de machos de L. cruzi.

A analise mostrou que o som produzido durante a copula, tanto por machos de
diferentes populagdes de L. longipalpis quanto de L. cruzi, ¢ composto por um som primario
mais rapido e um secundario mais lento. O som secundario é semelhante em todas as
populagdes estudadas, enquanto que, o primario apresenta variagcao significativa tendo sido
encontrados trés tipos diferentes: 0 som pulsado, o de “burst” e 0 misto.

O tipo pulsado ¢é diversificado e foi encontrado nas popula¢des de Jacobina, Lapinha,
Sobral 1P, Teresina, Jaiba 1P e Estrela 1P. Cinco padrdes diferentes foram observados entre
estas populagdes. Estes padroes diferem significativamente em todos os parametros
analisados (intervalo entre pulsos, numero de pulsos, tamanho do trem, freqiiéncia e ciclos
por pulso). As populagdes de Sobral 2P, Jaiba 2P, Estrela 2P, Natal, Maraj6, Pancas e Nova
Porterinha produzem som do tipo “burst”. A comparacdo destas populacdes mostrou
diferencas significativas apenas no intervalo entre “bursts”. Além disso, o padrdo em si néo €
diferente entre elas. Esse tipo de som foi observado também em L. cruzi. O padrao misto foi
observado apenas em machos de Mesquita. Este padrdo apresenta caracteristicas dos
outros dois padroes apesar de mostrar diferencas significativas em todos os parametros
quando comparados com os outros dois.

Neste trabalho foi analisado também o som de machos de duas colénias de L.
longipalpis (Jacobina e Maraj6) mantidas ha muitos anos no laboratério. Constatou-se que
apesar de serem observadas diferencas significativas em alguns parametros, o padrdo se
mantém inalterado.

Os resultados encontrados confirmam a hipétese da existéncia de um complexo
longipalpis no Brasil e evidéncia o som de copula como uma boa ferramenta para identificar
as espécies cripticas deste complexo.



Il. Abstract

Acoustic signals are important in the courtship of many insects. This song is usually

species-specific and is important in the reproductive isolation of closely related species.
Lutzomyia longipalpis males produce acoustic signals during copulation. There are strong
evidences that this taxon represents a species complex. Lutzomyia cruzi is closely related to
L. longipalpis and is probably part of this complex.

We analyzed de copulation songs of 14 Brazilian populations of L. longipalpis, six of
them from three localities (Sobral, Estrela de Alagoas e Jaiba) where previous analyzes
indicated the occurrence of sympatric species, which the males differ in the number of
abdominal tergal spots (one and two spots, called respectively 1P and 2P). We also analyzed
the copulation song of L. cruzi.

This analysis showed that the song produced during copulation by males of both L.
longipalpis and L. cruzi has two different components: a faster primary song and a slower
secondary song. The latter is similar in all studied population, whereas the primary song has
significant variation with three different types been found: pulse type, burst type and
intermediary type songs.

The pulse type is diversified and was found in the populations of Jacobina, Lapinha,
Sobral 1P, Teresina, Jaiba 1P e Estrela 1P. Five different patterns were observed among
these populations. These patterns are significantly different in all parameters analyzed (inter
pulse interval, pulse number, train size, frequency and cycles per pulse). The populations of
Sobral 2P, Jaiba 2P, Estrela 2P, Natal, Maraj6, Pancas e Nova Porterinha produce the burst
type song. The comparison of these populations showed significant differences only in the
inter burst interval. In addition, the pattern itself is similar between them. This type of song
was also found in L. cruzi. The intermediary type song was observed only in males from
Mesquita. This type presents characteristics of both pulse and burst type songs even though it
shows significant differences in all parameters when compared to the other two types.

We also analyzed the songs of males from two colonies of L. longipalpis (Jacobina
and Marajo) kept in laboratory for many years. We observed that although significant
differences are found in some parameters, the pattern itself does not change.

Our results confirm the hypothesis of the existence of a longipalpis complex in Brazil
and show the copulation song as a good tool to identify cryptic species in this complex.
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1. Introducao:

Os insetos possuem diversas formas de comunicacdo. Uma delas é por meio
de sinais acusticos que sao produzidos basicamente de cinco maneiras: por vibracao
das asas ou de apéndices (e.g. Drosophila melanogaster); por estridulacao,
produzida pela friccdo de duas estruturas corporais (e.g. Triatoma infestans); por
percussdo, mecanismo no qual o inseto bate duas partes de seu corpo (e.g.
Hecatesia exultans); por expulsdo do ar através de um tubo (e.g. Brachinus
brachinus); ou por um mecanismo timbal (e.g. Cystosoma saundersii) (Ewing, 1989).
Os sons emitidos pelos insetos, independente da forma como sdo produzidos,
possuem essencialmente a funcdo de comunicagao tanto intra quanto interespecifica.
Esses sinais podem servir como um mecanismo de defesa (Masters, 1979) ou para o
reconhecimento espécie-especifico entre machos e fémeas durante a corte (Kyriacou
& Hall, 1986). A geracdo de som pode ainda estar relacionada a outras atividades

como o controle da temperatura interna em tsé-tsé (Howe & Lehane, 1986).

1.1 Sinais acusticos em Drosophila

Muitos estudos de comunicagdo sonora em insetos foram feitos com moscas
do género Drosophila. Mais de cem espécies deste género ja tiveram seus sinais
acusticos caracterizados (Ewing, 1989; Tauber & Eberl, 2003) e a grande maioria das
espécies estudadas produzem um ou dois tipos de som (Hoikkala, 1985) (Fig. 1.1).
Por exemplo, espécies do subgrupo Drosophila affinis produzem um som no inicio e
outro na parte final da corte (Chang & Miller, 1978). Ja Drosophila melanogaster
emite um som de baixa frequiéncia tipo sendide que serve para estimular a fémea
(von Schilcher, 1976), e também um som pulsado que parece servir, também, para o
reconhecimento da espécie (Ewing & Bennet-Clark, 1968).

O primeiro sinal acustico deste género a ser caracterizado foi o de D.
melanogaster, gravado por Shorey (1962), que verificou que o som emitido pela
vibracdo da asa do macho durante a corte era constituido por pulsos descontinuos,
com cerca de 30 pulsos por segundo, e que esta freqléncia variava com a

temperatura.
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Figura 1.1: Exemplos de sons de corte de algumas espécies do género Drosophila.

Posteriormente, Ewing & Bennet-Clark (1968) analisaram o som de machos de
espécies diferentes do grupo melanogaster e do grupo obscura e constataram que o
som devia ser espécie-especifico devido a variacao interespecifica existente. Eles
viram ainda que, em alguns casos, as fémeas virgens e que nao estao
fisiologicamente maduras para a cépula também produzem um som que faz com que
os machos interrompam a corte. Este sinal acustico € semelhante entre as espécies
estudadas.

Outra caracteristica interessante do som de Drosophila é o ritmo no intervalo
médio entre pulsos (IPl) que é uma caracteristica do som que também é espécie-
especifica (Kyriacou & Hall, 1980; Kyriacou & Hall, 1982). Um dado interessante do
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trabalho de Kyriacou & Hall (1980) foi a constatacdo de que a periodicidade do som
estava sendo regulada pelo gene period (per) que também atua no controle do
relégio circadiano (circa = cerca, diem = dia) (Konopka & Benzer, 1971).

O gene per foi identificado a partir de trés mutacdes induzidas quimicamente
por Konopka & Benzer (1971). Eles verificaram que esses mutantes apresentavam
seu ritmo circadiano de atividade locomotora alterado podendo ter tanto periodos
mais curtos (mutante per®), como mais longos (mutante per) ou ainda nao ter ritmo
nenhum (mutante per®’). O que Kyriacou & Hall (1980) descobriram mais tarde é que
a alteracdo da periodicidade do som é similar a do relégio circadiano, assim o
mutante per’ tem também um periodo de oscilagdo do IPl mais curto e assim
sucessivamente (Fig. 1.2). Posteriormente os mesmos autores (Kyriacou & Hall,
1982; Kyriacou & Hall, 1986), em experimentos utilizando a técnica de ‘playback’,
constataram que a interacdo desta oscilacdo, conhecida hoje como ciclos de
“Kyriacou & Hall” (Ritchie et al, 1999), com o valor médio do IP| afetava a rapidez
com que as fémeas aceitavam os machos para a cépula. Além disso, outros
experimentos utilizando ‘playback’ mostraram que ndo € a mera variagéo do IPIl que
estimula a copula, mas sim, a presenca dos ciclos de “Kyriacou & Hall” (Ritchie et al,
1999). Esse tipo de ensaio ja comprovou também o potencial do som para influenciar
o isolamento sexual entre espécies (Kyriacou & Hall, 1986; Ritchie et al, 1998; Ritchie
et al, 1999; Isoherranen et al, 1999).

Outros genes que afetam o som ja foram identificados em Drosophila como
cacophony (cac) e no-on-transient A (nonA), entre outros (Kulkarni et al, 1988;
Rendal et al, 1992; Smith et al, 1996; Yamamoto et al, 1997; Peixoto & Hall, 1998;
Gleason 2005). Além de genes que afetam o som, ja foi iniciada também a
identificagdo de loci controlando a escolha das fémeas pelo som do macho da
mesma espécie como, por exemplo, nas duas espécies irmas Drosophila ananassae
e Drosophila pallidosa (Doi et al, 2001).

Como mencionado acima, em muitas espécies de Drosophila as fémeas
também produzem som (Hoikkala, 1993), como é o caso de todas as espécies do
grupo Drosophila virilis (Satokangas et al, 1994). Em algumas destas espécies,
Drosophila borealis, Drosophila flavomontana, Drosophila lacicola, Drosophila
montana e Drosophila kanekoi, esse som é espécie-especifico podendo portanto
apresentar um papel importante no isolamento reprodutivo.

Outro aspecto importante nesta comunicacao acustica é a recepg¢ao do som
por parte da fémea. O som produzido pelo macho faz com que a antena da fémea



vibre e transmita a “mensagem” para o 6rgao de Johnston localizado na regido do
pedicelo da antena (Gopfert & Robert, 2002).
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Figura 1.2: Ritmo do intervalo entre pulsos no som dos machos de Drosophila melanogaster
selvagens e de moscas mutantes do gene period. A. Macho selvagem. B. Mutante com o
periodo curto (per’). C. Mutante com o periodo longo (perl). D. Mutante arritmico (pero).
(modificado de Greenspan, 1995).

1.2 Sinais Acusticos em Insetos Vetores.

Alguns insetos vetores também produzem som. Os triatomineos (Hemiptera:
Reduviidae), vetores da doenca de Chagas, sdao um deles. Apesar de nem todas as
espécies dessa sub-familia estridularem, os que estridulam, como Triatoma infestans
e Rhodnius prolixus, o fazem ao esfregarem a ponta da probdscida no 6érgao



estridulatério (Schofield, 1977). Essa estridulagdo parece ser transmitida, para outros
triatomineos, por vibragdes através do substrato e deve ser captada por érgaos
presentes na tibia, j& que estes insetos parecem ndo apresentar um 6rgao de
captacdo do som transmitido pelo ar (Manrique & Schilman, 2000).

O 6rgao estridulatério (Fig. 1.3), responsavel pela producédo do sinal acustico,
€ constituido por uma série de ranhuras longitudinais na cuticula e esta presente em
todos os estagios de T. infestans. No primeiro estadio de ninfa ele é pouco
desenvolvido, ja a partir do segundo estadio, este 6érgdo passa a ser claramente
definido e as estrias passam a ser paralelas. A medida que o inseto se desenvolve e
muda de um estadio de ninfa para outro, até chegar o adulto, o 6rgéo estridulatério
aumenta em comprimento e largura e, no espago entre as estrias. No entanto, o
nuamero de estrias ndo varia de forma regular. Essas diferencas de caracteres fazem
com que a estridulacao seja diferente nos diferentes estagios de vida (Di Luciano,
1981).

Figura 1.3: Orgio estridulatério de

T. infestans (retirado de Di Luciano, 1981).

A estridulacdo é constituida de duas séries de movimentos um no sentido
antero-posterior e um mais intenso no sentido péstero-anterior (Roces & Manrique,
1996). Cada uma dessas séries € composta por um conjunto de silabas sendo que
cada silaba contém um grupo de picos intra-silabicos. A distancia entre os picos é
pequena inicialmente, mas aumenta a medida que a silaba vai chegando ao fim
(Schofield, 1977).



Os sinais acusticos sdo emitidos pelos triatomineos em pelo menos duas
ocasides: ao ser preso, impossibilitando o movimento livre causando o que foi
chamado de som ou vibracdo de disturbio (Schofield, 1977; Roces & Manrique,
1996), e um som ou vibracdo produzido pela fémea durante a corte para rejeitar a
copula (Manrique & Lazzari, 1994).

O som ou vibracao de disturbio aparenta ter a funcdo de defesa (Leston,
1957). Ja foi visto que a estridulacdo pode desempenhar este papel em outros
insetos (Masters, 1976). Schilman e colaboradores (2001) consideraram que, se a
hipdtese da fungédo defensiva fosse verdadeira, o som de disturbio poderia ser
generalizado em triatomineos. No intuito de verificar esta hip6tese, foi analisado o
som de machos e fémeas de Triatoma infestans, Triatoma sordida, Triatoma
guasayana, Rhodnius prolixus e Dipetalogaster maxima. Os autores verificaram que,
apesar das diferencas fisicas do 6rgao estridulatério, a freqiéncia era semelhante,
em torno de 2000 Hz, assim como o numero de repeticoes, cerca de oito silabas por
segundo. Com base nisso, eles teorizaram a existéncia de algum tipo de mecanismo
compensatério como a alteracdo na velocidade de atrito para manter estes padrdes
semelhantes.

O som ou vibracao de rejei¢ao € produzido pela fémea durante a corte apos o
macho subir em seu dorso, tanto em T. infestans quanto em R. prolixus, até que ele
desista de realizar a copula (Manrique & Lazzari, 1994; Manrique & Schilman, 2000).
O sinal de rejeicao em T. infestans € mais rapido que o de disturbio, sendo repetido a
uma taxa de 23,8 silabas/s. A freqiiéncia também é significativamente diferente neste
tipo de ruido ficando na faixa de 700-800 Hz. Em R. prolixus, a vibracao € repetida
numa velocidade de aproximadamente 35,6 silabas/s e possui uma frequéncia de
cerca 1500 Hz. Outra diferenga entre as duas espécies € que as silabas na segunda
sao mais curtas que na primeira (Manrique & Lazzari, 1994; Manrique & Schilman,
2000).

Outro vetor capaz de emitir sinais acusticos é a mosca tsé-tsé, Glossina spp
(Diptera: Muscidae), que transmite a doenca do sono. Os sons sdo produzidos pela
vibracdo das asas e tém origem na rapida contracdo dos musculos de vbo do
pterotérax (Popham et al, 1977). Esses insetos emitem uma diversidade de sons,
dentre eles estao os relacionados com a alimentagdo e com a corte (Popham et al,
1977). A atividade de canto se concentra na parte da manh& como todas as outras
atividades de Glossina (Saini, 1981).



O som de alimentacao ser produzido antes e/ou depois do repasto sanguineo
propriamente dito. O ruido pré-alimentacao é raro em machos e em fémeas virgens,
mas é relativamente comum em fémeas inseminadas, 20% deste grupo gera este tipo
de som. O som pés-alimentacdo é mais comum, sendo produzido principalmente por
fémeas inseminadas (Saini, 1983). Este som é espécie-especifico e Popham e
colaboradores (1977) mostraram que as moscas sdo capazes de responder ao som
de sua espécie, mas nao ao de outras. Essa resposta ao som é caracterizada pelo
aumento da atividade e pela extensao de sua probédscida.

Tanto Saini (1983) quanto Popham e colaboradores (1977) sugeriram que o
som de pos-alimentagao teria a fungao de atrair outros individuos da mesma espécie
para um local adequado com alimento disponivel. No entanto, Howe & Lehane
(1986), apesar de nao descartarem esta hipétese, verificaram que a contracao
muscular feita para gerar o som produzia também calor aumentando a temperatura
toracica. Além disso, eles verificaram que o tempo de som produzido pela mosca
apdés a alimentacdo estava relacionado a temperatura toracica inicial. Assim este
zumbido exerceria um papel na termo-regulagcdo da mosca, e mais que isso, talvez
fosse para otimizar a “decolagem” que seria mais dificil devido ao ganho de peso.

As fémeas de Glossina morsitans produzem ainda um som ap6s colocar os
ovos, que é bem diferente dos outros sendo bem mais longo. Enquanto, os outros
duram segundos, este se prolonga por aproximadamente de 6 minutos (Denliger et
al, 1983).

Outros dipteros vetores capazes de produzir sinais acusticos sdo os mosquitos
(Diptera: Culicidae). Esse grupo foi o primeiro a ter seu som comentado por
Christopher Johnston (1855) (citado em Belton, 1994). Nestes insetos, que sao
vetores de diversas doencas como a dengue e a maldria, 0 som de vbo desempenha
papel importante no comportamento sexual (Belton, 1994).

Em alguns géneros da familia Culicidae, os machos possuem olhos pouco
desenvolvidos, no entanto o érgao de Johnston, responsavel pela captacdao do som, é
muito desenvolvido (Clementes, 1999) (Fig. 1.4).



Left antenna

Figura 1.4: Antena de machos (A) e fémeas (B) de Aedes aegypti (retirado de Gopfert &
Robert, 2001).

E interessante notar que diferentes espécies reagem de forma distinta ao som.
Duhrkopf & Hartberg (1992) verificaram que os machos de Aedes albopictus nao
respondem ao som de véo das fémeas e que estas produzem um som mais fraco e
variavel do que as fémeas de Aedes aegypti. Ao contrario de Ae. albopictus, 0s
machos de Ae. aegypti sao atraidos pelo som de vbo das fémeas principalmente na
freqiéncia de 465 Hz. Nesse trabalho, os autores nao encontraram diferenga
significativa na frequéncia do som de véo dessas duas espécies. Posteriormente,
entretanto, foi visto que esta similaridade era devido a baixa taxa de amostragem
utilizada na gravacao feita por Duhrkopf & Hartberg (1992) (Brogdon, 1994).

Em anofelinos também é possivel observar diferencas no som de véo tanto de
machos quanto de fémeas. A comparacgao de colbnias de laboratério de espécies do
complexo Anopheles gambiae (Anopheles gambiae, Anopheles arabiensis,
Anopheles merus e Anopheles melas) mostrou diferengas significativas entre
algumas destas espécies. Apenas as espécies An. melas e An. merus, que nao se
encontram espacialmente em nenhuma localidade, ndo apresentam diferencas na
freqiéncia do som de vbo, sugerindo que este pode ser um fator no isolamento
reprodutivo entre as espécies simpatricas do complexo (Brogdon, 1998).

Experimentos utilizando a F1 de individuos selvagens de An. gambiae e An.
arabiensis mostraram que 0s sons sao significativamente diferentes com freqiiéncias
médias semelhantes as encontradas por Brogdon (1998), mas a distribuicdo
apresenta uma sobreposicdo maior do que no estudo com insetos da col6nia



(Wekesa et al, 1998). Eles viram ainda que o som das fémeas varia menos que o dos
machos, o que é consistente com a hip6tese de que sao estes ultimos que usam a
informacao acustica para identificar as fémeas da propria espécie.

O som pode ser utilizado em armadilhas especificas para atrair determinadas
espécies de mosquito. De fato este método vem sendo usado desde Kahn &
Offenhauser (1949). Apesar do sucesso limitado até o momento, os testes vém
melhorando ao longo dos anos com o desenvolvimento de novas tecnologias nos
equipamentos de som, o que deve aprimorar a performance deste tipo de armadilha
segundo Belton (1994).

1.3 Sinais Acusticos e o Complexo Lutzomyia longipalpis (Lutz &
Neiva)

Os insetos do género Lutzomyia estdo incluidos na ordem Diptera, familia
Psychodidae, sub-familia Phlebotominae. Véarias espécies deste grupo ja foram
incriminadas como vetores de Leishmania nas Américas (Young & Duncan, 1994).

Esta espécie € o principal vetor da leishmaniose visceral americana (Young &
Duncan, 1994), podendo ser encontrada desde o México até o norte da Argentina
(Young & Duncan, 1994). Esta doenca tem como agente etiolégico a Leishmania
chagasi e se estima que ocorra cerca de meio milhdo de novos casos no mundo por
ano (www.cdc.gov/ncidod/dpd/parasites/leishmania/factsht_leishmania.htm). Varias
evidéncias sugerem que este taxon representa um complexo de espécies no Brasil
(revisado por Uribe, 1999; Bauzer et al, 2007). Uma das espécies que parece fazer
parte deste complexo é Lutzomyia cruzi, que também é vetor da leishmaniose
visceral americana (Santos et al, 1998; Brazil & Hamilton, 2002). As fémeas de L.
cruzi sao indistinguiveis das de L. longipalpis, e os machos sao separados por
caracteristicas das cerdas da genitalia.

A hipétese de um complexo longipalpis no Brasil comecou com Mangabeira
(1969) que relatou diferencas morfologicas entre os machos das populacoes de L.
longipalpis provenientes do Para e do Ceara. Ele observou que os machos desta
espécie podiam ter um ou dois pares de pintas no 4° tergito ou no 3° e 4° tergitos,
respectivamente. O fen6tipo de um par de pintas € encontrado desde o México até o
sul do Brasil enquanto o de dois pares de pintas encontra-se principalmente no
nordeste brasileiro (Fig. 1.5).



Além dos morfotipos de pintas abdominais encontrados por Mangabeira
(1969), foram encontrados posteriormente, por Ward e colaboradores (1983; 1988),
individuos com fenétipo intermediario de uma pinta e meia (isto €, com a pinta do 3°
tergito de tamanho menor que a do quarto) em algumas populacdes naturais. Neste
mesmo trabalho foram realizados também experimentos de cruzamento entre
populacées de individuos com o mesmo fendtipo e com fendtipos diferentes. Os
resultados mostraram que as pintas ndo podiam ser utilizadas como carater
taxondmico. Por exemplo, em alguns cruzamentos entre populagdes de uma pinta
com populagdes de duas pintas, a maior parte da prole apresentava o fenétipo
intermediario e os hibridos eram férteis e viaveis. Contudo em alguns cruzamentos
entre populagdes com o mesmo fendtipo, eles encontraram isolamento reprodutivo
causado por taxa de inseminagdao muito baixa. As pintas, no entanto, podem servir de
marcador morfolégico para separar espécies simpatricas do complexo longipalpis em
algumas localidades. Por exemplo, foi visto isolamento reprodutivo entre duas
populacées simpatricas em Sobral (CE). Nessa localidade foi constatado que a
populacédo cujos machos possuiam um par de pintas abdominais estavam isolados
reprodutivamente da populacdo cujos machos tinham dois pares de pintas (Ward et
al, 1983; 1988).

Os resultados destes experimentos com cruzamentos mostraram que o
isolamento reprodutivo ndo estava relacionado ao fenétipo de pintas e sim ao tipo de
ferombnio produzido pela populacdo. Esse feromdnio sexual é produzido por
glandulas presentes nas pintas dos machos (Lane et al, 1985; Ward et al, 1988). Até
o momento foram identificados quatro tipos diferentes de ferombnios. Sao eles: (S)-9-
metilgermacreno-B (9MGB), encontrado, por exemplo, na populagdo da gruta da
Lapinha (MG); 3-metil-a-himacaleno (3MaH) encontrado na populagédo de Jacobina
(BA); cembreno-1 encontrado, por exemplo, nos machos de Sobral (CE) com 2 pares
de pintas abdominais e o cembreno-2 encontrado em individuos com 1 par de pintas
na populacao de Jaiba (MG) (Ward et al, 1988; Hamilton et al, 1996a; 1996b; 2004;
2005). Além disso, Os machos de L. cruzi, provavel membro do complexo longipalpis,
também apresentam pintas abdominais com glandulas de feroménio (Spiegel et al,
1998). Esses machos produzem o feroménio sexual (S)-9-metilgermacreno-B
(9MGB), o mesmo encontrado na populacao de L. longipalpis da gruta da Lapinha
(Brazil & Hamilton, 2002).
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Figura 1.5: Machos de Lutzomyia
longipalpis com uma (A) e duas
pintas abdominais (B) (retirado de
Ward et al, 1983).

Analises moleculares do gene period de L. longipalpis também encontrou
diferengas significativas entre diferentes regides brasileiras, inclusive entre as
populacbées simpatricas de Sobral (Bauzer et al, 2002a; 2002b; Araki 2005; Araki &
Peixoto, dados nao publicados) sustentando a hipétese do complexo. Dados
semelhantes a esses foram encontrados com microsatélites e com outros genes que
afetam o comportamento sexual de Drosophila (Maingon et al, 2003; Bottecchia et al,
2004; Watts et al, 2005; Lins, 2006; Lins & Peixoto, dados n&o publicados).

Apesar dessas evidéncias que mostram grandes diferengas entre as
populagdes brasileiras de L. longipalpis, analises utilizando como marcadores
isoenzimas, genes mitocondriais e RAPDs ndo encontraram diferengas suficientes,
segundo seus autores, para indicar a existéncia de espécies cripticas no Brasil
(Mukhopadhyay et al, 1998a; Mutebi et al, 1999; Azevedo et al, 2000; Arrivillaga et al,
2002; 2003; Hodgkinson et al, 2003; Balbino et al, 2006; contudo veja Soto et al,
2001). Entretanto, a baixa diferenciacdo encontrada nesses trabalhos pode
simplesmente refletir um processo de especiagao recente ou ainda ser resultado de
introgressao, pois o isolamento reprodutivo ndo é completo (Ward et al, 1988). Além
disso, numa analise detalhada destes trabalhos verificamos que os autores sugerem
a existéncia de uma estruturacao nas populagcdes brasileiras que se assemelha as
espécies sugeridas em trabalhos favoraveis a existéncia do complexo longipalpis no
Brasil (Ward et al, 1988; Bauzer et al, 2002a; 2002b; Bottecchia et al, 2004; Hamilton
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et al, 2005; Watts et al, 2005; Araki 2005; Araki & Peixoto, dados nao publicados; Lins
2006; Lins & Peixoto, dados néo publicados;).

Contudo, embora hoje as evidéncias da existéncia de um complexo longipalpis
no Brasil sejam muito grandes, ainda ndo sabemos por quantas espécies cripticas ele
€ constituido. Assim como Drosophila, L. longipalpis também produz sinais acusticos
durante a corte (Ward et al, 1988) e ja foi visto a existéncia de diferentes padrdes de
som de copula produzidos por machos de diferentes populacdes (Souza et al, 2002)
(Fig. 1.6). Como mencionado acima, o som de corte dos machos de Drosophila esta
implicado no isolamento reprodutivo e € um bom marcador para diferenciar espécies
préximas. Sendo assim, uma andlise mais detalhada do som de cépula L. longipalpis

pode trazer informacgdes valiosas a respeito do complexo.
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Figura 1.6: Som de cépula de trés diferentes populagdes de L. longipalpis (retirado de Souza
et al, 2002).
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2. Objetivos:

Objetivo Geral:

Estudar os sinais acusticos de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi e
contribuir para a elucidagcdo do numero de espécies que compde o complexo
longipalpis no Brasil.

Objetivos Especificos:

- Analisar detalhadamente o som de copula produzido por machos de
diferentes populacdes brasileiras de L. longipalpis.

- Analisar o som de cépula de machos de L. cruzi e compara-lo com o som de
L. longipalpis.

- Verificar o efeito da colonizagdo no som produzido pelos machos de L.
longipalpis.
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3. Material e Métodos:

3.1 Insetos

Os flebotomineos utilizados neste estudo foram obtidos de col6nias recentes
ou da F1 de fémeas coletadas de diversas localidades. Os individuos de L.
longipalpis séo provenientes das localidades de: Jacobina, Bahia; gruta da Lapinha,
Jaiba e Nova Porterinha, Minas Gerais; Natal, Rio Grande do Norte; Salvaterra, ilha
de Marajo, Para; Pancas, Espirito Santo; Estrela de Alagoas, Alagoas; Mesquita, Rio
de Janeiro, Teresina, Piaui; e Sobral, no Ceara (Fig. 3.1). Os machos das localidades
de Estrela, Jaiba e Sobral foram separados em dois grupos de acordo com o fenétipo
de pintas abdominais em: uma pinta (1P) e duas pintas (2P). Essa separacao foi feita,
pois nestas localidades parece que as pintas estdo, por acaso, servindo como
marcador de duas espécies diferentes (Ward et al, 1988; Hamilton et al, 2004, 2005;
Souza et al, 2004; Araki & Peixoto, dados nao publicados). Em Teresina machos com
duas pintas e fenétipos intermediarios também sao encontrados, no entanto, apenas
individuos de 1 pinta, que constituem a grande maioria, foram gravados. Em Natal, a
maioria dos machos possui a forma intermediaria e ndo houve separacao entre os
diferentes fenoétipos durante as gravacdes. Sabe-se que nesta localidade o
polimorfismo de manchas ndo tem associacdo com a ocorréncia de espécies
simpatricas (Mukhopadhyay et al, 1998b). Em Jacobina, Nova Porterinha e Mesquita
0s machos possuem duas pintas, enquanto em Lapinha, Maraj6é e Pancas os machos
possuem uma pinta,

Além de diversas populacdes de L. longipalpis foi analisado ainda o som de
individuos de L. cruzi, provavel integrante do complexo longipalpis, provenientes de
Corumba, Mato Grosso do Sul. A maioria dos insetos utilizados nesta parte do
trabalho foram cedidos pela Dra Nataly Araljo de Souza do Departamento de
Entomologia, e pelo Dr Reginaldo Peganha Brazil do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular, ambos do Instituto Oswaldo Cruz.

Foi feita também uma andlise de gravacdes de L. longipalpis de colbnias
antigas, mantidas ha muitos anos pelo Professor Richard Ward (Universidade de
Keele, Reino Unido) que foram iniciadas com individuos das populagdes de Jacobina
e de Maraj6. Estas colbnias tinham cerca de 15 e quatro anos, respectivamente,

quando as gravacoes foram realizadas.
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3.2 Gravacao do som

A gravagado do som foi realizada de acordo com os métodos desenvolvidos
para Drosophila (e.g. Peixoto & Hall, 1998). Esse método consiste em colocar um
macho e uma fémea virgens, geralmente por cerca de cinco minutos, no Insectavox
(Gorczyca & Hall, 1987), que é um microfone especial desenvolvido para a gravacao
do som de Drosophila (Fig. 3.2). Este consiste de uma caixa de metal, onde se
encontra o microfone propriamente dito. Em cima deste microfone € colocada uma
pequena caixa de acrilico, com fundo de fil6, contendo um casal de flebotomineos
(Fig. 3.3). Nas gravagoes foi utilizada também uma camera de video Sony Hi8 CCD-
TRV6E5, além de um video-cassete Sony SLV-77HFBR, para que fosse possivel,
posteriormente, associar o som emitido com o comportamento dos insetos. Os sons
de parte dos individuos da populacéo de Jaiba foram gravados em DVD utilizando o
gravador de DVD Panasonic DMR-ES10. As gravacoes de flebotomineos de col6nias
antigas mantidas pelo Prof Ward foram realizadas pelo Dr Alexandre A. Peixoto no
Reino Unido em 2000. As demais gravacgdes foram feitas a partir de 1999 e cerca de
metade delas também foram realizadas pelo Dr Peixoto com a ajuda da Dra. Nataly
de Souza.

Esses estudos foram realizados com individuos adultos, de poucas geracdes
no laboratério (em geral F1 e F2) com idades entre dois e oito dias apds a
emergéncia alimentados com solucdo de sacarose saturada, com temperatura
controlada, 26°C * 1°C. Foram utilizados insetos também coletados diretamente no
campo. O som gravado em VHS foi, entdo, digitalizado a uma taxa amostral de 20
kHz com o uso do CED 1401 e o programa Spike2, versao 4.08 ambos da Cambridge
Electronic Design. Todas as gravacdes foram analisadas com o programa Spike2 e
0s seguintes parametros do som foram estudados: (1) intervalo entre pulsos (IPl) ou
intervalo entre “bursts” (IBl) dependendo do tipo de padrdo do som (ver adiante) (Fig.
3.4). O IPI foi calculado pela média do tamanho do trem, que é o tempo em que o
som é produzido, divididos pelo nimero de pulsos menos um. J& o IBI foi calculado a
partir do tempo entre metade do primeiro “burst” até a metade do ultimo “burst”
dividido pelo nimero de “bursts” menos um. (2) tamanho do trem (segmento de som
contendo uma sequéncia de pulsos ou “bursts”), medido a partir do inicio do primeiro
pulso ou “burst” até o final do ultimo pulso ou “burst” (Fig. 3.5). (3) numero de pulsos
ou “bursts” produzidos pelo macho em cada trem (Fig. 3.4). (4) freqiéncia do trem
medida por FFT (“Fast Fourier transform”). (5) ciclos por pulso (apenas nas
populacbées com som do tipo pulsado, ver adiante). Esse parametro foi medido
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calculando o numero total de ciclos no trem dividido pelo nimero de pulsos. Nas
populagdes de Sobral 1P, Teresina e Jaiba 1P foi feita também uma medicao da
proporcao de pulsos que estao intercalados por dois pulsos de amplitude maior (ou
menor), ou seja, um pulso de alta amplitude onde os pulsos anterior e posterior
possuem amplitude mais baixa e vice-versa (ver resultados). Alguns individuos
produziram mais de um trem, nestes casos, foi feita a média dos pardmetros dos
diferentes trens para que fosse feita a comparacdo entre individuos e entre
populacdes. Foram feitas analises de variancia e realizado testes Post-Hoc LSD com
os dados obtidos.

16



Teresina

Sobral 1P

A B Sobral 2P

“' -

| il
/ Natal
77_//_( B Estrela 1P

Estrela 2P
Jacobina

www.tse.gov.br Jaiba 1P

../"—\\?
S ...
/ Lapinha

I3 A\\L \

o

Jaiba 2P

Nova Porterinha

Mesquita

Figura 3.1: Mapa do Brasil indicando as diferentes populagdes de L. longipalpis estudadas.
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Figura 3.3: Parte interna do Insectavox. O circula vermelho evidencia o microfone
propriamente dito. Este € o local onde a caixa de acrilico com o casal € colocada.
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Figura 3.4: Trecho do som de um macho de L. longipalpis para exemplificar o intervalo entre
pulsos (IPI) e o pulso.
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Figura 3.5: Trem primario (ver resultados) de um macho da populagdo de Jacobina. As linhas
vermelhas sinalizam aproximadamente o inicio e o final do trem.
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4. Resultados:

O som produzido durante a cépula por machos de Lutzomyia longipalpis e
Lutzomyia cruzi é composto por um som primario, mais rapido e muito variavel entre
populacdes (ver abaixo) e um secundario mais lento, emitido geralmente entre dois
trens de som primario, sendo constituido de pulsos de baixa amplitude com grande
variacdo no numero de ciclos por pulso, além de ser superficialmente similar em
todas as populagoes (Fig. 4.1).

O som primario de L. longipalpis, ao contrario do som secundario, apresenta
grande variagdo entre as populagdes e pode ser facilmente separado em trés tipos:
o som do tipo pulsado, o som do tipo “burst” (sinal altamente policiclico sendo
modulado em amplitude e freqtiéncia), encontrado também em L. cruzi, e um tipo
misto que comeca de forma semelhante ao tipo pulsado e depois fica mais parecido
com o tipo “burst” (Fig 4.2). Além dos padrbes serem bem diferente nesses trés
tipos, 0 modo como cada tipo é produzido também é diferente. Os machos que
produzem som pulsado o fazem batendo aparentemente ambas as asas
simultaneamente. Ja aqueles que fazem som do tipo “burst” batem as asas
alternadamente, torcendo o corpo de maneira ondular de um lado para o outro. O
tipo misto também é feito de forma mesclada. A parte que parece com o0 som
pulsado é produzida da mesma forma que o som pulsado, e a parte que se
assemelha ao tipo “burst” é feita com os machos batendo as asas da mesma forma
que aqueles que produzem apenas som do tipo “burst”.

Uma analise estatistica preliminar mostrou diferencas altamente significativas
(p<0.000001) entre padrdes pulsado e de “burst” (Souza et al, 2004). Assim as
populacées foram agrupadas para analise de acordo com o padrdo do som
produzido pelo seu macho.
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longipalpis. B. um som primario do tipo pulsado seguido do som secundario.
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4.1 Populaco6es naturais

4.1.1 Padrao pulsado

Nas populagdes onde foi encontrado som do tipo pulsado foram analisados os
parametros: intervalo entre pulsos (IPIl), nimero de pulsos no trem (NP), tamanho do
trem (TT), freqiéncia (Freq) e numero de ciclos por pulso (CPP). As médias e o erro
padrdo da média para os parametros nessas populacdes estdao apresentados na
tabela 4.1.

Este tipo de som foi encontrado nas populacdes de Jacobina, Lapinha, Sobral
1P, Teresina, Jaiba 1P e Estrela 1P. Dentre essas populagdes foram observados
cinco diferentes padrées de som primario, cada um foi nomeado como Pulsado, e o
nuamero correspondente (Pn) (Fig 4.3 A e B).

O padrao P1, encontrado em Jacobina, se caracteriza por apresentar pulsos
homogéneos ao longo do trem. Nessa localidade os machos produzem um som com
cerca de 45 pulsos por trem, além de uma freqiéncia baixa; em média 231,89 Hz
(tabela 4.1).

O P2, produzido pelos machos da Lapinha, é constituido por pulsos
essencialmente monociclicos intercalados por pulsos policiclicos. Esses machos
produzem sons longos com o trem de 3,28 segundos, em média. Nessa populagéao,
no carater ciclos por pulso, foi feita uma medicdo separada dos pulsos policiclicos
daqueles pulsos que tinha menos de cinco ciclos. A comparagdo com as outras
populacdes foi feita utilizando o valor médio dos ciclos essencialmente monociclicos
(ver adiante) (tabela 4.1).

Nas populacées de Sobral 1P e Teresina foi encontrado o padrdao P3, que
apresenta pulsos de alta amplitude alternados com pulsos de baixa amplitude. O som
dessas populagcdes apresenta as maiores freqiéncias entre todas que produzem som
pulsado, cerca de 300 Hz (tabela 4.1).

O padrao P4 foi encontrado na populagdo de Jaiba 1P e se caracteriza por
apresentar oscilacao ciclica da amplitude dos pulsos. A variacao ciclica deste padrao
se da em todos os pulsos com a amplitude crescendo e diminuindo gradativamente.

Ja o padrao P5, observado na populacao de Estrela 1P, se caracteriza por ter
pulsos homogéneos ao longo do trem com alguns pulsos policiclicos no final do trem.
Outras caracteristicas importantes desse padrdo sdo: um intervalo entre pulsos

pequeno (35,3 milisegundos) e um trem bem longo (3,57 segundos) (tabela 4.1).

23



Nessa populacao, assim como em Lapinha, os pulsos policiclicos foram separados
dos outros para a andlise de ciclos por pulso.

A andlise de variancia (ANOVA) realizada com os dados obtidos, comparando
as populacdes que tém som com padrbes pulsados, mostrou diferencas significativas
para todos os parametros (IPI: Fa41) = 20,23, p<0,001; NP: Fi441; = 17,32, p<0,001;
TT: Fuaas) = 10,63, p<0,001; Freq: Fuas = 12,07, p<0,001; CPP: Fu41 = 26,87,
p<0,001).

Foi realizado um teste Post-Hoc LSD (“Least significant difference”)
comparando todas as populacoes par-a-par (tabelas 4.2, 4.3 e 4.4). Essa andlise foi
realizada excluindo-se a populacdo de Estrela 1P, porque o som de apenas um
individuo foi gravado desta populacao. Os resultados dessa analise mostram que as
populacbes de Sobral 1P, Teresina e Jaiba 1P ndo apresentam diferencas
significativas em nenhum dos parémetros (tabelas 4.2, 4.3 e 4.4). No entanto, os
padroes de Sobral 1P e Teresina sao diferentes do padrao de Jaiba 1P. Como o P3
se caracteriza visualmente por apresentar pulsos que se alternam em amplitude, foi
calculada para essas trés populagcdes a proporcao de pulsos que estao intercalados
por dois outros pulsos de amplitude diferente, ou seja, pulsos de baixa amplitude
onde 0s pulsos anterior e posterior apresentam amplitude maior ou vice-versa.

O teste LSD realizado para esse parametro nessas trés populagdes foi feito
apés a transformacao angular das proporcdes observadas. Essa andlise ndo mostrou
diferenca significativa entre os padrées de Sobral 1P e Teresina, que possuem em
média mais de 85% dos pulsos apresentando alternancia, mas mostrou diferenca
dessas duas com a populacado de Jaiba 1P (p<0.00001 em ambos 0s casos) que
apresenta apenas cerca de 4% dos pulsos com amplitude intercalada (tabela 4.1 e
tabela 4.4).
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Figura 4.3A: Som primadrio das diferentes populagdes que apresentam som do tipo pulsado.

Na figura € mostrado cerca de 1s de som.
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Figura 4.3B (continuacao): Som primdrio das diferentes populagcdes que apresentam som do

tipo pulsado. Na figura é mostrado cerca de 1s de som.
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Tabela 4.1: Parametros do som das populagdes que apresentam som do tipo pulsado. A
tabela mostra a média (+erro padrdao da média).

N IPI (ms) NP TT (s) Freq (Hz) CPP
Jacobina 11 51,96 +1,61 44,86 +3,02  2,30+0,20 231,89 +11,01 2,6118 +0,20
Lapinha 15 57,59 +1,27 58,09 +2,81 3,28 40,16 284,08 +6,92 1,44 +0,09*
9 —_ 9 —_ b —_ b —_ (6,2110,32**)
67,01 +0,93
Sobral 1P 11 (0,80 +0,03%+%) 32,27 +1,04 2,10 +0,08 306,52 +5,78  3,1296 +0,12
. 65,50 +0,74
Teresina 7 (0,86 +0,04%%%) 32,81 +2,75 2,08 +0,18 298,67 49,08 3,1109 +0,15
67,11 +6,77
,!aiba 1P 2 (0,04 +0,04%%+) 31,50 +11,50 1,97 +0,57 292,97 +10,85 2,5850 +0,47
2,00*
Estrela 1P 1 35,30 102,00 3,57 175,78 (8,14

* Valores excluindo aos pulsos muito policiclicos.
** Valores referentes aos pulsos policiclicos.
*** Valores referentes a proporcao de pulsos com amplitude alternada.

N — ndmero de individuos

IPI — intervalo entre pulsos

NP — nimero de pulsos por trem
TT — tamanho do trem

FREQ - freqiiéncia

CPP - ciclos por pulso
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Tabela 4.2: Andlise Post-Hoc LSD com o teste LSD comparado as populacdes com som pulsado. A metade superior da tabela mostra os valores
de probabilidade para o IPI e a parte inferior € referente ao nimero de pulsos.

|PI

NP Jacobina Lapinha Sobral 1P Teresina Jaiba 1P
Jacobina hatokokkok 0,003 <0,001 <0,001 <0,001
Lapinha 0,001 lokiaioi <0,001 <0,001 0,008
Sobral 1P 0,002 <0,001 Rlokiaiol 0,493 0,977
Teresina 0,009 <0,001 0,903 KiGloliolo 0,797
Jaiba 1P 0,062 <0,001 0,912 0,858 kA

Em negrito estao assinalados os valores significativos ao nivel de 5%.

IPI — intervalo entre pulsos
NP — nimero de pulsos por trem
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Tabela 4.3: Andlise Post-Hoc LSD com o teste LSD comparado as populacdes com som pulsado. A metade superior da tabela mostra os valores
de probabilidade para o tamanho do trem e a parte inferior € referente a freqiiéncia.

1T

Freq Jacobina Lapinha Sobral 1P Teresina Jaiba 1P
Jacobina otkkofok <0,001 0,402 0,432 0,446
Lapinha <0,001 otk sk odok <0,001 <0,001 0,003
Sobral 1P <0,001 0,045 Rlokiaiol 0,963 0,766
Teresina <0,001 0,251 0,556 ok 0,658
Jaiba 1P 0,006 0,669 0,523 0,796 lclolaiolo

Em negrito estao assinalados os valores significativos ao nivel de 5%.

TT — tamanho do trem
FREQ - freqiiéncia
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Tabela 4.4: Andlise Post-Hoc LSD com o teste LSD comparado as populacdes com som pulsado. A metade superior da tabela mostra os valores
de probabilidade para o niimero de ciclos por pulso e a parte inferior € referente proporcao de pulsos que alternam a amplitude.

CCP

Amp Jacobina Lapinha Sobral 1P Teresina Jaiba 1P
Jacobina kR <0,001 0,014 0,034 0,941
Lapinha - hatekesotek <0,001 <0,001 0,002
Sobral 1P - - et 0,935 0,139
Teresina - - 0,552 il 0,171
Jaiba 1P - - <0,001 <0,001 ok

Em negrito estao assinalados os valores significativos ao nivel de 5%.

CPP — ciclos por pulso
Amp — Proporcdo de pulsos com amplitude alternada
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4.1.2 Padrao “burst”

O outro tipo de som de cépula encontrado em machos de L. longipalpis, o tipo
“burst”, foi observado nas populagdes de Sobral 2P, Jaiba 2P, Estrela 2P, Natal,
Marajé, Pancas e Nova Porterinha (Fig. 4.4 A e B). Este tipo de som também foi
encontrado em machos de L. cruzi (Fig. 4.5) e sendo assim esta espécie foi
comparada diretamente com as mencionadas acima. Todas essas populacdes
apresentam padrdes semelhantes e tiveram os seguintes parametros analisados:
intervalo entre “bursts” (IBI), nimero de “bursts” no trem (NB), tamanho do trem (TT)
e frequéncia (Freq) (Tabela 4.5).

Foram realizadas anadlises de variancia comparando os dados obtidos para as
populacdes de L. longipalpis e L. cruzi. Primeiramente, foram comparadas todas as
populacdes de L. longipalpis com o padrdao de “burst”. Em seguida foi realizado um
teste com essas populacées incluindo-se na andlise os machos de L. cruzi. Essa
andlise mostrou diferengas significativas no IBI, incluindo ou ndo os machos de L.
cruzi (tabela 4.6). Houve também uma diferenca significativa ao nivel de 5%
(p=0,045) na freqiéncia na comparacao que incluiu L. cruzi.

Assim como na analise do padrdo pulsado, foi realizado também um teste
Post-Hoc LSD comparando-se as populagdes com som de “burst” par-a-par (tabelas
4.7 e 4.8). Esse teste revelou as populacées de Jaiba 2P e de L. cruzi como os
extremos, maiores € menores, para o parametro IBIl. Essas populacdes apresentaram
diferencas significativas em relacdo a quase todas as outras populagdes, exceto na
comparacao de L. cruzi com Marajé e com Pancas. Nesta mesma andlise, no
parametro freqiéncia, as populacées com maior diferenca em relacdo as outras

foram as de Natal e, novamente, de L. cruzi.
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Figura 4.5: Som primadrio de L._cruzi. Esta espécie apresenta um som com padrio de “burst”. |

Na figura € mostrado cerca de 1s de som.
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Tabela 4.5: Parametros do som das populagdes que apresentam som do tipo “burst”. A tabela

mostra a média (+erro padrao da média).

N IBI (ms) NB TT (s) Freq (HZ)

Sobral2P 8 226,23 +8,38 13,69 +1,10 3,01 +£0,28 285,89 +4,01
Jaiba 2P 8 279,12 +14,36 10,78 +£1,07 2,89 40,34 272,11 +11,60
Estrela 2P 7 238,55 +14,75 13,62 +0,95 3,14 +£0,24 267,28 +5,37
Natal 9 229,86 48,22 11,15 +1,04 2,47 40,23 292,58 +8,76
Marajo 7 200,76 +9,59 12,00 +1,45 2,34 +0,30 281,81 +7,20
Pancas 5 224,56 +11,92 12,00 +1,00 2,58 +0,14 291,50 +4,20

N. Porterinha 5 243,51 45,61 11,37 40,99 2,63 +0,23 263,67 +6,18
L. cruzi 6 191,68 +11,33 12,93 +1,00 2,42 40,22 296,15 +7,11

N — ndmero de individuos

IBI - intervalo entre “bursts”

NB - ntimero de “bursts” por trem
TT - tamanho do trem

FREQ - freqiiéncia
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Tabela 4.6: Andlises de variancia comparando as populacdes de L. longipalpis com som de
“burst” e L. cruzi.

IBI (ms) NB TT (s) FREQ (Hz)
Populacoes
Fi6.42) = 4,87 Fie42=1,14 Fi6421=1,19 Fi6.421=2,03
com som do
p=0,001 p=0,356 p=0,331 p=0,086
tipo “burst”
Populacoes
com som do F7471 =591 Fr7471=1,08 Fr74n=1,21 Fr7471=2,27
tip() “burst” + P<0,001 p=0,394 p=0,316 p=0,045
L. cruzi

IBI — intervalo entre “bursts”

NB - ntimero de “bursts” por trem
TT - tamanho do trem

FREQ - freqiiéncia
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Tabela 4.7: Andlise Post-Hoc LSD com o teste LSD comparado as populacdes com som pulsado. A metade superior da tabela mostra os valores
de probabilidade para o IBI e a parte inferior é referente ao nimero de “bursts”.

|BI

NB Sobral2P ~ Jaiba 2P  Estrela 2P Natal Marajé Pancas N. Porterinha L. cruzi
Sobral2P etk 0,001 0,422 0,801 0,101 0,921 0,308 0,035
Jaiba 2P 0,054 oAk 0,011 0,001 <0,001 0,002 0,039 <0,001

Estrela 2P 0,964 0,068 GlGlolkol 0,561 0,056 0,748 0,410 0,017

Natal 0,082 0,798 0,102 kA 0,056 0,748 0,410 0,017
Marajé 0,273 0,427 0,568 0,568 kA 0,174 0,017 0,581
Pancas 0,319 0,470 0,606 0,606 1,000 KRiGloloiolo 0,314 0,071

N. Porterinha 0,172 0,728 0,895 0,895 0,714 0,735 GlGlolkol 0,006
L. cruzi 0,636 0,182 0,255 0,255 0,571 0,603 0,384 ek

Em negrito estao assinalados os valores significativos ao nivel de 5%.

IBI - intervalo entre “bursts”
NB - niimero de “bursts” por trem
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Tabela 4.8: Anélise Post-Hoc LSD com o teste LSD comparado as populagdes com som pulsado. A metade superior da tabela mostra os valores
de probabilidade para o tamanho do trem e a parte inferior € referente a freqii€ncia

Freq T Sobral2P  Jaiba 2P  Estrela 2P Natal Marajo Pancas N. Porterinha L. cruzi
Sobral2P etttk 0,745 0,728 0,129 0,077 0,298 0,354 0,137
Jaiba 2P 0,188 otttk 0,509 0,232 0,143 0,447 0,519 0,232

Estrela 2P 0,088 0,653 otttk 0,071 0,042 0,188 0,228 0,079

Natal 0,508 0,047 0,019 etttk 0,718 0,787 0,698 0,901
Marajé 0,704 0,368 0,194 0,306 otk 0,571 0,497 0,834
Pancas 0,635 0,106 0,051 0,926 0,426 ettt 0,917 0,722

N. Porterinha 0,065 0,476 0,766 0,015 0,140 0,038 ik 0,642
L. cruzi 0,362 0,036 0,015 0,744 0,218 0,711 0,012 Rlaloiaio

Em negrito estao assinalados os valores significativos ao nivel de 5%.

TT — tamanho do trem
FREQ - freqiiéncia
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4.1.3 Padrao misto

O terceiro padrao de som, o misto, foi encontrado somente na populagao de
Mesquita (Fig. 4.6). Como mencionado anteriormente, esse tipo de som parece ser
intermediario aos outros dois padrées. O primeiro quarto se assemelha ao som
pulsado e os trés quartos restantes ao padrao de “burst”. Apenas dois individuos,
proles da mesma fémea, foram gravados, no entanto, um deles copulou com trés
fémeas diferentes. Os sons destas copulas foram analisados separadamente, pois a
variagdo entre os trens produzidos por este individuo foi similar a variagao
encontrada entre os dois individuos.

Os valores de todos os parametros encontrados para esse padrdo sao
significativamente diferentes de todos os outros e sua frequéncia € a maior
encontrada nos sons das populagdes de L. longipalpis, em média 317,39 Hz. O
nuamero de ciclos por pulso também apresentou grande diferenca, com uma média
total de quase 14 ciclos por pulso (Tabela 4.9).

Um aspecto importante do som de Mesquita é o seu carater intermediéario: a
primeira parte é produzida e soa como um som pulsado, ja a segunda parte se
assemelha ao som do tipo “burst”. Assim as duas partes também foram analisadas
separadamente e comparadas, cada uma delas, com as populacdes com o tipo de
som correspondente. A média e o desvio padrdao dos parametros das duas partes
estdo apresentados na tabela 4.9.

A parte inicial corresponde a cerca de um quarto do trem total tanto em tempo
quanto em numero de pulsos. Esta parte, entretanto, apresenta pulsos com cerca de
8 ciclos por pulsos, valor que € maior do que o numero de ciclos encontrados nos
pulsos policiclicos de Lapinha (Tabelas 4.1 e 4.9). A parte final, que corresponde a
maior parte do trem, tem um tamanho de trem similar ao tamanho visto nas
populagcées com som do tipo “burst” (~3,287 segundos), no entanto, o intervalo entre
“bursts” apresenta um valor médio préximo da metade dos valores médios
encontrados nas populagdes com som de “burst”.

As duas partes do trem foram comparadas com as populacdes que produziam
o tipo de som semelhante a cada um deles por andlise de variancia. Nesta anélise
nao foi feita a comparagédo do numero de ciclos por pulso da parte final, pois nao foi
feitos esse tipo de analise no som das populagdées com tipo “burst”. O resultado desta
andlise esta apresentado na tabela 4.10. E interessante notar que o tamanho do trem
da segunda parte ndo apresenta diferenca significativa com o tamanho do trem das
populacées com som de “burst”.
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Mesquita (M)

Figura 4.6: Som primario da populacdo de L. longipalpis de Mesquita que apresenta som do

tipo misto. Na figura é mostrado cerca de 1s de som.
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Tabela 4.9: Parametros do som da populacdo que apresenta som do tipo misto. A tabela
mostra a média (+erro padrao da média). O valor inicial se refere a parte semelhante ao som
pulsado e o valor final a parte similar ao som de “burst”.

IPT/IBI NP /NB TT (s) Freq (Hz) CCP
(ms)
Mesquita (total) 106,49 +3,40 40 +1,96 4,14 +0,29 317,39 48,46 13,94 +0,20

Mesquita (inicial) 87,22 +5,31 10,5 +0,96 0,817 +0,08 161,14 +4,88 7,98 +0,39

Mesquita (final) 116,33 +2,46 29,25 42,594 3,287 +0,29 312,50 +10,55 16,13 +0,41

IPI — intervalo entre pulsos

IBI — intervalo entre “bursts”

NP — nimero de pulsos por trem
NB - niimero de “bursts” por trem
TT — tamanho do trem

FREQ - freqiiéncia

CPP - ciclos por pulso
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Tabela 4.10: Andlises de variancia comparando as duas partes do som de Mesquita com as populagdes
correspondentes a cada uma das partes. A parte inicial foi comparada com as populacdes com som
pulsado e a segunda parte com as populagdes com som de “burst”.

IPI/IBI (ms) NP/NB TT (s) FREQ (Hz) CPP

. Fioa41=29.31  Fiea=29,1  Fioas= 14,55 Fiea41=22.82  Fio44-92,78
Comparaciao com

som pulsado
p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

. Fig501=12,83 Figs501=22,03  Fgs01=1,41 Fis501=3,45
Comparaciao com

som de ""burst'
p<0,0001 p<0,0001 p=0,2156 p=0,0031

IPI — intervalo entre pulsos

IBI - intervalo entre “bursts”

NP — numero de pulsos por trem
NB — ntimero de “bursts” por trem
TT — tamanho do trem

FREQ — freqiiéncia

CPP - ciclos por pulso
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4.1.4 Comparacao dos diferentes padroes de som

Finalmente realizamos uma comparacao dos diferentes parametros analisados
nos padrdes observados. Esta comparacéo foi feita com as médias e o erro padrao da
média de cada um dos padrbes. Tanto a média como o erro padrao da média foram
calculados a partir dos valores de todos os individuos de cada padrdo. Estes dados
estdo apresentados nas figuras, 4.7, 4.8, 4.9 e 4.10. Apesar do som dos machos de L.
cruzi terem um padrao de “burst”, esta espécie nao foi agrupada com as populagdes de
L. longipalpis que produzem este tipo de som, sendo analisada separadamente.
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Figura 4.7: Gréfico com a média e o erro padrao da média do IPI (ou IBI) dos diferentes padrdes
encontrados em L. longipalpis e a média do IBI e o erro padrdo da média de L. cruzi.

P1 — pulsado 1 encontrado em Jacobina

P2 — pulsado 2 encontrado em Lapinha

P3 — pulsado 3 encontrado em Sobral 1P e Teresina

P4 — pulsado 4 encontrado em Jaiba 1P

PS5 — pulsado 5 encontrado em Estrela 1P

M — misto encontrado em Mesquita

B - som de “burst” encontrado em Sobral 2P, Jaiba 2P, Estrela 2P, Natal, Maraj6, Pancas e Nova
Porterinha.

L. cruzi — som encontrado nesta espécie, tipo “burst”
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Figura 4.8: Grifico com a média e o erro padrdo da média do nimero de pulsos (ou niimero de
“burst”) dos diferentes padrdes encontrados em L. longipalpis e a média do nimero de “burst” e o
erro padrdo da média de L. cruzi.

P1 — pulsado 1 encontrado em Jacobina

P2 — pulsado 2 encontrado em Lapinha

P3 — pulsado 3 encontrado em Sobral 1P e Teresina

P4 — pulsado 4 encontrado em Jaiba 1P

PS5 — pulsado 5 encontrado em Estrela 1P

M — misto encontrado em Mesquita

B - som de “burst” encontrado em Sobral 2P, Jaiba 2P, Estrela 2P, Natal, Marajo, Pancas e Nova
Porterinha.

L. cruzi — som encontrado nesta espécie, tipo “burst”
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Figura 4.9: Grifico com a média e o erro padrdo da média do tamanho do trem dos diferentes
padrdes encontrados em L. longipalpis e do som de L. cruzi.

P1 — pulsado 1 encontrado em Jacobina

P2 — pulsado 2 encontrado em Lapinha

P3 — pulsado 3 encontrado em Sobral 1P e Teresina

P4 — pulsado 4 encontrado em Jaiba 1P

PS5 — pulsado 5 encontrado em Estrela 1P

M — misto encontrado em Mesquita

B - som de “burst” encontrado em Sobral 2P, Jaiba 2P, Estrela 2P, Natal, Maraj6, Pancas e Nova
Porterinha.

L. cruzi — som encontrado nesta espécie, tipo “burst”
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Figura 4.10: Gréfico com a média e o erro padrao da média da freqiiéncia dos diferentes padroes
encontrados em L. longipalpis e do som de L. cruzi.

P1 — pulsado 1 encontrado em Jacobina

P2 — pulsado 2 encontrado em Lapinha

P3 — pulsado 3 encontrado em Sobral 1P e Teresina

P4 — pulsado 4 encontrado em Jaiba 1P

PS5 — pulsado 5 encontrado em Estrela 1P

M — misto encontrado em Mesquita

B - som de “burst” encontrado em Sobral 2P, Jaiba 2P, Estrela 2P, Natal, Maraj6, Pancas e Nova
Porterinha.

L. cruzi — som encontrado nesta espécie, tipo “burst”
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4.2 Analise do som de machos de coldnias antigas.

Outra andlise realizada neste trabalho foi a do som de colénias de L. longipalpis
provenientes de Jacobina e de Marajé, mantidas no laboratério a 15 e 4 anos
respectivamente, no intuito de verificar se a colonizagao prolongada causa algum efeito
no som. Nao foram observadas diferencas nos padrdes em relacdo aos sons dos
individuos gravados diretamente do campo e/ou de poucas geracbes criadas em
laboratorio (Fig. 4.11). A tabela 4.11 mostra as médias (+ erro padrao) encontradas para
os parametros do som de machos destas col6nias.

Apesar do padrdo ndo apresentar diferengas, vemos na comparagéo da media,
tanto do IPl como do IBl, uma diferenca significativa entre as colénias e as populagdes
naturais correspondentes. Ambas as colénias apresentam um aumento neste parametro:
65,88 milisegundos para Jacobina e 256,22 milisegundos para Maraj6. Essa diferenca
se mostrou significativa na andlise de varidncia em ambas as populag¢des (Fi1.251= 62,69,
p<0,001; F1.251= 18,87, p<0,001 respectivamente).

Também foram encontradas diferencas significativas no niumero de pulsos na
comparacgao da populagdo do campo com a coldnia de Jacobina (p=0,031) e na variacao
no tamanho do trem (p=0,045) na comparagao entre as duas amostras de Marajé
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Figura 4.11: Som primdrio dos machos das colonias provenientes de Jacobina e de Maraj6. Na
figura € mostrado cerca de 1s de som.
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Tabela 4.11: Parametros do som das coldnias antigas e das populagdes selvagens ou de coldnias
recentes correspondentes. A tabela mostra a média (+erro padrdo da média).

N IPI/IBI (s) NP/NB TT (s) Freq (Hz) CPP
Jacobina | o0 0975 35084078% 2254018 235244587 3.1140.11%
colonia
Marajo 15 25622 4746% 12754091  311+4020%  278.68 +3.40
colonia

N — ndmero de individuos

IPI — intervalo entre pulsos

IBI - intervalo entre “bursts”

NP — numero de pulsos por trem
NB — ntimero de “bursts” por trem
TT — tamanho do trem

FREQ — freqiiéncia
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5. Discussao:

Muitos insetos fazem corte durante a coOpula e este comportamento parece ser
importante para o que é conhecido como a escolha “criptica” da fémea (Eberhard, 1994).
Este tipo de comportamento parece estar ocorrendo em Lutzomyia longipalpis, pois alguns
estudos observaram que no cruzamento entre algumas populacdes brasileiras ocorria a
cépula, no entanto, a fémea nao era inseminada (Ward et al, 1988; Souza et al, 2002b)
sugerindo que existe algum mecanismo durante a copula que faz com que a fémea “aceite”
ou nao ser inseminada.

Sinais acusticos emitidos durante a corte sdo importantes no isolamento reprodutivo
de espécies do género Drosophila (Ewing & Bennet-Clark, 1968; Kyriacou & Hall, 1980;
Kyriacou & Hall, 1982; Hoikkala & Crossley, 2000; Hoikkala et al., 2000; Tauber & Eberl,
2003). Os machos de L. longipalpis também produzem som, no entanto, ele é feito
principalmente durante a coépula e, talvez, seja o sinal usado pela fémea para que esta
“permita” a inseminacgao.

Foram encontrados trés tipos distintos de som (primario) de copula produzido por
machos de L. longipalpis: o tipo pulsado, o de “burst” e 0 misto. Dentre esses tipos foram
observados sete padrdes de som, cinco pulsados e um de cada um dos outros dois tipos
sugerindo a existéncia de sete espécies cripticas de L. longipalpis. Essas diferencas
observadas sdo maiores que as vistas entre algumas espécies de Drosophila (ver Fig. 1.1),
sugerindo que cada um dos padrdes corresponde a uma espécie diferente do complexo.
Isso corrobora os dados obtidos com marcadores moleculares como microsatelites (Maingon
et al, 2003; Watts et al, 2005) e os genes period, cacophony e paralytic, todos os trés
envolvidos com o som de corte de Drosophila, que separam estas populacées de forma
semelhante a separagao vista no som de cépula (Bauzer et al, 2002a; 2002b; Bottecchia et
al, 2004; Araki 2005; Araki & Peixoto, dados n&o publicados; Lins 2006; Lins & Peixoto,
dados ndo publicados). Estes marcadores moleculares, assim como experimentos com
cruzamentos (Ward et al, 1983; 1988; Souza & Peixoto; dados nao publicados) e feromdnios
(ver abaixo) indicam que as popula¢cdées com diferentes tipos de som pulsado representam
espécies distintas enquanto que as populagdes de L. longipalpis com som de “burst’

representam provavelmente uma Unica espécie (Souza et al, 2004).
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Em L. longipalpis foram descobertos até 0 momento quatro tipos de feromonio sexual:
o 3-metil-o-himacaleno (3MaH), produzido pelos machos de Jacobina, o (S)-9-
metilgermacreno-B (9MGB), achado nas populagdes de Lapinha e Sobral 1P, cembreno-1,
encontrado em machos de Estrela 1P e em diversas populagdes com tipo som “burst”, e o
cembreno-2 visto recentemente em Jaiba 1P (Ward et al, 1988, Hamilton et al, 1996a;
1996b; 2004; 2005). Esses feroménios sdo produzidos por glandulas presentes nas as
pintas abdominais e 0s compostos mencionados anteriormente correspondem a mais de
90% do conteudo extraido destas (Ward et al, 1988, Hamilton et al, 1996a; 1996b; 2004;
2005). Aléem do componente principal, tanto a concentracdo como a quantidade deste e dos
outros componentes produzidos por essas glandulas sdo importantes na caracterizacao
taxondmica (Hamilton et al, 2005).

A populagédo de Jacobina onde encontramos o padrdao P1, apresenta o feroménio 3-
metil-a-himacaleno (3MaH) (Hamilton et al, 1996b, Souza et al, 2002a; Souza, Vigoder et al,
2004). Essa combinacdo padrdao de som-feroménio é exclusiva para esta populacao
(Hamilton et al, 1996b, Souza et al, 2002a; Souza et al, 2004). Experimentos de cruzamento
mostraram que essa populacdo é isolada reprodutivamente de outras populagdes que
apresentam outro tipo de som e feroménio (Ward et al, 1988, Souza et al, 2002b). Os dados
moleculares da anadlise das seqléncias dos genes period, cacophony e paralytic, também
mostram que essa populagdo € diferente das outras populacdes brasileiras (Bauzer et al,
2002a; 2002b; Bottecchia et al, 2004; Araki 2005; Araki & Peixoto, dados nao publicados;
Lins 2006; Lins & Peixoto, dados nao publicados).

Os machos de Lapinha (padrdao P2) e de Sobral 1P (padrdo P3) produzem sons
pulsados bem distintos. Embora, os machos destas duas populagdes produzam o mesmo
componente principal do feroménio sexual, o 9MGB, o extrato glandular possui quantidades
e concentracdes de compostos bem diferentes (Hamilton et al, 2005). Além disso, essas
populacdes apresentam também diferencas moleculares nos genes period, cacophony e
paralytic (Bauzer et al, 2002a; 2002b; Bottecchia et al, 2004; Lins 2006; Lins & Peixoto,
dados nao publicados).

Outro tipo de som pulsado, o P4, foi encontrado em Jaiba 1P. Os valores médios dos
parametros desse som sdo semelhantes ao do som P3 encontrado em Sobral 1P e
Teresina. Além da semelhanga numérica, esses dois padrées tém em comum uma variagao

ciclica da amplitude dos pulsos, no entanto, enquanto no som P3 a variagao ocorre de pulso
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para pulso, no som P4 essa variagdo acontece ao longo de varios pulsos. Os machos de
Jaiba 1P se diferenciam daqueles com padrao P3, pelo ferombnio; o cembreno-2 e por
diferengcas moleculares no gene period (Hamilton et al, 2004; Araki 2006; Araki & Peixoto,
dados nao publicados). O som desta populacao ainda deve ser melhor caracterizado ja que
apenas dois machos tiveram o seu som gravado, no entanto, em todas as outras populagdes
estudadas o padrao foi consistente, com todos os individuos, dentro de uma determinada
populacao, produzindo o mesmo padrao de som.

O ultimo padréao de som pulsado (P5) foi encontrado na populagdo de Estrela 1P.
Esta populagdo € a que apresenta maiores discrepancias quando comparados distintos
marcadores como os padrdes do som, tipos de feroménio e andlise molecular dos genes
period, cacophony e paralytic (Ward et al, 1988; Hamilton et al, 1996a; 1996b, 2004, 2005;
Bauzer et al, 2002a; 2002b; Bottecchia et al, 2004; Araki 2005; Araki & Peixoto, dados ndo
publicados; Lins 2006; Lins & Peixoto, dados nao publicados). Em Estrela 1P, o padrao de
som e as andlises moleculares separam esta populagdo da populacdo simpatrica Estrela 2P
(com som tipo “burst”), mas o feroménio encontrado € o mesmo (cembreno-1) (Hamilton et
al, 2005). A populacéo de Estrela 1P é a unica com som pulsado a apresentar o feroménio
cembreno-1, caracteristico das populagées com som de “burst” (ver adiante) (Ward et al,
1988; Hamilton et al, 2004; 2005). Seria interessante realizar experimentos de cruzamento
entre estas duas populacdes simpatricas para verificar o grau de isolamento reprodutivo
entre elas. O padrao P5 ainda deve ser confirmado, pois apenas um individuo teve o som
gravado, mas como mencionado anteriormente, até o momento o padrdo de som tem se
apresentado consistente em todos os individuos de uma populagéo.

A Unica populagdo com som pulsado cujos machos nao tiveram seu feromdnio
analisado foi Teresina. Estes machos produzem o mesmo padrdo de som encontrado em
Sobral 1P, o pulsado 3 (P3). O som destas duas populagbes nédo apresentou diferengas
significativas e a analise molecular do gene period também nao mostrou diferencas entre
elas (Bauzer et al, 2002a; 2002b; Araki & Peixoto, dados ndo publicados).

O padrao mais comum encontrado nas populagdes brasileiras de L. longipalpis foi o
do tipo “burst”. Este som, visto em machos de Sobral 2P, Jaiba 2P, Estrela 2P, Natal,
Marajo, Pancas e Nova Porterinha, € semelhante nestas populacées, apresentando poucas
diferencas nos seus parametros. Estas populacoes apresentaram diferencas significativas
apenas no parametro intervalo entre “bursts” (IBl). Esta diferenca se deve principalmente ao
IBI de Jaiba 2P, significativamente mais alto que o das outras populacdes. Na falta de
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experimentos de cruzamentos é dificil determinar se essa variagdo no IBl estda causando
algum isolamento reprodutivo entre Jaiba 2P e as demais populacdes com som de “burst”.
No entanto, andlise com o gene period (Araki & Peixoto, dados nao publicados) indica pouca
diferenciacao entre elas.

Em espécies de Drosophila, na qual o som de corte € bem caracterizado como um
componente importante no isolamento reprodutivo, foi visto que a mutagdes observadas que
alteram o IPI o0 aumentam (Gleason, 2005). Além disso, € mais facil selecionar artificialmente
para um aumento no IPl do que uma diminui¢do (Ritchie & Kyriacou, 1996), o que sugere a
existéncia de selecao sexual para IPIs menores (Gleason et al, 2002; Ritchie & Kyriacou,
1996). Assim, o aumento do IBIl na populacdo de Jaiba 2P poderia ocorrer devido a uma
selecdo sexual fraca para este parametro. Outra alternativa seria uma mudanca na
preferéncia das fémeas para o valor do I1BI nesta localidade.

Para distinguir estas alternativas e responder algumas perguntas seria interessante
realizar experimentos de “playback” com esta e outras populacdes. Nesse tipo de
experimento, cortam-se as asas dos machos e produz-se o som de forma artificial para
testar a resposta da fémea aos diferentes tipos de som e parametros. Assim poderiamos
saber a real importancia do som de copula para o isolamento reprodutivo e quais sao 0s
componentes principais deste sinal acustico para o reconhecimento especifico por parte das
fémeas das diferentes populacgdes.

Além da semelhancga do padrao de som (Souza et al 2004; esta dissertacéo) e do tipo
de feromobnio (cembreno-1) (Ward et al, 1988; Hamilton et al, 2004; 2005; Brazil,
comunicacao pessoal), as populacées Sobral 2P, Jaiba 2P, Estrela 2P, Natal, Marajé,
Pancas e Nova Porterinha também nao apresentam diferenciagcao significativa em analises
moleculares do gene period (Bauzer et al, 2002a; 2002b; Araki 2005; Araki & Peixoto, dados
nao publicados). Assim é provavel que estas populagdes representem uma Unica espécie
como mencionado acima.

O som do tipo "burst” foi encontrado também nos machos de Lutzomyia cruzi. Os
machos desta espécie se diferenciam dos machos de L. longipalpis pela anatomia da
genitalia. A comparacao do som de L. cruzi com as populacées de L. longipalpis que
apresentam o mesmo tipo de som (Sobral 2P, Jaiba 2P, Estrela 2P, Natal, Marajé, Pancas e
Nova Porterinha) mostrou variagdo no IBl e uma pequena variacao na freqiéncia. Eles se
diferenciam dessas populacdées pelo tipo de feroménio sexual produzido, o (S)-9-
metilgermacreno-B (9MGB) (Brazil & Hamilton, 2004) que também é encontrado em machos
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de Lapinha e Sobral 1P de L. longipalpis (Hamilton et al, 1996b; 2005). A analise molecular
do gene period mostrou que L. cruzi apresenta diferengas em relacéo a L. longipalpis sendo
a diferenciagdo semelhante a observada entre populacées com som de “burst” e pulsado
desta ultima (Araki 2006; Araki & Peixoto, dados nao publicados).

O ultimo tipo de som de cépula encontrado foi o tipo misto. Apenas dois individuos,
prole da mesma fémea, foram analisados. Este som foi gravado em machos da populacao
de Mesquita e apresenta caracteristicas dos dois outros tipos encontrados (pulsado e
“burst”), inclusive na forma como o som é produzido. Um dado interessante encontrado no
som destes machos € que o tamanho do trem da parte que se assemelha ao som de “burst”
ndo apresenta diferenca em relacdo ao tamanho do trem das populagdes com som do tipo
“burst”. Talvez este tipo de som seja uma transi¢do entre os dois outros tipos, tornando esta
populacdo particularmente interessante para um estudo evolutivo do som de cépula dos
machos de L. longipalpis. Infelizmente ndo é possivel realizar uma nova coleta na area
devido a problemas de seguranca publica. No entanto, iremos tentar gravar o som de
populacdes préximas com a esperancga de encontrar o mesmo padrao.

Outra analise realizada em nosso trabalho foi a do som de col6nias antigas. Esta
analise mostrou que o som mantém o padrao inalterado apesar da longa colonizagdo. Um
dado interessante desta analise € que ambas as colénias estudadas (Jacobina e Marajd)
apresentam um aumento significativo do intervalo entre pulsos/’burst” (IPI/IBl). Este
resultado levanta duas hipéteses; ou ndao esta havendo forte selecdo e o aumento esta
ocorrendo por deriva, ou esta havendo sele¢do nas colbnias a favor do aumento do IPI/IBI ja
que o aumento nas duas col6nias ocorreu de forma proporcional. A analise do som de
colénias de Drosophila melanogaster nao mostrou ocorréncia de um efeito no IPl causada
simplesmente por técnicas de colonizacao (Ritchie et al, 1994). Considerando que também
em Drosophila parece haver selegcdo para um IPl mais curto e que mutagées provocam
principalmente um aumento do IPI (Ritchie & Kyriacou, 1996; Gleason, 2005), o aumento
observado no IPI/IBI nas colbnias de L. longipalpis pode ser devido a auséncia de forte
selecao no laboratério.

As diferencas encontradas no som entre as populagdes de L. longipalpis séo
particularmente interessantes quando comparamos as localidades onde parecem ocorrer
duas espécies em simpatria, como Sobral, Jaiba e Estrela. Nestas localidades, os machos
apresentam diferengcas marcantes no som apesar de individuos de uma pinta e duas pintas

serem coletados na mesma armadilha, mostrando que representam espécies simpatricas, 0
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que é corroborado pelos dados do gene period (Araki 2006; Araki & Peixoto, dados nao
publicados). E interessante notar que nos trés casos os machos dos dois fenétipos
produzem sons de tipos diferentes, com o macho de um par de pintas produzindo som
pulsado e o de duas pintas som do tipo “burst”, apesar do tipo de som nao esta associado
ao fendtipo de pintas, ja que encontramos em outras localidades som pulsado em machos
com duas pintas (Jacobina) e som de “burst” em machos de uma pinta (Marajé e Pancas).

Seria interessante tracar uma linha evolutiva dos padrdes de som de cépula de L.
longipalpis para poder entender melhor o que esta acontecendo no complexo. No entanto, é
dificil determinarmos qual dos tipos de som encontrado seria o ancestral. Um estudo mais
aprofundado de individuos com som misto poderia, talvez, fornecer respostas para esta
duvida ja que este tipo parece ser intermediario aos outros dois podendo até mesmo ser
uma transicdo de um para o outro, ou representar uma populacéo originada da hibridizacao
de populagdes com som pulsado e de “burst”. Seria interessante também, para entender
melhor essa questdo, gravar o som de outra espécie do complexo, Lutzomyia
pseudolongipalpis (Arrivillaga & Feliciangeli, 2001), e de alguma espécie proxima que nao
faca parte do complexo, para tentar comecar a compreender como surgiram os diferentes
tipos de som.
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6. Conclusoes:

A andlise dos sinais acusticos de diferentes populagdes de Lutzomyia longipalpis
indica a existéncia de pelo menos sete padrboes diferentes no som de cédpula dos
machos, cinco padrdes pulsados e um padrao de “burst” e um padrao misto.

Os resultados da analise do som de cépula séo, de forma geral, consistentes com os
obtidos em experimentos de cruzamentos, com dados de ferombnios sexuais, com a
andlise de microsatélites e molecular dos genes period, cacophony e paralytic,
sugerindo a existéncia de pelo menos 7 espécies cripticas no complexo longipalpis no
Brasil.

Verificou-se que os machos de Lutzomyia cruzi produzem um som de cépula similar
ao produzido por algumas populag¢des de L. longipalpis, que, no entanto, produzem
um feroménio distinto, reforgando a idéia de que L. cruzi provavelmente faz parte do
complexo longipalpis.

A analise do som de duas coldnias antigas mostrou que o padrdo de som de cépula é
um carater estavel e bastante util na identificacao das espécies do complexo.
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