Biologia de anofelinos amazonicos

1- Ciclo biologico, postura e estadios larvais de Anopheles
darlingi Root 1926 (Diptera: Culicidae) da Rodovia Manaus - Boa Vista ()

Resumo

Os estudos de laboratério sobre a biologia de A.
darling demonstraram que o ciclo biolégico de ovo a
adulto se faz, em média, em 15,6 dias e com uma taxa
de sobrevivéncia de 57% quando criados de 25 a 28°C.
O namero médio de ovos por postura foi de 1105061
e eclodiram em média 83,31+48,21, com um tempo mé-
dio para eclosdo de dois dias. O tempo de desenvol-
vimento de cada estddio imaturo apresentou variagoes.
0 27 e 3. “estadios larvais apresentaram um tempo de
desenvolvimento menor do que o 1° e 4° estadios.

INTRODUCAO

Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi é con-
siderado o principal vetor da malaria humana,
sendo responsavel pela sua transmissdao em
todo interior do Pais (Rachou, 1958; Ferreira,
1964) . Alguns estudos foram feitos sobre a
criagdao e manutengado desta espécie em labo-
ratério, mas até o momento nao foram bem
sucedidos (Barreto & Coutinho, 1943; Bates,
1947; Freire & Faria, 1947) . Quando esta colo-
nizacdo for obtida em laboratério, aumentara
as possibilidades de estudo do comportamento
e da constituicdo genética dessas populacoes.

Zulueta & Bates (1948) estudaram o com-
portamento de oviposicao de Anopheles darlin-
gi e verificaram que fatores fisicos como crien-
tacdo espacial, luz e obstaculos sdo de grande
importéncia na selecdo do local de oviposicao
no laboratorio. A dinamica de uma populacéao
desta espécie, durante um ciclo anual foi es-
tudada por Hayes & Charlwood (1979) numa
érea endémica de maldria no Amazonas, obser-
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vando um aumento da populagdo e maior inci-
déncia de maldria na estacdo seca. A. darlingi
apresenta diferengas comportamentais em di-
ferentes dreas, sendo possivelmente resultan-
tes de variacbes genéticas interpopulacionais
(Charlwood & Hayes, 1978) .

Este trabalho visa a estabelecer o tempo
de desenvolvimento de cada um dos estadios
imaturos de Anopheles darlingi, bem como
determinar o grau de fertilidade das fémeas.

MATERIAL E METODOS

Na execugac deste trabalho, utilizamos a
espécie Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi
proveniente dos Km 137 e Km 182 da BR 174
(Estrada Manaus-Boa Vista, Fig. 1).

Na identificacdo do material, foram utiliza-
das concomitantemente as chaves sistematicas
de Corréa & Ramalho, 1957 (apud Resende,
1969) de Gorham et al. (1967) e de Cova-Gar-
cia (1961).

As coletas foram feitas mensalmente de
setembro de 1977 a setembro de 1978, no pe-
riodo noturno, entre 18 e 24 horas, nas resi-
déncias e em plantas ao redor das casas. Os
mosquitos eram localizados com o auxilio de
uma lanterna, capturados com um aspirador e
transferidos para uma gaiola telada com cerca
de 20X20 cm, na qual eram trazidos para o la-
boratério.

O método de criagdo de anofelinos em la-
boratério foi baseado em Freire & Faria (1947),

(1) — Parte da Dissertagdo de Mestrado apresentada pelo primeiro autor em 1979 ao Curso de Pés-Graduagao do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia e Universidade do Amazonas.
(2) — Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia, Manaus.

(3) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, SP.
(4) — Universidade Federal do Maranhdo, Sdo Luis.
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Fig. 1 — Mapa da regido de estudo, com indicacdo da
drea de coleta (8 ).

Gerber (1970) em Rabbani et al. (1976) com
algumas modificacoes. As fémeas eram pos-
tas a desovar individualmente em copos plasti-
cos com cerca de 50 ml de Agua destilada e
com a parede interna forrada com papel de
filtro, para evitar que os ovos se dessecassem
quando aderissem a superficie. Cada copo era
coberto com tecido de malhas bem finas, preso
por um elastico, no qual havia um orificio
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preenchido com chumaco de algodéo, por onde
era cclocada a fémea.

Ocorrida e eclosgo dos ovos, cerca de 24
a 72 horas apds a postura, as larvas eram con-
tadas e por meic de um conta-gotas, transferi-
das para um copo contendo &gua destilada,
com a parede interna revestida com papel de
filtro e coberto com tampa de plastico. O copo
que continha a fémea mae era observado por
um periodo de trés dias e todas as larvas re-
cém-eclodidas eram transferidas para um outro
copo e computadas no nimero total de ecloséo.
Em seguida, era colocado cerca de 1 ml de
alimento fresco, discriminado adiante. Apés
36 horas, as larvas eram transportadas para
bacias esmaltadas, previamente esterilizadas,
medindo 29X17,5X6 cm e contendo 350 ml de
dgua destilada. As bacias eram cobertas com
tampas de acrilico transparente.

Foram testados varios tipos de alimento
para estabelecer aquele que possibilitasse me-
lhor desenvolvimento das larvas. A principio,
utilizamos uma mistura de p6é6 de figado com
racdo de coelho, na proporcdo de 1:1, 2% em
dgua. Para obter-se maior quantidade de cilia-
dos, acrescentamos extrato de levedura a essa
mistura. Testamos também somente o pd de
figado com racdo de coelho e depois, cada um
desses individualmente.

Posteriormente, face a melhores resultados
obtidos, passamos a usar uma mistura de fa-
rinha de p2o torrada, germe de trigo e farinha
de peixe. 2:2:1, 2% em éagua, sendo essa mi-
nistrada as larvas a cada 48 horas.

As larvas de 1.° e 2° estadios eram alimen-
tadas com tal mistura preparada na hora; para
larvas de 3.° e 4° estadios, a mistura era pre-
parada com 4 a 5 dias de antecedéncia, para
permitir a formacdo de ciliados necessérios &
boa alimentagéo e, conseqiiéntemente, ao bom
desenvolvimento das larvas. Os adultos eram
alimentados com solugBo agucarada (sacarose)
a 10% . A agua das bacias era trocada a cada
dois dias com a ajuda de uma pipeta e apés,
o alimento era dado &s larvas. Quando essas
empupavam, eram recolhidas e colocadas nos
copos com agua, para eclosao.
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Durante a manutengdo desses mosquitos,
foram feitas observacoes diarias, a fim de es-
tabelecer-se o tempo de desenvolvimento de
cada estddio imaturo através das ecdises.
Para isso, foram retiradas 10 larvas de 19 es-
tédio recentemente eclodidas de 10 posturas
(total de 100 larvas) as quais foram colocadas
individualmente nos copos com tampas de pléas-
tico contendo agua destilada e alimentadas
como ja foi descrito.

Toda a criagcdo dos anofelinos foi realizada
no interior de um insectdrio medindo 3x3x3m,
com temperatura variando entre 25 e 28°C.

REsuLTADOS

De acordo com Boyd et al. (1935) citados
em Barreto & Coutinho (1943), dois fatores sdo
de grande importancia para o desenvolvimento
das larvas: fornecimento de alimentacdo abun-
dante e manutengdo da temperatura a nivel
constante e 6timo, sendo que o primeiro é de
importéancia vital.

Partindo dessa premissa, procuramos adap-
tar esses dois fatores as melhores condicoes
para o desenvolvimento dos anofelinos; entre-
tanto, os resultados obtidos quando se usou o
alimento feito com uma mistura de pé de figa-
do, racdo de coclho e extrato de levedura, nao
foram animadores, em virtude da contaminagéo
por fungos que atacavam as larvas, principal-
mente nos doig UGltimos estadios. Quando as
larvas empupavam, nao havia a emergéncia
total dos adultos, que ficavam presos a exivia
pupal como acontece, por exemplo, quando a
alimentacdo é imprépria (Freire & Faria, 1974).
O mesmo aconteceu quando se usaram esses
ingredientes individualmente. Empregando o
alimento que se apresentou mais apropriado
(descrito em Material e Métodos), a evolugdo
de A. darlingi, de ovo até adulto se fez, em mé-
dia, em 15,6 dias (Tab. 1).

Das 229 posturas obtidas em laboratério
resultaram num total de 25.214 ovos, sendo
que houve uma variacao de 10 a 246 ovos por
fémea, com uma média de 110 ovos (DP=50,6)
por fémea (Fig. 2). Na tabela Il, pode verifi-
car-se que houve um grande nimero de fémeas
(33) que botaram uma quantidade de ovos pré-
xima a média de ovos/postura. Pode ainda ser
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TABELA | — Tempo (dias) de emergéncia de adulto
apds a oviposi¢do, com as respectivas
freqiliencias absoluta e relativa, de Ano-
pheles darlingi, em condigdes experimen-

tais
Duracdo em Nimero de g
dias observagdes %
11 1 1,75
12 6 10,52
13 6 10,52
14 8 14,03
15 11 19,29
16 10 17,54
17 S 8,77
18 2 3,50
19 1 175
20 3 526
21 2 3,50
22 0 e
23 1 1,75
24 0 v—
25 1 1,75
Total 57 100,00
_;' = 15,6 dias
oP — 286 "

observado, através da mesma tabela, que a
freqliéncia de fémeas que puseram mais de
180 e menos de 40 ovos diminui abruptamente
em relagdo aos outros intervalos situados entre
esses.

Observou-se também que o nimero de ovos
eclodidos por postura teve ampla variacdo (de
0 a 218 ovos), com uma média de tempo de
eclosdo dos ovos aproximadamente de 2 dias.
Do total de ovos postos (25.214), 6.136
(24,34%) nao eclodiram, ou seja, a taxa de
eclosdo foi de 75,66% (Tab. Iil).

Comparando-se os resultados da ovoposi-
¢do apresentados nas tabelas 2 e 4, verifica-se
que as médias estdo relativamente proximas
(110 ¢ 83,31 respectivamente) o que indica
uma boa fertilidade dos ovos. Na tabzla I,
pode notar-se ainda que o maior numero de
ovos eclodidos (13.226) foi obtido dois dias
apds a ovoposicao.
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Fig. 2 — Fregiiéncias absolutas do ndmero de ovos postos e eclodidos por postura de Anopheles darlingi, em laboratdrio.

TABELA Il — Freqiiéncias absoluta e relativa do nime-
ro de ovos postos por postura de Ano-
pheles darlingi, em laboratério.

N.° de posturas
Ovos postos

n.e %
1 — 20 1 0.44
21 — 40 17 7.42
41 — 60 25 0,92
61 — 80 30 13,10
81 — 100 as 14,41
101 — 120 33 14,41
121 — 140 24 10,48
141 — 160 27 11,79
161 — 180 19 8,30
181 — 200 9 393
2010 — 220 6 2,62
221 — 240 & 1,75
241 — 260 1 047
TOTAL 229 100,00
x = 110 ovos por jpostura
DP — 50,61
N = 229 posturas
Postura minime — 10 ovos
Postura mdxima — 246 ovos
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TABELA Ill — Tempo (dias) gastos para a eclosdo, ni-
mero de ovos postos e eclodidos por
postura, com as respectivas fregiiéncias
relativass, de Anopheles darlingi, em la-
boratério

Numero de ovos

Dias apds a nao eclodidos eclodidas
oviposicéo n.° % n.° %
0 25.214 100,00 0 0
1 22.581 89,56 2.633 10,44
2 9.355 37,10 13.226 52,45
3 6.389 25,34 2.966 11,76
4 6.136 24,34 253 1,01
Total 6.136 24,34 19.078 75,66

? — 2,04 dias

Essas mesmas observagoes foram feitas,
a partir de 100 ovos provenientes de 10 postu-
ras e observou-se que o tempo para a ecloséo
dos ovos foi de 2 a 3 dias, com uma média de
2,4 dias. O tempo de desenvolvimento de cada
estaddio apresentou variagdes, verificando-se
que o 19 estadio sofreu variagdo pequena: 2 a
4 dias, apesar da duragdo média alta (2,9 dias)
em relacdo aos outros estadios larvais. O 29
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TABELA IV — Freqiiéncia do nimero de ovos eclodidos
por postura de Anopheles darlingi, no la-
boratério

N.° de posturas
Ovos eclodidos

n.’° %
0 — 20 15 6,55
21 — 40 33 14,41
41 — B0 31 13,54
61 — 80 35 15,28
81 — 100 36 15,72
101 — 120 30 13,10
121 — 140 19 8,30
141 — 160 16 6,99
161 — 180 7 3,06
181 — 200 1 0,44
201 — 220 6 2,62
TOTAL 229 100,00
% = 83,31 ovos eclodidos por postura
DP — 4821 "
N = 229 posturas
Eclosdo minima — 0 avo
Eclosd@o mdxima — 218 ovos

e 3° estadios apresentaram variacdo interme-
didria, com duracao média semelhante (1,9 e
2,2, respectivamente). A fase de pupa teve
duragéo baixa (1 a 3 dias) sendo que a duracdo
média desse estédio foi de 1.8 dias (Tab. V).

Comparando-se estes resultados com os
apresentados na tabela 6 (considerando-se ape-
nas os 57 individuos que sobreviveram até a
fase adulta, dos 100 ovos iniciais) verifica-se
que nao houve diferenca significativa quanto
ao tempo de desenvolvimento das diferentes
rases.

Os resultados da tabela VI mostram o tem-
po de aparecimento e término de cada estadic
de desenvolvimento, com cs respectivos graus
de mortalidade. A taxa de mortalidade foi de
43, sendo que as porcentagens mais altas
(39,53 e 37,21) foram observadas nas fases de
pupa e larva de 4° estadio, respectivamente.
Larvas de 1° estadio apresentaram taxa de
mertalidade nula e esta foi muito baixa no 29
e 3° estadios.

O tempo maximo de desenvolvimento de
A. darlingi, de ovo adulto, foi de 25 dias e o
minimo de 11 dias, com uma média de 15,6 dias
(Tab. | a VII).

TABELA V — Ndmero de individuos observados e o tempo de desenvelvimento, em cada uma das fases, de ovo a

adulto, sob condigdes experimentais *

Tempo de desenvolvimento (dias)

Estédio Total de % DP
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 observagdes
Ovo —— Eclosédo — B0 Y e o s e e s e e e e 100 2,40 + 049
T | SN VTR (e S S e 100 2,05 + 048
n— 1 29 50 12 2 — — — — — — — — — — 93 1.90 + 0,72
M — v 13 54 17 4 1 1 — — — — — — — — 90 2,20 + 0,87
IV —— Pupa — 1 3 16 412 3 & 4 3 € 4 2 1 1 74 5,80 =+ 2,56
Pupa —— Adulto 1M1 45 1 — — —m — — — — — — — — 57 1,80 * 043
(*) — Levando-se em consideracdo os individuos mortos (43) e soSreviventes (57).
I.1V: estddios larvais,
Riologia. ., — 793



TABELA VI — Numero de individuos observados e lempo de
to, estudados em condicoes experimentais *

desenvolvimento em cada uma das fases, de ovo a adul-

Estédio Tempo de desenvolvimento (dias)
1 2 3 4 5 6 7 8 g W 1 2 X DP

Ovo Eclosdo — HE A = e e s e s = Ema s 2,25 + 044

I — N — 14 37 6§ - - - - - - = — 2,86 =+ 0,58

Il =—— |n 23 29 4 T 1,70 + 0,68

i — v 1 B 1 = = e = wmr osew e e e 2,02 =+ 0,64

IV —— Pupa — 1 11 16 12 989 3 7 2 1 — 1 4,95 + 1,91
Pupa —— Adulto 11 45 1T — — = = = —m = = = 1,82 = 043
[ *) — Levando-se em consideracdo apenos o nuimero de individuos sobreviventes (57).

I-1V: estddios larvais.

Resumindo os resultados em relacdo ao
tempo de desenvolvimento, em que se conside-
raram todos os 100 individuos amostrados e
somente 57 que sobreviveram até a fase adul-

ta, encontramos as seguintes médias, respecti-
vamente.

Incubacdo dos ovos 240 — 2,25 dias
19 estadio larval 295 — 2,86 dias
29 estadio larval 1,90 — 1,70 dias
32 estadio larval 220 — 2,02 dias
42 estadio larval 580 — 495 dias
Periodo pupal 1,82 — 1,80 dias
TOTAL 17,00 — 15,60 dias

DiscUSSA0 E CONCLUSOES

Em condicbes de laboratério, obtivemos
uma média de duracdo do ciclo de vida de
A. darlingi de 15,6 dias e taxa de sobrevivéncia
até adulto de 57% . Os nossos resultados di-
ferem dos apresentados por Freire & Faria
(1947} que obtiveram um rendimento de 91%
de adultes de A. darlingi e um periodo de de-
senvolvimento de ovo a adulto de 10 dias. Re-
sultado semelhante a esse tltimo foi obtido em
A. albimanus por Baily et al. (1979). Entretanto,
0s nossos assemelham-se aos de Barreto &
Coutinho (1943) que demonstraram uma taxa
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de sobrevivéncia até adulto de 64,6% e um
periodo de evolucdo de ovo a adulto de cerca
de 16 dias. Das quatro espécies do subgénero
Nyssorrhynchus estudadas por esses autores,
A. darlingi apresentou menor taxa de sobrevi-
véncia e mais longo ciclo evolutivo. Paraluppi
(1978) estudando A. nuneztovari, obteve uma
duracéo do ciclo evolutivo de 11,9 dias.

Os resultadcs apresentados parecem indi-
car que A. darlingi se cria com dificuldade em
condigbes experimentais. E possivel que haja
algum fator influenciando no desenvolvimento
ou talvez, as condicoes no nosso laboratério
nao sao propicias a sua criacao.

A grande vzriacdo observada quanto ao
nimero de ovos postos (10 a 246) e eclodidos
(0 a 218) por postura de A. darlingi, foi seme-
Ihante a demonstrada em A. nuneztovari (Pa-
raluppi 1978) e Culex tritaenorrhynchus (New-
son & Blakeslee, 1957).

Um periodo de 48 horas para incubacdo
dos ovos é considerado normal nos anofelinos
(Rachou, 1950) embora esse mesmo autor tra-
balhando com anofelinos do subgénero Kertes-
zia, no Estado de Santa Catarina, observou
demoras de 2 até 18 dias para a eclosdo dos
ovos de A. cruzi. Resultados semelhantes fo-
ram encontrados em A. culicifacies onde Ains-
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TABELA VIl — Tempo (dias) de aparecimento, término e freqiiéncias absolutas dos estadios imaturos, em relagdo ao
periodo de oviposicio e grau de mortalidade de Anopheles darlingi, em condi¢bes experimentais

. . Estadios Larvais
Dias apods a

oviposicéo Ovos | I i v Pupa Adulto Mortalidade
1 100 — o — - — —_— -
2 40 60 — — s == = =4
3 —_ 100 — — - — — iy
4 — 87 13 —_ — — = =N
5 — 40 58 2 - —_ il =
6 = 7 60 32 — = == 101D
T — — 32 55 T —_ — 5 (1)
8 — — 11 46 35 — — 1011 ()
9 - - 6 33 50 - — 3 (V)
10 = = = 16 66 4 . 2011):1 (1V)
11 —_ — — 9 62 9 1 5 (V)
12 R -— - 4 54 14 7 2 (Iv)
13 —_ — — 1 46 16 13 3 (V)
14 — - — 1 31 22 21 1.0Vv)
15 — — — 1 25 17 31 1 (pupa)
16 — — — = 19 12 42 1 (pupa)
17 — — = — 15 5 47 1(IV):5 (pupa)
18 — — — _ 12 4 49 2 (pupa)
19 — — — — 8 6 50 1 (pupa)
20 — - — — 6 4 53 1 (pupa)
21 — - — — 4 2 55 2 (pupa)
22 — - - — 2 3 55 1 (pupa)
23 — - — — - 2 56 2 (pupa)
24 - — — — — 1 56 1 (pupa)
25 — — —_ — —_ - 57 -
% Mortalidade r— — 16,28 6,98 37,21 39,63 —_ 43
% Sobrevivéncia 100 100 83,72 93,02 62,79 60,47 — 57
TOTAL 100 100 100 100 100 100 — 100
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ley (1976) observou um periodo de 36 a 48
horas para a eclosdo dos ovos, com uma taxa
de 90% . O mesmo foi observado por Paraluppi
(1978) para as primeiras eclosdes dos ovos
de A. nuneztovari. Desta forma, a duracédo de
1 a 4 dias (média de 2 dias) para a ecloséo
dos ovos parece estar dentro do esperado.

Os nossos resultados se assemelham, tam-
bém, aos obtidos por Baily et al. (1979) em A.
albimanus, sendo que estes obtiveram uma taxa
de eclosao dos ovos mais elevada, alcancando
96% . Portanto, pode considerar-se que fémeas
de A. darlingi apresentam um grau de fertilida-
de relativamente alto, visto que a porcentagem
de eclosdo dos ovos foi de 75,66% .

A duragao dos diferentes estadios larvais
de A. darlingi nao é a mesma. Sem levar em
consideracdo as variagcboes especificas, pode
dizer-se que o 29 e 3.° estadios apresentam um
tempo de desenvolvimento menor do que o 19
e 4° estadios, sendo este ultimo mais longo.
Resultados semelhantes foram descritos para
Aedes aegypti (Christophers, 1960) e para ou-
tros culicideos (Forattini, 1962). E possivel
que o prolongamento do 4° estadio se deva,
em grande parte, as transformagoes teciduais
e morfoldgicas, acompanhadas de mudancas
nos niveis de hormonios destinados 3 formacéo
do futuro adulto.

Segundo Arias & Mulla (1975) quando lar-
vas de 19 estdadio de Culex tarsalis s3o trata-
das com andlogos de horménio juvenil, ocor-
rem aberragdes morfolGgicas, acompanhadas
de grande mortalidade no dltimo estadio de
larva e de pupa, principalmente entre as ecdi-
ses. Desta forma, supde-se que estas trans-
formacoes sejam, também, em grande parte,
responsaveis pelas maiores taxas de mortalida-
de que ocorreram no Gltimo estadio de larvas
e em pupas de A. darlingi em condicbes expe-
rimentais. E de esperar-se, por exemplo, que
alimentacdo, fotoperiodismo, temperatura e
crescimento de fungos tenham influenciado no
desenvolvimento de larvas, contribuindo para
o grande indice de mortalidade e maior dura-
cac do ciclo vital.
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SUMMARY

Laboratory studies about the biological cycle of
Aropheles Darlingi showed that de development from
egg to adult is completed in 15,6 days in average, and
that the survival rate (from 25 to 28°C) was 57%. The
mean number of eggs per female was 110+50,61 and
the eclosion rate 83,31%=48,21. Mean eclosion time
was estimated in about 2 days. Data regarding thz lar-
val and pupal development are also showed.
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