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RESUMO

ALBERGARIA, Rhiala Gomes, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, maio de 2022.
Estudo comparado de sensilas antenais de adultos de Toxorhynchites
theobaldi, Toxorhynchites violaceus e Culex bigoti: Mosquitos com larvas
predadoras. Orientador: Gustavo Ferreira Martins.

Fémeas de mosquitos adultos (Culicidae) (Meigen, 1818) normalmente sao
hematéfagas, o que esta ligado a transmissdo de patdgenos envolvidos no
desenvolvimento de infec¢cées de importancia epidemioldgica. A busca por estratégias
para controlar o aumento da incidéncia de infec¢des transmitidas por mosquitos, como
0 Aedes aegypti, € de suma importancia para evitar problemas de saude publica. O
conhecimento da fisiologia e morfologia de potenciais agentes de controle bioldgico
dos vetores, permite o desenvolvimento de técnicas cada vez mais eficazes de
controle populacional. Larvas de alguns mosquitos sdo predadoras de larvas de
invertebrados, incluindo de espécies de mosquitos. Para auxiliar nas pesquisas sobre
abordagens no controle de vetores epidemioldgicos, se fazem necessarios mais
estudos sobre sua biologia, o que inclui informacdes sobre as antenas, 6rgaos que
possuem importante participacao na busca dos vetores hematéfagos por hospedeiros
e da selecdo do local para a oviposicdo. No presente trabalho, foi feita a
caracterizacao das sensilas presentes no flagelo das antenas de adultos de mosquitos
(Toxorhynchites theobaldi, Toxorhynchites violaceus exclusivamente fit6fagos - e
Culex bigoti — com fémeas adultas hematofagas) que sao predadores durante a fase
larval. Ap6s comparacao entre os tipos de sensilas presentes em cada espécie, por
meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV), foram identificados cinco tipos
basicos de sensilas antenais: tricoide, cética, celocbnica, basiconica e ampulacea. As
sensilas antenais dos individuos adultos das trés espécies predadoras durante a fase
larval, sdo semelhantes, assim como quando comparadas com espécies hematéfagas
com habito alimentar larval diferente. A semelhanca morfolégica sugere que
independente dos habitos alimentares de cada espécie, essas sensilas podem estar

envolvidas em comportamentos comuns.

Palavras-chave: Sensilas. Antenas. Mosquito. Microscépio eletrdnico de varredura.



ABSTRACT

ALBERGARIA, Rhiala Gomes, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, May, 2022.
Comparative study of antennal sensilla from adults of Toxorhynchites theobaldi,
Toxorhynchites violaceus and Culex bigoti: Mosquitoes with predatory larvae.
Adviser: Gustavo Ferreira Martins.

Adult female mosquitoes (Culicidae) (Meigen, 1818) are normally hematophagous,
which is related to the transmission of pathogens involved in the development of
infections of epidemiological importance. The search for strategies to control the
increase in the incidence of infections transmitted by mosquitoes, such as Aedes
aegypti, is very important to circumvent public health problems. Knowledge of the
physiology and morphology of potential agents for biological control of vectors allows
the development of more effective techniques for population control. Larvae of some
mosquitoes are predators of invertebrate larvae, including mosquito species. To assist
in research on approaches to the control of epidemiological vectors, further studies on
their biology are needed, which include information on antennae, organs that play an
important role in the search for hematophagous vectors by hosts and site selection for
oviposition. In the present work, we characterized the sensilla present in the antennae
flagellum of adult mosquitoes (Toxorhynchites theobaldi, Toxorhynchites violaceus
exclusively phytophagous - and Culex bigoti - with hematophagous adult females) that
are predators during the larval stage. It was compared the types of sensilla present in
each species by means of scanning electron microscopy (SEM). Five basic types of
antennal sensilla were identified: trichoid, chaetica, coeloconic, basiconic, and
ampulaceous. The antennal sensilla of adult individuals of the three predatory species
during the larval stage are similar, as well as when compared with hematophagous
species with different larval feeding habits. This morphological similarity suggests that,
regardless of the feeding habits of each species, these sensilla may be involved in

common behaviors.

Keywords: Sensilla. Antenna. Mosquito. Scanning electron microscope.
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1. INTRODUGCAO

A familia Culicidae (Meigen, 1818) é um grupo monofilético que engloba cerca
de 3.586 espécies de mosquitos, divididos em duas subfamilias
(Anophelinae e Culicinae) e aproximadamente 113 géneros (Harbach, 2008; Harbach,
2021). Alguns géneros, mesmo hematofagos, sdo considerados parcialmente
fitéfagos (Stone et al, 2018), no entanto mosquitos do género Toxorhynchites
possuem alimentacao exclusivamente fitéfaga durante a fase adulta, ou seja, ndo
realizam hematofagia (Rivera-Pérez et al., 2017). Durante o estagio larval, predam
larvas de outros mosquitos, incluindo os de importancia médica, sendo assim, um
potencial agente de controle biologico (Focks, 2007; Bellamy e Alto, 2018).

Diferentemente dos mosquitos hematéfagos, principalmente os do género
Aedes, Anopheles e Culex, ha relativamente poucos estudos sobre a biologia,
fisiologia e morfologia dos adultos de Toxorhynchites, incluindo estudos do aparato
sensorial. Como as antenas tém importante participacdo na busca dos vetores
hematéfagos por hospedeiros (Syed e Leal, 2009; Hansson e Stensmyr, 2011),
conhecer os tipos de sensilas antenais envolvidas no comportamento ndo hematéfago
e comparar com as de espécies hematéfagas, pode auxiliar nas pesquisas sobre
abordagens para o controle de doencas e conhecer aspectos envolvidos nos

diferentes estilos de vida.

1.1. Toxorhynchites

Devido ao tamanho relativamente maior que o de outros membros da familia
Culicidae e ao formato de sua probdscide curvada para baixo, os Toxorhynchites sdo
comumente referidos como “mosquitos elefantes” (Donald, et al. 2020). Durante a fase
adulta, seu corpo € recoberto por escamas de cores vivas como azul, verde e purpura.
As larvas sdo bem caracteristicas, possuindo uma coloragéo que varia entre tons de
vermelho e roxo e um corpo de tamanho relativamente maior que o de outras larvas
(Wrbu, 2014). Ambos os sexos sao fitdfagos durante a fase adulta e se alimentam
exclusivamente de néctar e outras substancias acucaradas de onde adquirem
nutrientes, carboidratos e nao carboidratos, incluindo aminoacidos, sais e vitaminas
(Rivera-Pérez et al., 2017). Além disso, em seu estagio larval, os Toxorhynchites se

alimentam de outras larvas de invertebrados, incluindo mosquitos, principalmente as



espécies de importancia epidemiolégica como o Aedes aegypti, responsavel por
transmitir patdégenos da dengue, febre amarela, chikungunya e Zika (Alonso-
Palomares et al., 2018). Assim, as larvas ao consumirem grandes quantidade de
presas, adquirem as proteinas e lipideos necessarios para que a fémea adulta,
autégena, tenha uma ovogénese bem-sucedida (Watts e Smith, 1978).

Por néo representarem risco a saude e serem predadores de larvas de
mosquitos vetores, alguns estudos mostram que Toxorhynchites (Toxorhynchitini) sao
potenciais agentes para controle biolégico (Focks, 2007; Bellamy e Alto, 2018;
Marshall e Butler, 2020). Entretanto, os adultos das espécies do género ainda séo
pouco estudados (Collins e Blackwell, 2000), obtendo um foco maior na fase larval
(Jez e Mclver, 1980) e mais estudos sobre sua morfologia e comportamento precisam
ser realizadas para possibilitar experimentos de controle bioldgico.

Compreender se a hematofagia foi perdida ou se foi uma adaptagao que surgiu
em linhagens especificas, pode auxiliar nas pesquisas sobre genes-chave que
possam estar envolvidos no surgimento de um estilo de vida sem picadas, como uma
alternativa de mitigagéo da transmissao de doencas por vetores hematéfagos (Donald,
et al. 2020).

1.2. Culex (Lutzia) bigoti

O subgénero Lutzia (Culicini) inclui nove espécies divididas em trés
subgéneros: Insulalutzia (uma espécie), Lutzia (duas espécies) e Metalutzia (seis
espécies) (Harbach, 2008). Culex bigoti € uma das espécies incluidas no subgénero
Lutzia. Esta espécie possui o tamanho corporal relativamente grande comparado a
outros culicineos (Harbach, 2008). Em seu estagio imaturo, assim como em
Toxorhynchites, as larvas sdo predadoras, principalmente de larvas de outros
mosquitos (Lopes, 1999; Pérez-Santiago et al., 2019). Entretanto, durante a fase
adulta a fémea realiza hematofagia, alimentando-se em vertebrados, mas raramente
em seres humanos (Harbach, 2008; Berti et al., 2009; Medeiros-Sousa et al., 2013).

Por serem predadoras ativas e vorazes de larvas de mosquitos, como as de A.
aegypti, e nao apresentarem perigo como possiveis vetores de doengas para os seres
humanos, a espécie tem potencial como controle biol6gico de vetores (Pérez-Santiago
et al., 2019). Porém, assim como para Toxorhynchites, ha poucos estudos sobre a
morfologia e até mesmo a biologia de C. bigoti.
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1.3.Sensilas

A relacao adequada do animal com 0 meio em que vive é de suma importancia
para a sobrevivéncia. Essa interacdo com o ambiente depende de captar uma ampla
gama de estimulos quimicos, fisicos, térmicos (Hallberg e Hasson,1999) e responder
as mesmas de forma coordenada (De Bruyne e Baker, 2008).

A maioria dos comportamentos como localizacdo de hospedeiro, recursos
alimentares, parceiros reprodutivos, busca por local para oviposicao e até organizacao
da colénia em insetos sociais (Hansson e Stensmyr, 2011), sdo processados pelo
sistema nervoso do animal a partir de estimulos assimilados por estruturas presentes
no corpo do inseto e os transmitem para o sistema nervoso (De Bruyne e Baker, 2008).
A percepcao do ambiente, por meio de estimulos quimicos, requer especializagdes
para permitir que a quimiorrecepg¢ao ocorra. As principais estruturas envolvidas nesse
processo sdo as sensilas, érgaos sensoriais cuticulares compostos por pelo menos
trés elementos estruturais: as células neurais, células envelope, e a estrutura cuticular
(Hallberg, 1999). As sensilas atuam em uma variedade sensorial, como
mecanorrecepgado, termorrecepcao, higrorrecepcao (percepgdo de alteragdes da
umidade do ambiente), gustagéo e olfato (Mclver, 1974; Altner e Loftus, 1985). Elas
estdo espalhadas por toda a superficie corpérea, principalmente nas pernas, pecas
bucais e antenas dos insetos (Pinto, 2009).

Nos mosquitos, as sensilas com receptores olfativos estdo localizadas
principalmente nas antenas (Takken e Verhulst, 2013), que detectam e discriminam
estimulos quimicos transmitidos pelo ar, as quais orientam as fémeas hemato6fagas a
encontrarem o hospedeiro adequado, enquanto orientam machos e fémeas a
encontrarem variadas fontes de néctar necessario para a alimentacao (Chapman,
2013).

1.3.1. Sensilas antenais

As antenas flagelares estao presentes nos Thysanura, pertencentes ao grupo
dos Apterygota (que ndo possuem asas), e em todos os Pterygota (alados), incluindo
0s mosquitos, que possuem a morfologia das antenas bem conservada (Schneider,
1964; Ibrahim et al., 2018).
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As antenas sao divididas em trés segmentos: dois segmentos basais, sendo o
escapo, ligado a cabeca por uma membrana flexivel, e o pedicelo. O terceiro
segmento € o flagelo, localizado mais distal em relacdo a cabeca, sendo o mais
alongado e subdividido em flagelémeros, cobertos por sensilas (Gullan et al., 2007;
Hempolchom et al., 2017). As sensilas antenais n&o estao distribuidas aleatoriamente
na superficie das antenas (Zacharuk, 1985), assim como a quantidade pode variar em
cada regiao, muitas das antenas possuem um longo trecho proximal com poucas
sensilas, enquanto alguns segmentos distais tém maior variedade e quantidade de
estruturas sensoriais (Schneider, 1964). A distribuicdo, variedade e quantidade de
sensilas presentes nas antenas depende da necessidade e diversidade do
comportamento do inseto (Faucheux et al., 2006).

A morfologia externa das sensilas pode ter relacdo com as fungbes que
desempenham e de acordo com o formato que apresentam sao classificadas em
diferentes tipos (Hallberg et al., 2003). Embora possa ocorrer alguma variagéo, 0s
mosquitos possuem cinco tipos de sensilas antenais distribuidas ao longo de suas
antenas sendo elas, sensilas tricoide, cética, basiconica, celocbnica e ampulacea
(Mclver, 1982).

As sensilas do tipo tricoide (ST) séo finas e alongadas e surgem diretamente
da antena, sem qualquer alvéolo cuticular basal de insercdo especializado como
membrana de articulacao. Ha diferentes subtipos de ST (Schneider, 1964; Hallberg et
al., 2003). As ST sao encontradas na maioria dos insetos, e sdo envolvidas no
dimorfismo sexual de alguns grupos, como em mariposas Saturiidae, cujos machos
apresentam subtipos especificos de ST (Da Silva et al., 2019). Vespas do género
Agelaia e Polistes, apresentam ST de morfologia externa helicoidal e diferentes
subtipos que podem exercer a mesma funcdo, o tato, para verificar e manter a
integridade do ninho aberto (Walbrink, 2019). Em Culex quinquefasciatus, os subtipos
de ST possuem ponta pontiaguda, afuniladas uniformemente ao longo do
comprimento, finalizando em um Unico ponto (Dhanalakshmi et al., 2018). Enquanto
em A. aegypti, ha quatro subtipos ST: de pontiaguda longa, pontiaguda curta e dois
tipos de ST com a ponta nao afiada (Siju et al., 2010).

A presenca de neurénios receptores olfativos (NROs) em ST, sugere que esta,
esteja ligada a fungéo olfativa, atuando no mecanismo de percepgao das moléculas
de odor (Siju et al, 2010). Em mosquitos hematéfagos, a ST detecta o acido

carboxilico exalado da pele dos animais, e agem como receptores olfativos para
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detectar as varias substancias quimicas produzidas pelo hospedeiro (Dhanalakshmi
et al., 2018).

Outros tipos de sensila encontrada nas antenas de insetos, incluindo
mosquitos, sdo as céticas (CE), que diferente das ST possuem parede cuticular
espessa inseridas em uma cavidade com membrana circular e flexivel na base
(alvéolo basal). Sensilas CE sao geralmente longas com sulcos longitudinais (Hallberg
et al., 2003). A forma alongada, a auséncia de poros na cuticula e a presenca de
alvéolo basal sugerem que as CE sejam mecanosensores (Diakova et al., 2018). Em
Coleoptera, alguns subtipos de CE apresentam forma levemente curvada e ranhuras
na superficie (Di Palma et al, 2019). Enquanto em fémeas adultas de culicideos
hematéfagos, as CE sdo divididas em dois subtipos. As CE grandes, sdo encontradas
dispostas em um verticilo em cada base dos flagelémeros 2-13, distribuidas
uniformemente em circunferéncia; as CE pequenas sdo encontradas geralmente perto
da borda distal dos flagelémeros 2-13, diminuindo ligeiramente em numero,
encontrado da porgao proximal para a distal dos flageldomeros (Hempolchom, 2017).
Tanto a forma quanto a distribuicao de cada um dos dois tipos de CE sao semelhantes
em Anopheles gambiae e Anopheles quadrianulatus (Pitts e Zwiebel, 2006).

Sensilas celoconicas (CO) assemelham-se a um pino localizado em uma
reentrancia na cuticula em forma de cova. As CO possuem paredes espessas que
apresentam ranhuras em sua superficie e sao divididas em dois subtipos de acordo
com sua morfologia externa, a celocénica grande (COg) e a celocbnica pequena
(COp) (Mclver, 1982).

Apenas anofelinos adultos possuem COg, geralmente ausente nas antenas de
Culicini e Toxorhynchitini (Mclver, 1982). Em algumas espécies de Anopheles,
notavelmente, tais sensilas sdo encontradas no primeiro flagelémero, variando de
duas a sete CO grandes (Hempolchom, 2017). A abertura apical da COg é
arredondada e possui uma cerda em seu interior ou fenda. A ponta da cerda aparece
projetada para além da borda da entrada da fenda. Devido a presenga de poros
apicais, provavelmente as CO sao quimiorreceptoras olfativas (Mclver, 1982).

Ja a sensila celocbdnica pequena (COp) possui uma cerda inserida no interior
da fenda, mas sem se projetar para fora. Essas sensilas tém estrutura semelhante a
de um vulcao, com abertura apical menor que a COg. Em mosquitos, esse subtipo de
CO é encontrada no primeiro flageldbmero e na ponta do ultimo flagelémero antenal
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(Davis e Sokolove, 1975; Hempolchom, 2017). Foi demonstrado em fémeas de A.
aegypti que dois neurdnios que inervam a CO sao termorreceptores. Enquanto um é
sensivel ao calor, reagindo a aumentos subitos de temperatura, o outro € sensivel ao

frio, respondendo a diminui¢des repentinas na temperatura (Davis e Sokolove, 1975).

As sensilas basicOnicas (SB), possuem o mesmo tipo de estrutura da ST,
porém, sdo mais curtas e com paredes mais finas, podem possuir forma de uma
estaca, papila ou cone, e assim como as ST, ndo estao inseridas em qualquer tipo de
alvéolo cuticular basal de insercdo em um encaixe na cuticula antenal (Chapman,
1998). Alguns subtipos de SB podem estar elevados em uma pequena proeminéncia.
Diferente da ST, a SB, ocasionalmente possui ranhuras em sua parede, que se
estendem até a base e terminam logo abaixo da ponta (Mclver, 1974). As SB sao
sensilas olfativas (Mclver, 1974; Kristensen, 2003), além de poderem ser
higrorreceptoras (Chapman, 1998). Tais sensilas presentes em borboletas do género
Troides, tém funcédo termo/higrorreceptor, ideais para monitorar a temperatura do
ambiente (Kristensen, 2003). Em A. aegypti, a distribuicdo da SB aumenta da regiao
proximal (préxima a cabeca) em direcdo a regiao distal do flagelo com distribuicdo ao
longo do segmento flagelar (Mclver, 1974).

A sensila ampulacea (SA), é uma pequena elevacao cuticular com um orificio
eliptico na regido apical, e esta presente nas antenas da maioria dos mosquitos. Por
possuir uma notavel semelhanga morfolégica externa com a COp, pode ser que suas
funcdes sejam as mesmas, atuando como termorreceptor (Mclver, 1982; Hill et al.,
2009). Em Culex, esse tipo de sensila ocorre no primeiro segmento basal do flagelo,

geralmente na parte ventral (Ibrahim et al., 2018).

Devido as diferencas no habito alimentar de mosquitos hematéfagos e néo
hematéfagos, espera-se que haja divergéncias em relacdo aos tipos de sensilas
destinadas a encontrar determinada fonte de alimento de acordo com o tipo de
alimentacdo. Os resultados do presente trabalho constituem potencial para o
entendimento das diferengas comportamentais alimentares encontradas entre
culicideos hematéfagos e nao hematofagos, assim como endossar estudos sobre a
flogenia e evolugdo das linhagens ndo hematéfagas dentro da familia Culicidae e
expandir o conhecimento sobre compreensdo da biologia de espécies que se

alimentam de sangue e apresentam importancia médica.
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As informagbes sobre pistas olfativas e as sensilas quimiossensoriais em
mosquitos adultos exclusivamente fitéfagos também podem fornecer insights sobre as
vias de sinalizagdo que estao envolvidas no comportamento alimentar destes
mosquitos, e por conseguinte identificar as diferencas entre os hematéfagos. Estas
informacgdes podem ajudar no desenvolvimento de compostos repelentes aprimorados
contra os vetores ou que sejam capazes de intervir na selecao do local de oviposicéo
(Donald, et al., 2020), na busca por hospedeiro e outras fontes de alimento (Zwiebel
e Takken, 2004; Wolff e Riffell, 2018).

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo principal

Testar a hipdtese de que as sensilas antenais presentes em culicideos adultos
de diferentes espécies com habito alimentar de predagcao durante a fase larval sdo

semelhantes.

2.2 Objetivo especifico

Identificar e caracterizar as sensilas antenais presentes nos mosquitos adultos.

Categorizar as sensilas de acordo com o0 sexo e 0 género.

3. MATERIAL E METODOS

3.1.Coleta e criacao dos mosquitos

Larvas predadoras e pupas de Toxorhynchites theobaldi (adultos
exclusivamente fitéfagos) e C. bigoti (fémeas adultas hematdfagos) foram coletadas
em uma reserva na Mata do Paraiso (Fragmento de mata Atlantica, Vicosa, Minas
Gerais, Brasil, 20°45'14"S, 42°52'55"W) sob licenca 56917-1 (Instituto Chico Mendes

de Conservacao da Biodiversidade, Ministério do Meio Ambiente). Foi realizada a
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coleta de imaturos encontrados em armadilhas (baldes de plastico de cinco litros de
capacidade) no chao, contendo agua da chuva ou de aquifero, préximos a troncos de
arvores, simulando o ambiente em que os mosquitos depositam seus ovos.

Espécimes de Toxorhynchites violaceus (cuja larva também é predadora e o
adulto é fitéfago) foram coletados na agua armazenada na bainha de bromélias de
diferentes espécies presentes nos jardins do Clube Sossego, propriedade rural do
municipio de Coimbra (MG), durante o dia. Adultos de T. violaceus também foram
coletados quando detectados sobrevoando as bromélias. Espécimes adultos foram
identificados com chave taxonémica (Andrade e Corte, 2021).

Os insetos foram transferidos para o insetario no Departamento de Biologia
Geral (UFV), onde permaneceram numa sala sem controle de temperatura ou
umidade e sob luz natural para que ocorra o desenvolvimento dos diferentes estagios
coletados até a fase adulta.

As larvas foram alocadas em recipientes plasticos contendo agua filtrada de
torneira e alimentadas com larvas de A. aegypti criadas em condi¢cdes controladas
(253°C, 12h de fotoperiodo) e alimentadas com racao de tartaruga. As pupas foram
mantidas em recipiente com agua dentro de gaiolas de plastico até a emergéncia do
adulto. Os adultos, por sua vez, foram alimentados com solugéo de agua e agucar
(9:1).

3.2. Disseccao

Machos e fémeas de mosquitos adultos emergidos em laboratério (2-7 dias de
idade) ou provenientes do campo foram anestesiados com CO:2 e dissecados em
solucado tampao fosfato-salina (PBS) para a retirada das cabecas armazenadas
imediatamente em fixador glutaraldeido (2,5% em tampao cacodilato de sdédio) e
mantidas a 4°C por tempo indeterminado até a desidratacao.

3.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras foram lavadas com agua destilada e desidratadas de maneira
lenta e gradual em solugéo crescente de etanol (30-100%). O material desidratado e
em etanol 100% passou por secagem em aparelho de Ponto Critico (Bal-tec CPD030),

utilizando-se didéxido de carbono como agente de troca. Apds a secagem, as amostras
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(cabecas inteiras com antenas ou antenas separadas) foram montadas em suportes
(stubs) de aluminio cobertos com fita de carbono dupla face. Apdés a montagem, as
amostras foram cobertas com ouro em metalizador. As amostras metalizadas foram
analisadas e fotografadas no microscépio eletronico de varredura Leo 1430VP do

Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV e posteriormente classificadas.

3.4. Andlise morfol6gica

A classificacdo das estruturas identificadas como sensilas antenais, foi feita de
acordo com a nomenclatura, descri¢ées dos tipos morfoldégicos e comparagdes com
imagens encontradas na literatura especializada em érgaos sensoriais de insetos. A
provavel fungdo de cada tipo de sensila é discutida com base em estudos estruturais
e bioensaios eletrofisioldgicos realizados anteriormente (Davis e Sokolove, 1975;
Mclver, 1982; Siju et al., 2010; Diakova et al., 2018).

4. RESULTADOS

4.1.Morfologia geral das antenas femininas

A morfologia das antenas de fémeas das trés espécies de culicideos analisados
(T. theobaldi, T. violaceus e C. bigoti), sdo semelhantes, sendo antenas alongadas do
tipo pilosas, compostas por 15 segmentos divididos em trés partes: o escapo (E),
pedicelo (P) e o flagelo (F). O flagelo é composto por 13 flagelébmeros (Fig. 1). Nas
regides préximas aos limites de um flagelémero e outro ha concentragdo de sensilas
muito longas. Entretanto, em C. bigoti, (Fig. 1C), as sensilas localizadas proximas dos
limites entre os flagelémeros aparentam ser menores e em menos quantidades do que
em T. theobaldi (Fig.1A) e T. violaceus (Fig. 1B).
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Figura 1. Micrografias eletronicas de varredura das antenas de fémeas adultas de
T. theobaldi (A), vista ventral e de T. violaceus (B) e C. bigoti (C), vista dorsal;
indicando o escapo (E), pedicelo (P) e o flagelo (F) subdividido em 13

flagelémeros (1 — XIII).
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4.2.Morfologia geral das antenas masculinas

Os machos das trés espécies possuem antena plumosa, composta por 16
segmentos divididos em trés partes: o escapo (E), pedicelo (P) e o flagelo (F),
composto por 14 flagelomeros (Fig.2). A quantidade de sensilas alongadas presentes
nas antenas de machos é visualmente maior em relacdo as encontradas em fémeas,
porém, as antenas femininas parecem abrigar sensilas quimiorreceptoras em todos
os flagelémeros, enquanto as antenas masculinas, elas estao restritas ao primeiro e

os dois ultimos flageldmeros.
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Figura 2. Micrografias eletrénicas de varredura das antenas de machos adultos de T.
theobaldi (A), T. violaceus (B) e C. bigoti (C), indicando o escapo (E), pedicelo (P) e o
flagelo (F) subdividido em 14 flagelémeros (I — XIV).

4 3.Sensilas

Os tipos de sensilas presentes ao longo do flagelo foram definidas e nomeadas
com base nas caracteristicas morfolégicas observadas ao MEV. Cinco tipos basicos
de sensilas foram encontrados nas trés espécies: sensilas tricoides (ST), sensilas
céticas (CE), sensilas celocbénicas (CO), sensilas basicénicas (SB) e sensilas
ampulaceas (SA) (Fig. 1 a 7). As antenas de todos os espécimes sao recobertas por
pequenas pilosidades nao inervadas do tipo microtriquia (Mt) e os dois primeiros
flageldbmeros foram os que tiveram a maior diversidade de sensilas.

Por serem morfologicamente semelhantes, foram usadas figuras de sensilas
encontradas em machos de T. theobaldi para representar as duas espécies de macho
de Toxorhynchites.

Sensila Tricoide (ST)

As ST sao as mais abundantes, e possuem a maior variedade de subtipos. Sao
semelhantes a pelos nédo inseridos em alvéolos basais protuberantes. De acordo com
a morfologia, foi possivel separa-las em trés subtipos, do | ao Ill.

Sensila Tricoide do tipo | (STI)

As STI estao presentes nas fémeas e machos. As STI sédo longas e finas de
ponta afiada, com a base inclinada no sentido a extremidade distal da antena (Fig. 3A;
4A; 5A; 6A; 7A e B). Estdo presentes do primeiro ao ultimo flagelomero e sua
quantidade aumenta da regido proximal para a distal do flagelo. Porém, em fémeas
de C. bigoti, a quantidade de STI no primeiro flageldbmero é menor que nas espécies
de Toxorhynchites. A densidade de STl aumenta a partir da porgao distal do primeiro
flagelobmero (Fig. 6A) até o ultimo.

Sensila Tricoide do tipo Il (STII)
As STIl sdo semelhantes as STI, sendo mais curtas e finas. Também possuem
a base inclinada no sentido da extremidade distal da antena. As STII foram
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observadas em maior concentragao nos dois primeiros flageldbmeros, na regiao ventral
das antenas das trés espécies e em ambos os sexos (Fig. 3A; 4A e C; 5A e B; 6A; 7A
e D). Machos de T. theobaldi, T. violaceus e C. bigoti possuem tais subtipos
circundando proxima as articulagcdes que conectam os flageldmeros 2-12, antes da
transicao de um flageldmero para outro, com cada espécie apresentando um padrao
diferente. As STII estdo em maior quantidade nos demais flageldmeros das fémeas e
ao redor da porcéo distal de cada flagelomero dos machos antes da transicao entre
um flagelémero e outro (Fig. 4C e 7D).

Sensila Tricoide do tipo Il (STIII)
Assim como as STI, as STIIl sdo longas e de superficie lisa, porém, nao
possuem a ponta afilada e aguda, mas ligeiramente arredondada. O subtipo foi

encontrado em ambos 0s sexos das trés espécies (Fig. 3A e H; 4F; 5A; 6A; 7B).

Sensila Cética (CE)

As CE séao sensilas com ranhuras e que se originam de um alvéolo proveniente
da cuticula da antena. Ha dois subtipos de CE: as grandes (CEQ) e as pequenas
(CEp). A morfologia e distribuicdo das CE é semelhante nas trés espécies. As CEg
sao distribuidas uniformemente e dispostas em mesmo nivel ao redor do eixo da base
de cada flageldmero do 2-13 no qual se inserem. As CEp sdo encontradas geralmente
perto da borda distal dos flagelémeros, e a quantidade diminui sutilmente da parte
proximal para a distal do flagelo. O subtipo CEg, foi observada ao longo das antenas
das trés espécies, em ambos os sexos (Fig. 3A,Fe H;4A e D;5A,Ee F; 6A; 7A e F),
assim como as CEp (Fig. 3B; 4A, B e C; 5E; 6A; 7F).

Sensila Celocbnica (CO)

As CO possuem paredes espessas e sao inseridas em uma depressdo da
parede cuticular. Foi observado dois subtipos, as sensilas CO pequenas (COp), que
possuem uma abertura apical pequena com cerda cilindrica inserida no fundo do poro,
e que nado se projeta para fora da cova e as CO grandes (COg), com abertura apical
relativamente maior que a COp, com cerda em forma de pino Unico que se projeta
para a superficie, além da borda da cova

Nas fémeas das trés espécies e machos de T. theobaldi e T. violaceus foram
encontradas duas COp na ponta do ultimo flagelébmero (Fig. 3H; 4F e G; 5F; 6E),
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enquanto nos machos de C. bigoti, ha trés COp (Fig. 7B e E). Além das duas COp
apicais, foi observada outra no quarto flagelémero em uma fémea de T. violaceus (Fig.
5D). As COp encontradas em C. bigoti, sdo mais proeminentes que as das outras
espécies (Fig. 6E e 7B e D).

Foi observada apenas uma COg, dentre as trés espécies, no flagelo de um
espécime fémea de T. theobaldi (Fig. 3G).

Sensila Basiconica (SB)

As SB sao encontradas ao longo do flagelo antenal de todas as trés espécies
e em ambos os sexos. Possuem um formato de espinho semelhante as ST, porém,
com ranhuras ao longo de suas superficies (Fig. 3A, C e E; 4E; 5C; 6C; 7B e C). Nas
fémeas de ambas as espécies, a SB esta presente a partir na porcao distal do primeiro
flageldbmero, e aparentemente aumenta a quantidade ao longo do flagelo. Nos
machos, a maioria das SB estao presentes nos dois ultimos flagelémeros distais.

A morfologia basica da SB é semelhante entre as espécies, uma sensila com
formato semelhante a uma garra cénica, com a base larga que vai se afunilando e
encurvando até a ponta distal. Em fémeas de T. theobaldifoi possivel notar a presenca
de uma variagdo da SB (Fig. 3E) retilinea com a base cilindrica, em que apenas a

porcao distal afunila.

Sensila Ampulacea (SA)

As SA possuem uma pequena abertura apical estreita ou em fenda. A maior
parte das SA das fémeas e machos analisados, sdo encontradas na regido ventral
dos primeiro e segundo flageldmeros (Fig. 3B e D; 4B; 5B e D; 6A, B e D; 7D). As SA
também estao espalhadas, em alguns segmentos intermediarios e distais do flagelo
(Fig. 7C).

A tabela 1 compila as caracteristicas observadas em cada tipo de sensila.
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Figura 3. Microscopia eletrdnica de varredura de fragmentos do flagelo em fémeas de

T. theobaldi, 4° e 5° segmentos do flagelo (A), 12 segmento (B), segmento distal (129)
do flagelo (C), 11° segmento do flagelo (D), 4° flagelémero (E), intersecéo entre dois
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flagelémeros (F), 2° flagelomero (G) e apice do 132 flagelomero (H), mostrando os
diferentes tipos de sensilas encontradas; tricoide (tipos ST | ao lll), cética grande
(CEg) e pequena (CEp), celoconica pequena (COp) e grande (Cog), basiconica (SB)
e ampulacea (SA).
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Figura 4. Microscopia eletronica de varredura de fragmentos do flagelo em machos

de T. theobaldi, 3° e 4° segmentos proximais do flagelo (A), 12 flagelébmero (B),

intersecao de dois flageldbmeros (C e D), 4° flagelémero (E) e apice do 142 flagelémero
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de T. theobaldi (F) e T. violaceus (G) mostrando os diferentes tipos de sensilas
encontradas; tricoide (tipos ST | ao lll), cética grande (CEg) e pequena (CEp),
celoconica (COp), basicénica (SB) e ampulacea (SA).



Figura 5. Microscopia eletrdnica de varredura de fragmentos do flagelo em fémeas de

T. violaceus, transicao do 5° e 6° segmento (A), segmento intermediario do flagelo (B,
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D), 12 segmento (C), 2° flageldbmero (E) e segmento distal (13%) do flagelo (F)
mostrando os diferentes tipos de sensilas encontradas; tricoide (tipos ST | ao ),
cética grande (CEg) e pequena (CEp), celoconica (COp), basiconica (SB) e

ampuléacea (SA).
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Figura 6. Microscopia eletrénica de varredura de fragmentos do flagelo em fémeas de
C. bigoti, 1° e 2° seguimentos proximais de flagelo (A),1° segmento do flagelo (B, C e
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D), segmento distal (13°) do flagelo (E) mostrando os diferentes tipos de sensilas
encontradas; tricoide (tipos ST | ao lll), cética grande (CEg) e pequena (CEp),
celoconica (COp), basicénica (SB) e ampulacea (SA).



Figura 7. Microscopia eletrénica de varredura de fragmentos do flagelo em machos

de C. bigoti, 12° e 13% segmentos do flagelo (A), apice do 14° flagelémero (B e E),
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porcao média do 14° flagelémero (C), intersegao entre 12 e 2° flagelébmero (D) e parte

do pedicelo (P) e primeiros flagelébmeros (F) mostrando os diferentes tipos de sensilas

encontradas; tricoide (tipos ST | ao lll), cética grande (CEg) e pequena (CEp),

celoconica (COp), basicénica (SB) e ampulacea (SA).

Tabela 1. Resumo das caracteristicas das sensilas encontradas em machos e fémeas

de T. theobaldi, T. violaceus e C. bigoti

T. theobaldi | T. theobaldi T. T. violaceus C. bigoti C. bigoti
Sensila fémea macho violace macho fémea macho
us
fémea
Tricoide | Longas de Longas de Longas Longas de Longas de | Longas de ponta
(STI) ponta fina ponta fina de ponta fina ponta fina. fina
ponta Menor
fina quantidade
no 1¢
flagelémero
Tricoide Il | Mais curtas e | Mais curtas e Mais Mais curtas e | Mais curtas Mais curtas e
(STIN finas finas curtas finas e finas finas
Circundam e finas Circundam Circundam
intersegdes intersegées intersecdes entre
entre dois entre dois dois flagelbmeros
flagelémeros flagelébmeros
Tricoide Il Longas de ponta arredondada
(STIIN
Cética Longas e grossas, situadas entorno do eixo dos flagelomeros
grande
(CEg)
Cética Longas e menos grossas, situada entorno do eixo e dispersas no 1° Longas e menos
pequena flageldmero grossas, entorno
(CEp) do eixo e
dispersas no 1°
flagelémero
Celoconica Um
grande exemplar; se
(Cog) projeta para Ausente
além da
borda
superficie
Celocbnica Pequena Pequena
pequena abertura; abertura; trés na
(Cop) Pequena abertura; duas na ponta do flagelo duas na ponta do flagelo;
ponta do proeminente
flagelo;
proeminent
e
BasicOnica | Semelhante Semelhante a espinho ou garra cénica
(SB) a espinho ou
garra cbnica
ou retilinea
Ampuléacea Abertura apical estreita ou em fenda; concentrada no 12 flagelébmero
(SA)
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foi identificado e descrito, por meio da MEV, a morfologia
externa das antenas de trés espécies de mosquitos e das sensilas presentes nos
flagelos antenais. T. theobaldi, T. violaceus e C. bigoti sdo predadores enquanto
larvas, porém, enquanto que os adultos possuem habitos alimentares, sendo os
Toxorhynchites exclusivamente fitéfagos (Donald, et al. 2020) e C. bigoti com fémeas
supostamente hematéfagas (Berti et al.,, 2009). Uma analise preliminar do intestino
médio de fémeas de C. bigoti indica que elas sao hematéfagas, possuindo intestino
médio posterior dilatado, como outras fémeas do género Culex (Houk, 1977; Okuda
et al., 2002).

As antenas dos machos e fémeas estao presas a cabeca pelo escapo (E),
seguido pelo pedicelo (P) e flagelo (F). O flagelo é subdividido em segmentos
chamados de flageldbmeros (Gullan et al., 2007; Hempolchom et al., 2017).

As trés espécies possuem antenas sexualmente dimérficas, divergindo tanto
no tipo de antena quanto o numero de flagelébmeros. A quantidade e o comprimento
de algumas sensilas presentes nas antenas dos machos sao visualmente maiores em
relacdo as observadas em fémeas, 0 que pode ser explicado pela necessidade do
macho ter uma area sensivel maior nas antenas para o reconhecimento da fémea,
apos contato, por meio de estimulo por feroménio sexual ou de agregacao, pelos
machos que desencadeiam o deslocamento para a copula (Nijhout e Craig, 1971;
Oliva et al., 2014; Williams et al., 2022), além da localizacdo da fémea por meio de
resposta aos sons dos batimentos das asas (Belton, 1994; Oliva et al., 2014) ou
compostos volateis (Wang et al., 2019).

Apesar do dimorfismo, em ambos 0s sexos estdo presentes 0s mesmos tipos
basicos de sensilas encontradas em adultos de outras espécies de mosquitos (Mclver,
1982). Parte disso pode estar ligada ao fato de que tanto mosquitos machos quanto
fémeas necessitam de néctar como fonte de carboidratos e respondem a
semioquimicos que sao liberados pelas plantas (Otienoburu et al., 2012; Lahondére
et al., 2020), assim como ao calor e ao CO2 proveniente da respiracao floral das
plantas também pode atrair os mosquitos como fonte de néctar (Peach e Gries, 2020).
No caso das fémeas de mosquitos hematoéfagos, os machos também podem



34

responder aos mesmos odores do hospedeiro animal que as fémeas em busca de
sangue, onde podem encontra-las e acasalarem (Carraretto et al., 2022).

Os tipos de sensilas identificados nas espécies aqui estudadas foram: sensila
tricoide (ST), com trés subtipos (STl a STIII), cética grande (CEg) e pequena (CEp),
celocbnica grande (COg) e pequena (COp), basicénica (SB) e ampulacea (SA). Estes
tipos basicos de sensilas foram também observadas nas antenas de outras espécies
de mosquitos adultos como, Anopheles gambiae, Anopheles quadriannulatus, Aedes
aegypti e Culex quinquefasciatus. O primeiro flageldmero possui a maior diversidade
de sensilas, observacdo de acordo com o encontrado em outras espécies (Mclver et
al., 1982; Pitts e Zweiebel, 2006; Dhanalakshmi et al., 2018).

As ST foram as mais numerosas, e distribuidas ao longo de todo o flagelo,
assim como o encontrado em outros Diptera (Mclver, 1982; Pitts e Zweiebel, 2006;
lorahim et al., 2018; Fernandes et al., 2020; Bahia et al., 2021). Trés subtipos de ST
encontrados nas trés espécies aqui estudadas também estao presentes em fémeas
de A. aegypti (Mclver, 1978). Porém, hd uma diferenga na classificagdo. Em A. aegypti
0s subtipos sao quatro, classificados como ST longa e curta de ponta fina e curta com
ponta arredondada tipo | e tipo Il. Nas trés espécies aqui estudadas nao foram
identificadas ST curtas com ponta arredondada. Polimorfismo de ST também foi
descrito no flebotomineo Nyssomyia intermedia (Diptera: Psychodidae) (Fernandes et
al., 2020). Nesta espécie, ha sete subtipos de ST ao longo do flagelo, variando em
espessura, formato da ponta, proeminéncia e flexibilidade da base. J& Gephyraulus
lycantha (Diptera: Cecidomyiidae) uma mosca fitéfaga, aparentemente apresenta
apenas um tipo de ST (Zhang et al., 2021). Devido as ST terem caracteristicas
morfolégicas comumente encontradas em receptores olfativos (Mclver, 1978), pode
ser que a variedade de subtipos esteja associada aos diferentes produtos quimicos a
serem detectados, como em espécies que a fémeas liberam feroménios sexuais ou
até mesmo em algumas espécies de insetos em que a ST também tem a funcéo
gustativa (Zhang et al., 2021). Em Toxotrypana curvicauda (Gerstaecker) (Diptera),
espécie fitéfaga, a funcdo das ST parece estar ligada a detec¢do de volateis da planta
hospedeira e percep¢ao de feromdnios sexuais (Arzuffi et al., 2008).

Sensilas longas e de ponta fina como as STI respondem a uma variedade de
estimulos olfativos (Steward e Atwood, 1963). No entanto, dos quatorze compostos
odoriferos descritos como sinais volateis de hospedeiro vertebrado, ou associados a

locais de oviposicdo para A. aegypti, nenhum induziu qualquer resposta nos
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receptores olfativos tanto em STI quanto em STII (Siju et al., 2010). Pode ser que tais
sensilas sejam responsaveis pela quimiorrecepcao de produtos provenientes de
plantas (Peach e Gries, 2020), sendo uma propriedade comum entre as espécies, ja
que necessitam da busca por plantas para alimentacdo, (apresentando
comportamento hematofagico ou nao) (Stone et al., 2011), reprodug¢éo ou oviposi¢ao
(Nyasembe e Torto, 2014).

Os receptores olfativos presentes em ST Il de ponta arredondada de A. aegypti
sdo sensiveis a estimulos liberados por potenciais locais de oviposicdo, apos a
alimentacdo com sangue (Siju et al, 2010), tipo de alimentacdo ausente em
Toxorhynchites. As ST Il estdo ausentes nas fémeas de C. bigoti, sugerindo que talvez
outro tipo de sensila pode estar envolvida para exercer as fungdes das ST I
encontradas em outras espécies.

As CE, mecanorreceptoras, também foram encontradas em adultos de A.
aegypti (Mclver, 1972; Mclver, 1982), Culex pipiens (Ilbrahim et al., 2018) e Anopheles
(Hempolchom et al., 2018), com subtipos, morfologia e distribuicdo semelhantes.
Fernandes et al, (2008; 2020) relataram subtipos morfofuncionais distintos dos
comumente encontrados em culicideos para flebotomineos adultos, indicando que nos
flebotomineos, as CE séo responsaveis pela recepcéo de estimulos olfativos, como
ferombnios sexuais, atrativos de oviposicdo e demais semioquimicos volateis
(Dougherty et al., 1999).

Em A. aegypti, a presenca de dendritos associados a regidao proximal das CE,
indica que elas respondem a correntes de ar, ajuda a fémea a se orientar e se manter
contra o vento, o que facilita a percepcao de estimulos atrativos dos hospedeiros
(Mclver, 1972; Mclver, 1982). Supostamente nos machos, elas também podem
funcionar como receptores de fluxo de ar, independentemente do papel de percepcao
sonora do 6rgao de Johnston, permitindo a percepcédo do batimento das asas da
fémea (Mclver, 1972). A partir de tais observacao, pode-se supor que no caso das
espécies aqui estudadas, as CE podem ter um papel semelhante nos respectivos
sexos, como se orientar contra o vento facilitando a percepcao de estimulos atrativos
de fontes de néctar (Peach e Gries, 2020).

O padrao de COp pequenas encontradas nas trés espécies, também foi
observada em adultos de A. aegypti (Mclver, 1982), em que comumente se encontra
duas sensilas na ponta das antenas de ambos os sexos (Hempolchom et al., 2016;
Dhanalakshmi et al., 2018; Ibrahim et al., 2018). Diferente de A. aegypti, machos de
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C. bigoti, apresentam trés COp na ponta de cada antena. Outra diferenca € que em
ambos os sexos de C. bigoti, as COp se projetam da ponta distal do flagelo em relagao
as COp encontradas nas espécies de Toxorhynchites aqui estudadas. Essas COp
mais projetadas a frente das antenas também foram observadas em adultos de Aedes
albopictus (Seenivasagan, 2009). CO encontradas nas pontas das antenas de adultos
Tx. brevipalpis, ocupavam uma area menor das antenas em comparagao com Culicini
e Anophelini, sugerindo uma reducdo funcional desta sensila em mosquitos
exclusivamente fitofagos (Mclver e Siemicki, 1978).

As COg estao presentes nas antenas das espécies de anofelinos adultos e
geralmente ausentes nas antenas de Culicini e Toxorhynchitini (Mclver, 1982),
entretanto, uma Unica sensila que se assemelha a COg foi encontrada em uma antena
fémea de T. theobaldi. O fato de ter sido encontrada apenas um exemplar em um
unico espécime, sugere que possa ser processo de ma formacao de outro tipo de
sensila.

As antenas de todos os mosquitos aqui estudados apresentaram SB,
encontradas também em mosquitos hematdéfagos como A. aegypti, C. pipiens e
Anopheles (Bowen, 1995; Hempolchom et al., 2018; Ibrahim et al., 2018). Diferencas
funcionais entre tipos de SB foram descritas em mosquitos, e existe uma relagéo entre
o comprimento da SB e a resposta da célula receptora em espécies hematéfagas a
diferentes compostos ligados a atracao pelos hospedeiros (Bowen, 1995). Um estudo
eletrofisiologico pode ajudar a identificar se a variagdo de SB em fémeas de T.
theobaldi, em comparacdo com T. violaceus e C. bigoti, possui apenas diferenga
morfolégica ou morfofuncional.

Nas fémeas das trés espécies, as SB estdo presentes ao longo de todo o
flagelo. Estudos sobre o tipo, comprimento e quantidade de SB presente das trés
espécies analisadas, devem ser feitos a fim de analisar respostas eletrofisiolégicas a
compostos comuns as espécies de acordo com seus habitos alimentares.

As SA estao presentes nos dois primeiros flageldmeros das trés espécies
estudadas, assim como nas antenas de ambos os sexos de A. aegypti (Boo e Mclver
1975), Culex (Ilbrahim et al., 2018) e Anopheles (Jatuwattana et al., 2020), mas
ausentes em flebotomineos (Fernandes et al., 2008 e 2020). Provavelmente esse tipo
de sensila esta presente na maioria das antenas de culicideos adultos, e devido a sua
semelhanca morfolégica com a CO, alguns pesquisadores acreditam que as duas
tenham a mesma funcao termorreceptora (Mclver, 1982; Hill et al., 2009).
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Apesar de terem sido encontradas os mesmos tipos basicos de sensilas
antenais nas trés espécies de mosquitos, independentemente de seu habito alimentar
durante a fase adulta, se faz necessério estudar a ultraestrutura das sensilas. O MEV
foi util para obter o primeiro levantamento da estrutura externa e distribuicdo, mas
aspectos importantes da inervacéo e estruturas especificas da modalidade requerem
microscopia eletrénica de transmiss@o para elucidar melhor a estrutura das sensilas

quanto a composicao celular.

6. CONCLUSAO

As sensilas encontradas em T. theobaldi, T. violaceus e C. bigoti, espécies
predadoras durante a fase larval, sdo semelhantes entre si, assim como quando
comparadas com espécies hematdéfagas com habito alimentar larval diferente.
Sensilas que parecem ter sido conservadas morfologicamente podem estar
envolvidas em comportamentos comuns, como alimentagdo de néctar, oviposicao e
busca de parceiro reprodutivo. Compostos quimicos compartilhados entre plantas e
vertebrados, como CO2, que exercem funcdo de atrair os mosquitos, indicam
diferentes recursos para ambos os hospedeiros. Essa sobreposi¢céo nas pistas que 0s
mosquitos utilizam para localizar sua fonte de alimento, plantas e vertebrados, pode
ter sido um fator contribuinte para a mudanga da fitofagia, presente em mosquitos
ancestrais, para a hematofagia (Peach e Gries, 2020).
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