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Inteligéncia € a habilidade de se adaptar as mudancas.

Stephen Hawkin
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RESUMO

A espécie Nyssomya whitmani (Antunes & Coutinho) € vetor da leishmaniose tegumentar. Os
machos dessa espécie apresentam o comportamento de formar agregacdes de acasalamento sob ou
proximo de hospedeiros. Na literatura, existem poucas informagdes a respeito, sem falar na
influéncia da luz da lua nesse comportamento. Nesse sentido, para verificar a influéncia da luz da
lua sobre a atividade de agregacdo dos machos, foram utilizadas gaiolas experimentais, com
galinhas e armadilhas de succdo sem luz. No total foram capturados 2160 individuos de
flebotomineos distribuidos em 7 espécies, nas 18 noites de coleta na presenca e auséncia de luz da
lua. A espécie mais abundante foi N. whitmani, os machos dessa espécie foram mais abundantes
na presenga de lua (92. 67 + 17.17/média + SE) comparado com as noites de auséncia de lua (37+
8.168/média + SE) e essa diferenca foi estatisticamente significante (P= 0.0044). A proporcao de
macho: fémea nas noites de auséncia lua foi de 1:1, e nas noites de presencga de lua foi de 1,7:1.
Diante dos resultados, observa-se que a luz da lua de fato exerceu influéncia na atividade de

agregacdo dos machos, devido ao aumento da quantidade de flebotomineos nos hospedeiros.

Palavras chave: flebotomineos, vetor, comportamento de agregagado, presenga de lua, galinhas



ABSTRACT

The species Nyssomya whitmani (Antunes & Coutinho) is a vector of cutaneous leishmaniasis.
Males of this species exhibit the behavior of forming mating aggregations under or near hosts. In
the literature, there is little information about this, not to mention the influence of moonlight on
this behavior. In this sense, to verify the influence of moonlight on the aggregation activity of
males, experimental cages were used, with chickens and suction traps without light. In total, 2160
individuals of sandflies were captured, distributed in 7 species, during the 18 nights of collection
in the presence and absence of moonlight. The most abundant species was N. whitmani, males of
this species were more abundant in the presence of the moon (92. 67 £ 17.17 / mean + SE)
compared to the nights without moon (37 + 8,168 / mean + SE) and this difference was statistically
significant (P = 0.0044). The male: female ratio on moonless nights was 1: 1, and on moonlit nights
it was 1.7: 1. In view of the results, it is observed that the moonlight did in fact influence the
aggregation activity of the males, due to the increase in the number of sandflies in the hosts.

Key words: sand flies, aggregation behaviour, presence of moon, chickens.
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1.1 APRESENTACAO

Os flebotomineos sdo pequenos insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae e
subfamilia Phlebotominae. Esses insetos possuem uma ampla distribuicdo geogréfica, ocorrem em
quatro dos cincos continentes, com 989 espécies ja descritas. No Brasil ja foram registradas 277
espécies em todas as regides geograficas. Muitas espécies sdo vetores do protozodrio do género
Leishmania, causador das leishmanioses. A leishmaniose ¢ uma doencga infecciosa grave que acomete
0 homem e outros animais.

O Maranhio é o 4° estado do Brasil com maior nimero de casos de LT (539) e o primeiro em
casos reportados de leishmaniose visceral (LV) (1684). No municipio de Chapadinha/MA, 4rea do
presente estudo, encontra-se os principais vetores de leishmaniose Nyssomia whitmani e Lutzomya
longipalpis. Esses vetores ocorrem tanto em zona urbana quanto rural. O municipio apresenta areas de
intensa transmissao de leishmanioses.

O ciclo parasitolégico da leishmaniose é originalmente silvestre, mas, devido as constantes
transformacdes ambientais, houve uma mudanca no padrdo de contaminacdo da doenca. As
leishmanioses que antes se concentravam no ambiente silvestre, passou a ocorrer em areas rurais e
periféricas de grandes centros urbanos, onde animais domésticos como galinhas, porcos, caes e
equinos, atuam como fonte alimentar sanguinea, contribuindo para a colonizagdo e estabelecimento
de grandes populagdes de flebotomineos.

A espécie N. whitmani € vetor da leishmaniose tegumentar (LT), doenca ndo contagiosa, de
evolucdo cronica, que acomete as estruturas da pele e cartilaginosas da nasofaringe. No ambiente
peridomiciliar, essa espécie possui uma forte associacdo com galinhas. Nesse sentindo o presente
estudo levantou a discuss@o sobre os machos de N. whitmani utilizarem as galinhas para realizar o
comportamento de agregacdo para atrai as fémeas para o acasalamento.

Essa dissertagdo foi dividida em dois capitulos. O primeiro trata-se do Referencial Tedrico que
€ uma revisdo sobre a biologia geral dos flebotomineos, importancia médica, captura dos
flebotomineos, associacdo dos flebotomineos com hospedeiros vertebrados e a influéncia da luz lua e
comportamento de agregacao.

No segundo capitulo apresenta-se o artigo. O artigo contém dados inéditos sobre o
comportamento de agregacdo de machos da espécie N. whitmani. O conhecimento gerado por meio

desse estudo é de extrema importancia para a elaboracdo de estratégias que visem o controle. O
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manuscrito tem o seguinte titulo: Influéncia da luz da lua sobre a agregacdao de machos de
Nyssomya whitmani, vetor da leishmaniose cutinea Americana no Brasil, submetido a revista
Journal of Medical Entomology, cujas normas de submissdo encontram-se anexadas no final deste

documento.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

BIOLOGIA GERAL DOS FLEBOTOMINEOS

A fauna flebotominica é amplamente distribuida no mundo. Ocorre em quatro dos cincos
continentes, com 989 espécies ja descritas, destas 530 foram identificadas nas Américas com mais de
20 espécies vetores comprovados de leishmanioses. No Brasil ja foram registradas 277 espécies em
todas as regides geogrificas (ALMEIDA et al., 2015).

Os flebotomineos sdo pequenos insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae e
subfamilia Phlebotominae. Sao hospedeiros naturais de protozodrio do género Leishmania, agente
causador das leishmanioses. Os flebotomineos também carregam e transmitem outros patdgenos
zoonodticos, como Bartonella bacilliformis, agente causador da bartonelose humana e arbovirus,
causando problemas de satide ao homem e animais (READY, 2013).

Estes dipteros sao holometédbolos, cujo desenvolvimento tem quatro fases bioldgicas: ovo, larva
(quatro estadios), pupa e adultos. Os estdgios imaturos nio necessitam de dgua parada para completar
seu desenvolvimento (MAROLI et al., 2013). Os ovos sao colocados em diferentes micro-habitats.
Por exemplo: solo, cavernas, cupinzeiros, ninhos de aves, tocas de animais, abrigo de animais,
serapilheira, base de arvores e sob rochas (FELICIANGELI, 2004; WHO, 2010; CASANOVA et al.,
2013). Em ambientes antropizados, podem ser depositados embaixo de armazenagem de dgua, perto
de pocilgas, plantacdes, rachaduras do solo e de paredes, abrigos de animais domésticos e solo de
galpao (FELICIANGELI, 2004; CASANOVA et al., 2013).

As larvas alimentam-se da matéria organica depositada no chdo, e os adultos alimentam-se de
derivados de agicares (BRAZIL et al., 2015). Os machos se alimentam de seivas de plantas e solucdes
acucaradas, enquanto as fémeas, além da dieta rica em carboidratos elas praticam a hematofagia, pois
necessitam de sangue para a produg@o e maturagdo dos ovos (READY, 2013). A alimentagdo ocorre
principalmente durante o periodo crepuscular e noturno, e, em geral, estes insetos durante o dia se
mantém em repouso, protegidos do vento, de insolacdo e de predadores nos abrigos imidos, tais como:
casas, cavernas, fissuras em paredes, em rochas, no solo, buracos em arvores e galinheiros (BRAZIL
et al., 2015).

As fémeas para terem sucesso no repasto sanguineo utilizam uma gama de receptores que

auxiliam na detecc¢do do animal. Estes sdo: os olhos compostos (FORATTINI, 1973), detector de calor
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(BRAZIL, 2003), olfativos e quimicos (HAMILTON & RAMSOONDAR, 1994). Os flebotomineos
capturam cairomonios liberados pelos vertebrados por meio dos receptores quimicos. Dessa maneira
conseguem encontrar a fonte alimentar sanguinea (SCHLEIN & JACOBSON, 2008).

O ciclo parasitolégico da leishmaniose € originalmente silvestre, mas atualmente estao correndo
em areas rurais e periféricas de grandes centros urbanos. Essa mudanca no padrdao de contaminagdo
deve-se as constantes transformacdes ambientais provocadas pelo homem. Nesse contexto, a
construgao de casas proximas de florestas e a criacdo de animais domésticos t€ém contribuido para a
atracdo de flebotomineos ao peridomicilio (FERNANDEZ et al., 2010; CINCURA et al., 2017).
Animais domésticos como galinhas, porcos, cdes e equinos, atuam como fonte alimentar sanguinea,
contribuindo para a colonizacio e estabelecimento de grandes populacdes de flebotomineos (SILVA
et al., 2012; CINCURA et al., 2017). Estes animais que vivem no ambiente peridomiciliar liberam
cairomOnios, compostos quimicos importantes na orientacao de insetos. A comunicac¢ao quimica entre
hospedeiro e inseto ocorre por meio dessas substancias voléteis dispersas no ar, que formam plumas
de odores responsaveis pelas respostas olfativas dos insetos (ANDRADE et al., 2014).

De acordo com Harhay et al. 2011, as fontes de alimento e os locais de abrigo e descanso dos
flebotomineos variam de acordo com a presengca de animais domésticos e silvestres na area
peridomiciliar. E o que acontece com a espécie de L. longipalpis em ambientes urbanos na América
do sul. Essa espécie é altamente adaptével a locais povoadas por seres humanos (FERNANDEZ et al.,

2010; ANDRADE et al., 2014).

IMPORTANCIA MEDICA

Os flebotomineos possuem importancia médica, pois sdo vetores do protozodrio Leishmania que
causa as leishmanioses. Doencas que sdo negligenciadas e t€ém se apresentado como um importante
problema de satude publica no mundo. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), 350
milhdes de pessoas estdo expostas as leishmanioses e dois milhdes de casos ocorrem todos 0s anos
(BRASIL, 2017). Areas onde a pobreza é mais acentuada t8m mais possibilidade da ocorréncia da
doenca. As condi¢Oes sanitdrias precdrias das habitacdes e do peridomicilio, aumentam os sitios de
reproducdo e locais de repouso, bem como o acesso dos vetores aos seres humanos (AMORA et al.,
2009; Opas/OMS, 2019).

Nas Américas, em 2017, foram reportados 49.959 casos de leishmaniose Tegumentar (LT)
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por 17 paises endémicos. No geral, houve uma diminuicdo do nimero de casos em 9 paises
endémicos, porém, o nimero total de casos manteve-se estivel em relacdo a 2016, devido aos
aumentos ocorridos no Brasil (38%), Costa Rica (94%), México (88%) e Equador (36%). Neste
mesmo ano foram registrados 4.239 novos casos de leishmaniose Visceral (LV), o que representa
um aumento regional de 26,4% quando comparado a 2016, dado ao aumento de 28% dos casos no
Brasil. Por outro lado, houve uma diminuicdo de 21% e 47% no nimero de casos na Colombia e
Paraguai, respectivamente (Opas/OMS, 2019).

As leishmanioses consistem em um conjunto de doencas causadas por protozodrios flagelados
do género Leishmania sp, ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Essas doencas estdo
entre as principais patologias cujos agentes etioldgicos sdo transmitidos por vetores, € sdo
consideradas um problema de satde publica devido a sua magnitude, complexidade clinica, bioldgica
e epidemioldgica (BRASIL, 2017). As leishmanioses sdo transmitidas ao homem pela picada da fémea
de flebotomineos quando infectada. As leishmanioses vém apresentando diferentes padrdes de
transmissdo, por apresentar uma diversidade de agentes, de reservatorios e de vetores, ndo mais se
restringindo as dreas rurais, ocorrendo também em regides periurbanas e urbanas (ALMEIDA et al.,
2015; VIANNA et al., 2016).

As leishmanioses podem se manifestar nas formas cutdnea, mucocutanea (LT) e visceral (LV).
A LT € considerada uma zoonose endémica em mais de 88 paises do mundo e segundo a Organizacao
Mundial da Saide (OMS) hé a ocorréncia de aproximadamente um milhdo de casos de ocorréncia em
quase todos os paises americanos exceto Canadd, Chile e Uruguai (BRASIL, 2017). As principais
espécies de flebotomineos envolvidas na transmissdo da LT, no Brasil, sdo: N. whitmani, L.
flaviscutellata, L.umbratilis, L.intermedia, L.wellcomei, L. migonei, L. complexa, L. neivai, L. shawi
e L. ayrozai (BRAZIL et al., 2015). A LV € a forma mais grave da doenca, pois acomete os 6rgaos
internos (figado e baco). A LV € causada pelo protozodrio Leishmania infantum chagasi, nas
Américas € transmitido principalmente pelas espécies L. longipalpis e L. cruzi. A espécie L.
longipalpis possui uma capacidade de adaptacdo as dreas urbanas, podendo ser encontrado desde o
Meéxico a Argentina. (BRAZIL et al., 2015).

A espécie N. whitmani (Antunes e Coutinho, 1939), pode ser encontrado nos paises da
Argentina, Brasil, Guiana Francesa, Paraguai e Peru. Nas florestas tropicais as fémeas desta espécie

se alimentam de preguicas (reservatério natural) (LINTHICUM E LINTON, 2015). No ambiente
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peridomiciliar essa espécie possui uma forte associacdo com galinhas. Fonteles et. al. 2009 realizaram
estudo no estado do Maranhdo para determinar as fontes de alimentacdo sanguinea das fémeas da
espécie N. whitmani, com a utilizacdo de animais, como, galinhas, porcos, gambds, bovinos e seres
humanos. As fémeas foram analisadas utilizando a técnica da precipitina. Tanto nas reagdes simples
como nas reagdes duplas, as fémeas tiveram preferéncia alimentar pelo sangue de galinha. Teodoro et

al. (2007) também mostrou a forte associa¢ao entre a espécie N. whitmani e galinhas.

CAPTURA DOS FLEBOTOMINEOS

As armadilhas entomoldgicas sdo consideradas ferramentas eficazes nas atividades de estudos
de vigilancia epidemiolégica e na realizacdo do controle de insetos vetores, inclusive dos
flebotomineos (FAIMAN et al., 2011). A captura de insetos auxilia na caracterizacdo das espécies
constituintes de um determinado ecossistema além de fornecer subsidios em estudos de
monitoramento vetorial.

Para realizar o controle dos vetores € necessario primeiro ter conhecimento sobre a ecologia da
espécie. Portanto, s@o realizadas as investigacdes entomoldgicas utilizando diferentes metodologias.
Coletas com armadilhas do tipo adesivas, armadilhas Shannon e armadilhas luminosas. Nas
armadilhas podem ser utilizados diferentes atrativos fisicos e quimicos, como animais, CO2, luz e
cairomdnios (ALEXANDER e MAROLI, 2003). Alguns compostos quimicos sdo considerados
importantes na atra¢do dos flebotomineos, por exemplo, o didéxido de carbono (CO-) ¢ interpretado
como a presenga de hospedeiro e o dcido latico € o principal componente do suor humano presente
em todos os vertebrados (COOPER et al., 2014).

O controle do vetor pode ser uma medida eficiente para o desenvolvimento de acdes de
prevengao no controle das leishmanioses (MAROLI e KHOURY, 2004). Outras medidas de controle
tém surgido como, o uso de mosquiteiros e cortinas impregnados com inseticidas (WARBURG e
FAIMAN, 2011). Essa técnica mostrou-se eficaz na protecao de pessoas e em alguns casos reduziu a
incidéncia das leishmanioses (KASILI et al., 2010; MONDAL et al., 2013). Contudo, deve-se levar
em consideragdo a seguranga para os seres humanos e o meio ambiente, além do custo do inseticida

(WHO, 2010).
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ASSOCIACAO DOS FLEBOTOMINEOS COM HOSPEDEIROS VERTEBRADOS E A
INFLUENCIA DA LUZ LUNAR

No processo de hematofagia, as fémeas de flebotomineos se alimentam de sangue de répteis,
aves e mamiferos. Destes se destacam dois grupos importantes: os sinantrépicos, animais reservatorios
naturais de Leishmania, que abrange roedores, marsupiais, preguicas e carnivoros. E os domésticos,
animais que atraem flebotomineos para proximo das residéncias humanas (FAIMAN, 2011).

Ximenes et al. (1999), realizaram estudo para verificar a densidade dos flebotomineos em
abrigos de animais domésticos (cavalos e galinhas) e silvestres (Tatu e uma espécie de roedor Galeas
pixii), com a utilizacdo de armadilhas luminosas do tipo CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) para captura dos flebotomineos. Os resultados desse estudo mostraram que os
flebotomineos foram atraidos pelos animais domésticos e silvestres, pois ao remover os animais do
ambiente peridomiciliar ocorreu uma diminui¢do significativa na densidade dos flebotomineos.

E de conhecimento que a luz da lua influencia o comportamento de voo de muitos insetos,
incluindo os da ordem Diptera (Kasili et al., 2010), como os anofelinos e flebotomineos. Charlwood
et al., (1986) estudaram sobre a idade gonotrofica da espécie Anopheles farauti (Culicideos) sob
influéncia da luz da lua, com a utiliza¢do de atrativo humano. Os resultados mostraram uma maior
captura de anofelinos nas noites com a presencga de lua, comparado com as noites na auséncia de lua.
Jamca et al., (1992) estudou a influéncia da luz da lua na captura da espécie Anopheles nuneztovarie
e Kampango et al., (2010) analisou a influéncia da luz da lua no comportamento de picada da espécie
Anopheles funestus, ambos utilizaram armadilhas luminosas. Os resultados foram diferentes do estudo
anterior, a maior abundancia dos anofelinos foi nas noites de auséncia de lua comparado com as noites
de presenca de lua.

Aguiar e Soucasaux 1984, estudaram a ecologia dos flebotomineos com a utilizacdo de atrativo
humano e tubo de succdo para a coleta dos flebotomineos. Os resultados mostraram que os
flebotomineos foram mais abundantes na fase de lua nova, comparada com as outras fases da lua.
Aguiar et al. (1985) encontraram resultados parecidos, observaram uma maior abundancia de
flebotomineos na fase de lua nova comparado com as outras fases da lua, nas armadilhas luminosas
que estavam préximas de tocas de animais silvestres.

No entanto, Souza et al. (2005), encontraram resultados diferentes. Estudaram sobre a influéncia

do ciclo lunar na frequéncia de flebotomineos, com a utiliza¢do de atrativo humano e armadilhas
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luminosas do tipo CDC. De acordo com os resultados encontraram uma quantidade maior de fémeas
da espécie N. whitmani nas noites de lua cheia nas armadilhas que havia isca humana, enquanto nas
armadilhas luminosas a maior abundancia de fémeas foi na lua nova. Esse resultado foi mostrado
também por Gaglio et al., 2014 para as espécies (Phlebotomus perniciosus e Sergentomyia Minuta) e
Gebresilassie et al., 2015 em estudo da espécie P. orientalis. No entanto, Kasili et al., 2010, ndo
encontrou diferencgas estatisticas na captura de Phlebotomus spp. e Sergentomya spp., nas diferentes
fases lunares

Nos estudos de Morrison et al., (1995) e Santo-de-Marco et al., 2002, ambos utilizaram
armadilhas luminosas para a captura de flebotomineos. Capturaram uma quantidade de machos
superior a de fémea, na fase de lua cheia, mas ndo explicaram a relacdo com a luz da lua. Morrison
et al. 1995 estudaram os padroes de atividade noturna da espécie L. longipalpis. A quantidade de
flebotomineos machos foi superior a de fémeas (15.565 e 3.302, respectivamente). No estudo de
Santo-de-Marco et al., 2002, mostra que a média de machos também foi superior a de fémeas (2,18 e
1,25, respectivamente) para a espécie N. whitmani, na fase de lua cheia comparado com outras fases
da lua.

Diante desses estudos observamos hd necessidade da realizacdo de mais pesquisas, para
compreendermos melhor sobre a influéncia das fases lunares na captura de flebotomineos com a
utilizacdo de armadilhas luminosas e animais. Nesse sentido, a presente pesquisa estudou os machos
da espécie N. whitmani e a utilizagdo de armadilhas sem a fonte de luz, criadas e confeccionadas

exclusivas para este estudo.

COMPORTAMENTO DE AGREGACAO

O comportamento de formar enxames € comum na ordem diptera, muitas espécies se acasalam
por meio desse comportamento. O enxame € caracterizado pela aglomeragdo de macho sem locais
especificos (enxame aéreo), frequentemente associados a um marcador de enxame visual (YUVAL,
2006). Esse comportamento foi relatado para espécies, Anastrepha fraterculus, Variipennis
sonorensis, Anopheles gambiae, Anopheles coluzzi, Anopheles funestus, entre outras.

Gerry e Mullens (1998), estudaram o comportamento de reprodugdo da espécie Variipennis
sonorensis, observaram que os machos enxamearam proximo de um bezerro contido 0,3-1,0 m acima

do nivel do solo. Os resultados indicaram que a formagao dos enxames estd associada a um marcador
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de enxame visual com manchas claras e escuras contrastadas horizontalmente, tais como bordas de
estradas. Charlwood et al. (2002), verificou que os machos de anofelinos da espécie Anopheles
gambiae também apresentam essas mesmas caracteristicas para a formag¢ao do enxame. A utiliza¢ao
de marcadores visuais para iniciar o enxame. Os marcadores sdo de contraste horizontal, como gramas,
trilhas ou arbustos. Os machos chegaram primeiro do que as fémeas e apds 5 minutos o enxame teve
seu nimero maximo. As espécies de Anopheles funestus (Charlwood e Thompson 2003); Anastrepha
fraterculus (Segura et al., 2007); Anopheles gambiae (Diabaté at al., 2011) e Anopheles coluzzi
(Sawadogo et al., 2014) também apresentam esse tipo de comportamento.

Os flebotomineos diferente da maioria dos Diptera citados acima, formam agregacdes
baseado em substrato (YUVAL, 2006). As agregacdes sdo formadas préximo ou sobre os
hospedeiros com o propdsito de acasalamento (Bray et al., 2009). Jarvis e Rutledge 1992,
utilizaram camundongos anestesiados para estudar o comportamento de acasalamento da espécie
L. longipalpis, em laboratério. Observaram que os machos de L. longipalpis pousaram em cima
dos camundongos e fizeram exibi¢des semelhantes a lek, como abanar as asas, desfilar e quando
necessdrio defendem o territorio. O comportamento de lek consiste na formacao de agregacdes, em
que os machos realizam exibi¢Oes competitivas para atrair as fémeas para copulagdo, cada macho
defende o espaco no qual estd se exibindo para fémeas (BEEHLER e FOSTER 1988; BRADBURY
et al.,1981).

Esse comportamento de lek ndo é desenvolvido por todas as espécies que formam agregacdes,
como foi mostrado para a espécie L. Longipalpis (JARVIS e RUTLEDGE 1992). Por exemplo, os
machos da espécie Phlebotomus papatasi vetor da leishmaniose cutdnea zoondtica, flexionam o
abdomen e batem as asas, as fémeas em resposta batem as asas, indicando que aceita acasalar
(CHELBI et al., 2012). Valenta et al., (2000), estudaram o comportamento de corte da espécie
Phlebotomus duboscqi (Neveu-Lemaire) vetor da leishmaniose cutanea zoondtica na regido
Afrotropical, os machos apresentaram comportamento de abanar as asas e apertar a cintura das fémeas,
mas de acordo com Beehler e Foster 1988; Jiguet & Bretagnolle, 2006; Diabaté at al., 2011, alguns
critérios precisam ser atendidos para afirmar que machos de uma determinada espécie apresentam o
comportamento de lek. Esses critérios sdo: aglomeracdo de machos; ndo existe cuidado parental; na
drea de exibicdo ndo possui recursos que atraia as fémeas; defesa da area; as fémeas escolhem o

parceiro para acasalar; estabilidade da localiza¢do do lek ao longo do tempo.
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O conhecimento sobre aspectos da ecologia e comportamento dos flebotomineos sdo necessérios
e indispensaveis para a elaboragdo de estratégias que visem o controle. Nesse sentido o presente estudo
traz um novo método de captura e conhecimentos inovadores sobre o comportamento de agregacio

de machos de flebotomineos da espécie N. whitmani importante vetor da leishmaniose tegumentar.
1.3 Objetivo Geral

Verificar a influéncia da luz da lua sobre o comportamento de agregacdo dos machos da espécie
Ny. whitmani na atividade de busca por hospedeiro, utilizando galinhas em gaiolas experimentais.

1.4 Objetivo Especificos

Conhecer a influéncia da presenca e auséncia de lua no processo de agregacdo dos machos da

espécie N. whitmani;

Identificar a interagdo entre machos e fémeas de flebotomineos sob influéncia da luz da lua.
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Resumo: A espécie Nyssomya whitmani (Antunes & Coutinho) é vetor da leishmaniose
tegumentar. Os machos dessa espécie apresentam o comportamento de formar agregacdes de
acasalamento sob ou proximo de hospedeiros. Na literatura, existem poucas informagdes a respeito,
sem falar na influéncia da luz da lua nesse comportamento. Nesse sentido, para verificar a
influéncia da luz da lua sobre a atividade de agregacdo dos machos, foram utilizadas gaiolas
experimentais, com galinhas e armadilhas de suc¢do sem luz. No total foram capturados 2160
individuos de flebotomineos distribuidos em 7 espécies, nas 18 noites de coleta na presenca e
auséncia de luz da lua. A espécie mais abundante foi N. whitmani, os machos dessa espécie foram
mais abundantes na presenca de lua (92. 67 £ 17.17/média + SE) comparado com as noites de
auséncia de lua (37+ 8.168/média + SE) e essa diferenca foi estatisticamente significante (P=
0.0044). A propor¢dao de macho: fémea nas noites de auséncia lua foi de 1:1, e nas noites de
presenca de lua foi de 1,7:1. Diante dos resultados, observa-se que a luz da lua de fato exerceu
influéncia na atividade de agregacdo dos machos, devido ao aumento da quantidade de

flebotomineos nos hospedeiros.

Palavras chave: flebotomineos, comportamento, presenga de lua, galinhas

Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae) possuem importancia médico-veterindria. Muitas espécies

sdo vetores do protozodrio do género Leishmania, causador das leishmanioses. A leishmaniose € uma
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doenca infecciosa grave que acomete o homem e outros animais. Dessa maneira, apresenta-se como

um grande problema para a satide publica (Ready 2013).

A espécie N. whitmani é vetora da leishmaniose tegumentar (LT), doenga ndo contagiosa, de
evolucdo cronica, que acomete as estruturas da pele e cartilaginosas da nasofaringe (Guimaraes et al.
2014). Essa espécie € responsavel pela transmissao do complexo Leishmania (Viannia) braziliensis,
e também tem sido implicada na transmissao de Leishmania guyanensis e Leishmania shawi no Brasil
(Brazil et al. 2015 ). Nas Américas, em 2017, foram reportados 49.959 casos de LT por 17 paises
endémicos. Brasil, Costa Rica, México e Equador, foram os paises que tiveram um aumento no
nimero de casos em relagdo ao ano de 2016. Desse total de casos, 72,6% foram reportados pelo Brasil

(Opas/OMS 2019).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satide o estado do Maranhdo € o 4° com maior
nimero de casos de LT (539) e o primeiro em casos reportados de leishmaniose visceral (LV) (1684)
no Brasil (Opas/OMS, 2019). No municipio de Chapadinha/MA, area do presente estudo, encontra-
se os principais vetores de leishmaniose N. whitmani e Lutzomya longipalpis (Lutz & Neiva). Esses
vetores ocorrem tanto em zona urbana quanto rural (Lima-Neto et al. 2017). O municipio apresenta
dreas de intensa transmissao de leishmanioses. Nos dois ultimos anos foram notificados 55 casos de

LV e 18 casos de LT em Chapadinha (SEMUS/ 2019).

O ciclo parasitoldgico da leishmaniose € originalmente silvestre, mas atualmente estd ocorrendo
em dreas rurais e periféricas de grandes centros urbanos. Essa mudanca no padrdao de contaminagdo
deve-se as constantes transformagdes ambientais em que os animais domésticos como galinhas,
porcos, cdes e equinos, atuam como fonte alimentar sanguinea, contribuindo para a colonizagdo e

estabelecimento de grandes populacdes de flebotomineos (Harhay et al. 2011). De acordo com
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Ximenes et al. (1999) as fontes de alimento e os locais de abrigo e descanso dos flebotomineos

variam de acordo com a presenca de animais domésticos e silvestres na drea peridomiciliar.

Os animais presentes no ambiente peridomiciliar liberam cairomdnios que sdo compostos
quimicos considerados importantes na orientacao dos insetos. Os machos flebotomineos utilizam essas
substancias para a localiza¢do de hospedeiros, onde realizam a atividade de agregacdo e acasalamento
(Spiegel et al. 2016). Essas substincias exercem influéncia no comportamento de agregacido dos
flebotomineos no ambiente peridomiciliar (Dye et al. 1991, Kelly & Dye 1997). Os machos de
flebotomineos utilizam alguns dos estimulos olfativos (COz octenol (1-octen-3-ol) e 4cido latico)
derivados do hospedeiro para encontrar locais (hospedeiro) para formar agregacdes (Andrade et al.
2008). Agregacdo € um comportamento exercido por machos, onde formam um agregado, com o
proposito de acasalamento (Bray et al. 2009). Durante esse comportamento hd a formacao de lek. O
comportamento lek € uma agregacdo de exibi¢do comunitaria de machos, onde cada um defende uma
area na qual se exibem para atrair fémeas (Jarvis & Rutledge 1992). Nao necessariamente as espécies
que desempenham o comportamento de agregacao realizam lek.

O comportamento de lek foi relatado para a espécie L. longipalpis, onde machos possui um
feromonio de agregacdo sexual, que ao formar o agregado libera para atrair fémeas e também mais
machos (Jarvis & Rutledge 1992, Bray et al. 2009). Ao cortejar as fémeas com o proposito de
acasalamento os machos de L. longipalpis abanam as asas, desfilam e competem pela defesa do
territério (Jarvis & Rutledge 1992). O estabelecimento do lek visa atrair fémeas para acasalar (Kelly &
Dye 1997).

Sabe-se que a luz da lua exerce influéncia nas capturas de flebotomineos com armadilhas
luminosas (Bowden 1973). No entanto, apenas o estudo de Da silva et al. (2019) sugeriu que a luz da

lua poderia ter influéncia nas agregacdes de acasalamento dos machos, ao estudar a influéncia da luz
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da lua, com armadilhas luminosas a base de LED (Diodo Emissor de Luz) nas capturas de
flebotomineos. Neste estudo, encontramos diferencga significativa entre a quantidade de machos da
espécie N. whitmani em comparacdo com as outras espécies capturadas sob a lua cheia.

A maioria dos estudos sobre influéncia da luz da lua nas capturas de flebotomineos concentrou-
se apenas no comportamento das fémeas, enquanto o comportamento dos machos foi negligenciado
(Gebresilassie et al. 2005, Souza et al. 2005, Kasili et al. 2010, Gaglio et al. 2014). Portanto, a presente
pesquisa propOs estudar a influéncia da luz da lua no comportamento de agregacio dos machos da
espécie N. whitmani com a utilizacdo de armadilhas sem luz. Nesse sentido devido a transmissdo das
leishmanioses depender da relacdo entre vetor e hospedeiro, fez-se necessério estudos com iscas de
animais na presenca e auséncia de lua para elucidar tais conjecturas e com isso contribuir para a

elaboracdo de novos métodos de captura que visem o controle desse vetor.

Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido em uma fazenda, no municipio de Chapadinha/MA, localizada a
3°44°03,99” Sul e 43°17°16,29” Oeste. A regido de Chapadinha possui clima quente e umido
caracteristico do nordeste do estado. A temperatura média varia de 28°C a 30°C. Os indices
pluviométricos variam de 1,500-1,800mm. A regido apresenta uma estacao seca, de julho a dezembro,
e uma chuvosa, de janeiro a junho. A 4rea de estudo € caracterizada por uma fitofisionomia do tipo
savana, com florestas secunddrias e plantio de eucalipto ao redor da drea da fazenda. Animais como,
porcos, galinhas e boi, estavam presentes nos ambientes peridomiciliar.

Com o objetivo de proporcionar uma representacao mais fiel sobre a influéncia da luz da lua nas
agregacoes de machos de N. whitmani foi desenvolvida uma nova armadilha de succao, ndo atrativa, na

qual os insetos presentes no ambiente sdo atraidos principalmente por estimulos ambientais externos
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(por exemplo, odores do hospedeiro). Essa armadilha ¢ compreendida por um corpo de formato
cilindrico em forma de “U” com duas extremidades (Fig.1. A). Em uma das extremidades possui um
micromotor de 3V DC, RF-300CA, 1.400 rpm com ventilador para succdo dos insetos. A outra
extremidade € o reservatorio de coleta de insetos. No lado de dentro do reservatério, ha um funil de
malha fina (malha de 0,20 mm), sobre o qual um tubo transparente é conectado para impedir que os
insetos saiam da armadilha.

Na realizacdao do experimento foram utilizadas duas gaiolas experimentais (Fig.1.B e C), de
tamanhos (100 x 100 x 50 cm), na presenca e ausenca de lua. Essa gaiola € composta por duas partes:
a primeira (superior) era uma grade de madeira com laterais teladas (Fig.1.B), onde as galinhas eram
colocadas, e a segunda parte (inferior) possui aberturas em cada lado, na qual as armadilhas de suc¢do
foram dispostas (Fig.1.C) Oito armadilhas de suc¢@o foram colocadas em cada gaiola. O aparelho de
succdo ficava para dentro da gaiola e o reservatorio ficava fora da gaiola (Fig.1.B). As gaiolas foram
instaladas no local de estudo a 50 cm a cima do solo, com 20 m de distancia uma da outra, em area aberta a
uma distancia de 170m do ambiente peridomiciliar. Em cada gaiola foram colocadas 6 galinhas caipiras
(Gallus gallus domesticus L.), oferecidas como atrativo para os flebotomineos. As galinhas foram
colocadas na gaiola as 17:00 horas e retiradas as 6:00 horas da manha seguinte.

As coletas dos flebotomineos foram realizadas entre os meses de Julho a Setembro de 2019,
durante trés dias consecutivos por semana. Cada tratamento foi replicado trés vezes, com 9 noites na
presenca e 9 noites na auséncia de lua, no total de 18 noites de coletas, com 16 armadilhas de succ¢ao
por noite, resultando em 234 horas de trabalho. Os dados sobre as fases da lua foram obtidos em
(http://www.timeanddate.com). Todos os experimentos foram realizados em noites sem nuvens € a lua
estava sendo observada pela equipe de estudo para ver se estava visivel ou ndo no local do estudo.
Dados de umidade, precipitacio e temperatura foram obtidos pelo site INMET-Brasil (Instituto

Nacional de Meteorologia, http://inmet.gov.br —estacdo: 82382 — Chapadinha, Maranhao).
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Ap06s cada coleta os flebotomineos foram transportadas para o laboratério de Entomologia Médica
(LEME) do Centro de Ciéncias Agrarias e Ambientais da Universidade Federal do Maranhao (CCAA-
UFMA). As galinhas eram removidas das gaiolas e colocadas de volta nos viveiros. Os flebotomineos
foram eutanasiados a -20°C, em seguida foi realizado o processo de triagem, posteriormente o0s
flebotomineos foram acondicionados em frascos de vidros contendo dlcool 70% devidamente
etiquetados. Ao término desses procedimentos foi realizado o processo de diafanizacdo, que consiste
no clareamento do exoesqueleto dos insetos tornando as partes anatdomicas de fécil visualizacao, para
isso foram utilizados dois compostos: lactofenol e hidréxido de potdssio (KOH). Em seguida os
flebotomineos foram identificados a nivel de espécies por meio da observacdo de caracteres
morfolégicos com o auxilio de microscépio 6ptico, por meio da chave de identificacdo proposta por
Galati (2003), e as amostras foram acondicionadas na colecdo entomoldgica da Universidade Federal
do Maranhao (UFMA).

As andlises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). O teste utilizado para verificar a normalidade dos dados foi
D~Agostino & Pearson. Quando os dados seguiram uma distribui¢do normal, foram realizados os
testes t de Student e analise de varidncia (ANOVA), mas, quando o critério de normalidade nao foi
atendido utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Os resultados foram considerados

significativos quando P <0,05.

Resultados e Discussao

Nas 18 noites de coletas foram capturados 2160 individuos de flebotomineos distribuidos em

7 espécies (Tabela 01). As espécies capturadas foram: N. whitmani (92. 67 £ 17.17/média + SE),
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139  Psychodopygus chagasi (Costa Lima) (11.67 £ 5.33/média + SE), Micropygomyia goiana (Martins,
140  Falcao & Silva) (4.12 + 0.66/média + SE), Micropygomyia quinquefer (Dyar) (3.16 + 0.47/média
141+ SE), Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira) (1.40 £ 0.22/média = SE), Evandrodmyia
142 termitophila (Martins, Falcdo & Silva) (1.50 £ 0.50/média + SE) e Brumptomya sp. (1.00 £
143 0.00/média + SE). Estas espécies ja foram relatadas anteriormente para a regido Nordeste do Brasil
144  (Da Silva et al., 2019). E importante ressaltar a captura da espécie B. flaviscutellata, uma espécie
145  de flebotomineo considerada o principal vetor de L. (V.) amazonensis na América do Sul e Central
146  (Brasil et al., 2015).

147 Em relacdo a espécie N. whitmani, os machos foram mais abundantes na presenca de lua (92.
148 67 £ 17.17/média = SE) comparado com a de auséncia de lua (37+ 8.168/média + SE). A diferenca
149  entre a quantidade de machos na presenca e auséncia de lua foi significativamente diferente (t =
150 2.928,df =16, P =0.0099). A proporc¢do sexual de macho: fémea na presenca de lua foi de 1,7:1 e
151  naausénciade luafoide 1:1. A diferenca entre os machos na presenca de lua (92. 67 + 17.17/média
152+ SE) e fémea na auséncia de lua (36.89 + 11.25 /média + SE) foi estatisticamente significante (t
153 =2.718, df = 16, P =0.0152). As fémeas foram mais abundantes na presenca de lua (53 £ 9.999
154  /média + SE) comparado com a de auséncia de lua (36.89 + 11.25 /média + SE). No entanto, ndao
155  houve diferenca estatistica (t = 1.070, df = 16, P = 0. 3003), figura 1. Em relacdo as outras espécies,
156  houve maior abundancia nas noites de auséncia de lua (5.563 + 2.455/média £ SE) quando
157  comparado com as noites de presenca de lua (4.938 + 1.002/média + SE). No entanto, ndo houve
158  diferenca estatistica entre a quantidade de flebotomineos na presenga e auséncia de lua (U = 105.5,
159 P =0.4021).

160 Como sugerido no estudo de Da Silva et al. (2019), os resultados do presente estudo mostram
161  que aluz dalua de fato exerce influéncia na atividade de agregacdo de machos da espécie N. whitmani,

162  devido uma maior abundancia de machos em relacio a fémeas, capturados nas noites de presenca de
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lua. Morrison et al. (1995) estudaram os padrdes de atividade noturna da espécie L. longipalpis, em
um chiqueiro de porco e em um curral de gado, por meio de tubos de castro. A quantidade de
flebotomineos machos foi maior do que as fémeas (15.565 e 3.302, respectivamente). A atividade dos
flebotomineos aumentou na presenca de lua. Santo-de-Marco et al. (2002) verificaram a influéncia
das fases lunares na atividade de flebotomineos em Vigosa Minas Gerais, Brasil. Os flebotomineos
foram capturados com armadilhas luminosas do tipo Falcdo e Shannon. As armadilhas foram
instaladas préximos de casas, abrigos de animais, bordas de terras e fronteiras florestais. Neste estudo
a média de machos também foi maior do que a de fémeas (2,18 e 1,25, respectivamente) para a espécie
N. whitmani, na fase de lua cheia comparado com outras fases da lua. Estes estudos apenas citaram a

quantidade de machos, mas, ndo explicaram qualquer relacdo que poderia existir com a luz da lua.

O presente estudo foi o primeiro a levantar a discussio sobre a influéncia da luz da lua sobre o
comportamento agregacdo dos machos. Infelizmente, existe poucas informagdes que nos daria suporte
para melhor compreender os processos envolvidos no comportamento de agregacdo dos machos.
Kelly & Dye (1997), mostraram que os machos de L. longipalpis chegam aos locais de agregacodes
primeiro, assim liberam feromonios para atrair as fémeas e também mais machos para o processo de
acasalamento. Por meio do comportamento de formar agrega¢des no hospedeiro os machos aumentam
o sucesso de acasalamento. Portanto, os machos desempenham um papel importante no processo
epidemioldgico da doenca. Para a melhor compreensao desse papel € necessario a realizagdo de mais

estudos.

Os estudos com flebotomineos sob influéncia da luz da lua sdo voltados para a captura das
fémeas. Dessa maneira, pouco se sabe sobre a atividade crepuscular de machos sob influéncia
lunar. De acordo com Bidlingmayer (1964) a atividade do voo dos mosquitos fémeas € mais ativo

no periodo crepuscular nas noites de lua cheia. Dessa maneira, acredita-se que com a presenca de
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lua o periodo crepuscular se estende por mais tempo, € assim ocorre uma maior captura de
flebotomineos nas noites de presenca de lua (Bidlingmayer 1964, Bowden 1973). A grande
abundancia de machos de N. whitmani nas noites de presenca de lua pode estar relacionado a esse
fator. Morrison et al. (1995), mostrou que a atividade de voo dos machos da espécie L. longipalpis
foi mais ativo do que as fémeas, logo no inicio da noite. Argumenta-se a possibilidade dos
flebotomineos utilizarem a visdo, sob influéncia da luz da lua para encontrar o hospedeiro e formar
agregacdes para o acasalamento nas noites de presenca de lua, quando o ambiente estd mais claro.

Além da influéncia lunar, os hospedeiros domésticos também desempenham importancia na
atividade de agregacdo dos machos. Segundo Kelly & Dye (1997), os feromonios liberados pelos
machos de flebotomineos juntamente com os cairomdnios do hospedeiro exercem um papel
importante no comportamento de agregacdo. Acredita-se, que as galinhas usadas no presente
estudo, como atrativo para os flebotomineos, podem estar sendo utilizadas pelos machos da espécie
N. whitmani, como locais para a formacdo de agregacdes com o propdsito de acasalamento.
Fonteles et al. (2009); Vilela et al. (2013) demonstraram a forte associacdo que existe entre a
espécie N. whitmani e galinhas. Essa associagdo pode estar relacionada ao processo de
domesticacao da espécie N. whitmani.

Em estudos com a espécie L. longipalpis importante vetor da leishmaniose visceral na
América, foi mostrado que os machos produzem um feromonio sexual de agregacdo que sdo
importantes para atrair fémeas e machos para acasalar (Spiegel et al. 2016). A grande abundancia
de machos da espécie de N. whitmani poderia ser explicada também se, assim como L. longipalpis
produzisse um feromonio especifico de agregacao sexual. No entanto, na literatura ainda ndo ha
informacdes se os machos da espécie N. whitmani produzem algum tipo de feromonio sexual de
agregacdo. Hamilton et al. (2002) estudaram sobre a producdo de feromonios sexuais nas espécies

de flebotomineos do novo mundo, mas ndao encontraram feromonios sexuais em nenhuma das
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espécies estudadas, incluindo a espécie N. whitmani, mas a possibilidade de existir essas
substancias ndo foi descartada.

A parti do conhecimento que L. longipalpis produz feromonios sexuais de agregacdo, foi
elaborado uma estratégia de controle. A estratégia consiste em atrair e depois sacrificar o vetor da
leishmaniose visceral, por meio da utilizagdo de feromonios sexuais sintético de agregacao para
locais estratégicos tratados com inseticidas (Courtenay et al. 2019). Embora, ndo exista na literatura
informacdes sobre a influéncia da luz da lua sob o processo de agregacdo da espécie L. longipalpis,
no presente estudo recomenda-se que o periodo de presenca de lua seja considerado na hora da
realizacdo do controle desse importante vetor. Futuramente esta estratégia de controle pode ser
aplicada para a espécie N. whitmani importante vetor da leishmaniose cutanea para interromper as
agregacOes de acasalamento.

A influéncia da luz da lua e as galinhas foram importantes para a presenca da espécie N.
whitmani no local de coleta. A utiliza¢do de armadilhas de suc¢do sem luz, as galinhas e a execucdo
do experimento em 4rea aberta nos forneceram resultados precisos, onde foi constatado a influéncia
da luz da lua na atividade de agregacdao dos machos de N. whitmani nas galinhas. Para a melhor
compreensdo sobre o comportamento de agregacdo dos machos no hospedeiro, sugerimos que

estudos sejam realizados com outros animais domésticos, considerando a luz da lua.
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Fig.01 (A)- Armadilha de suc¢do ndo atrativa em forma de U (Fig. 1. A1), com um micro
motor 3V DC, RF-300CA, 1.400 e um ventilador (Fig. 1. A2). Reservatério removivel de
coleta de insetos (Fig. 1. A3), tampa do reservatério removivel (Fig. 1. A4), com tela (malha
0,20mm). Na parte inferior do reservatdrio possui um funil de malha 0,20mm, no qual possui
um tubo para impedir a saida dos insetos (fig. 1. A5). Quando os insetos sdo capturados
(fig.1. A7), sdo expelidos pelo ar gerado pelo ventilador para o reservatério (fig.1.A8). (B)
Gaiola na qual as galinhas e as armadilhas eram dispostas. (C) Distribuicao das armadilhas

na gaiola.

Fig.02 Média (£SE) de machos e fémeas da espécie N. whitmani capturados com armadilhas
de succdo ndo atrativa, na presenca e auséncia de luz da lua. Letras iguais ndo possui
diferenca estatistica e letras diferentes possui diferenca estatistica. I- Machos na presenca de
lua, II- Fémeas na presenca de lua, III- Machos na ausencia de lua e IV- fémeas na auséncia

de lua.
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Figura 01.
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Figura 02.

Tabela 01. Espécies de flebotomineos capturados em uma fazenda no Nordeste do Brasil

com a utilizagdo de armadilhas de suc¢do ndo atrativa.

ESPECIES N M F %

Nyssomyia whitmani 1976 1167 809 91,5
Psychodopygus chagasi 70 1 69 3,2
Micropygomyia goiana 66 29 37 3,1

Micropygomyia quinquefer 19 19 0 0,88
Bichromomyia flaviscutellata 14 3 11 0,65
Evandromyia termitophila 3 0 3 0,14
Brumptomya sp 1 0 1 0,05
Danificados 11 4 7 0,51
TOTAL 2160 1223 937 100

N= nimero total de cada espécie; M=macho; F=fémea; % = porcentagem.
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Rossignol, P. A. 2001. Parasite modification of mosquito probing behavior, pp. 25-28. In
T. W. Scott and J. Grumstrup-Scott (eds.), Proceedings, Symposium: the Role of Vector-
Host Interactions in Disease Transmission. National Conference of the Entomological
Society of America,10 December 1985, Hollywood, FL. Miscellaneous Publication 68.
Entomological Society of America, Lanham, MD.

Theses/Dissertations

James, H. 2001. Thesis or dissertation title. M.S. thesis or Ph.D. dissertation, University of
Pennsylvania, Philadelphia.

Software SAS Institute. 2001. PROC user's manual, version 6th ed. SAS Institute, Cary,
NC.

Online Citations
Reisen, W. 2001. Title. Complete URL (protocol://host.name/path/file.name) and/or DOI
(Digital Object Identifier)

Tables
e Tables should be editable tables in a Word document.

o If a table continues on more than one page, repeat column headings on subsequent
page(s).
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All columns must have headings.
Leave no space between lowercase letters and their preceding values (e.g., 731.2ab).

Do not footnote the title—use the unlettered first footnote to include general
information necessary to understand the title (e.g., define terms, abbreviations, and
statistical tests).

Use approved abbreviations or abbreviations already defined in the text and define
others in the general footnote.

Use the following abbreviations in the body or column headings of tables only: amt
(amount), avg (average), concn (concentration), diam (diameter), exp (experiment),
ht (height), max (maximum), min (minimum), no. (number), prepn (preparation),
temp (temperature), vs (versus), vol (volume), wt (weight) Jan (January), Feb
(February), Mar (March), April, May, June, July, Aug (August), Sept (September),
Oct (October), Nov (November), and Dec (December).

Figures

Figures should be at least 300 dpi, or 1200 dpi for line graphs.

The quality in which figures are submitted is the quality in which they will print—
please ensure figures are high quality.

The following file types of figures are accepted: tif (preferred), eps (preferred), rtf,
ppt/pptx, pdf, ps, psd, ai, gif, png. Figures should be in their native format for best
quality.

Figures should be prepared in CMYK color.
Maximum height: 240 mm.

Maximum width (one-column figure): 82 mm.
Maximum width (two-column figure): 171 mm.

For more information on preparing figures, see OUP’s Author Resource Centre
on figures.

All authors are required to pay additional charges for color figures. Authors may
elect to publish in grayscale in print and in color online for no charge.

Authors are encouraged to submit a graphical abstract as part of the article, in addition to
the text abstract. The graphical abstract should clearly summarize the focus and findings of
the article, and will be published as part of the article online and in PDF. The graphical
abstract should be submitted for peer review as a separate file, selecting the appropriate
file-type designation in the journal’s online submission system. The file should be clearly
named, e.g. graphical_abstract.tiff. See this page for guidance on appropriate file format
and resolution for graphics. Please ensure graphical abstracts are in landscape format.

Note that graphical abstracts will be subject to any print reproduction charges that the
journal levies for colour figures.


https://academic.oup.com/journals/pages/authors/preparing_your_manuscript
https://academic.oup.com/journals/pages/authors/preparing_your_manuscript
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Supplementary Material

Supplementary Material may be submitted in the form of one or more files to accompany
the online version of an article. Such material often consists of large tables, data sets, or
videos that are not possible or convenient to present in print media. Supplementary Material
represents substantive information to be posted on the ESA journal website that enhances
and enriches the information presented in the main body of a paper; however, the paper
must stand on its own without the need for the reader to access the supplementary
information to understand and judge the merits of the paper. All Supplementary Material
must be provided at the time of manuscript submission and will be distributed to reviewers
as part of the normal peer-review process. It will not be edited during production and will
be published as submitted.

Supplementary Material should be:

o Referenced in the body of the main paper (e.g., Supp. Table S1), where a link will
take the online reader to the file.

o Be labeled with an appropriate title and caption.

o Citations for any literature referenced within a Supplementary Material file should
be listed in a References Cited section at the end of the file, even when a citation is
duplicated in the main body of the paper.

e Videos should be kept to a reasonable size to facilitate downloading by readers.
Species Authority, Order, Family, and Common Names

e Authors should provide the authority, order, and family for all organisms that are
central to the paper (including plants, bacteria, and other non-arthropod organisms)
at the first mention of the organism. It is the author’s responsibility to provide
accurate authority, order, and family information. Organisms mentioned in passing
or whose importance to the paper is limited do not need to have full authority, order,
and family listed, nor do mentions of common names of groups (e.g., mosquitoes,
beetles, ticks, etc.).

o If a species name is included in the title of a paper, either the ESA-approved
common name or the Latin name, the order and family should also be provided. If
the order and family of an organism is provided in the title of the paper, it does not
need to be provided again in the abstract and main text.

o If an organism is not listed in the title but is central to the paper, the order and
family should be provided at first mention of the organism in both the abstract and
the main text.

e The taxonomic authority of an organism that is central to the paper should be given
the first time the organism is mentioned in both the abstract and the main text, but
not in the title. For tables that include lists of species, authority should be given for
each species if it is the first time it is being mentioned in the paper.

o If multiple organisms in the same genus are central to the paper, order and family
only need to be provided for the first species mentioned in the genus. If multiple
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organisms are central to the paper, are in different genera, but are in the same order
and family, order and family should be provided at first mention of each organism.

e If two organisms that share the same order and family are mentioned in the title or
listed in the text of the paper together, the order and family should be placed after
the first species listed and does not need to be repeated after the second species.

e A genus can be abbreviated after the first mention (except to start a sentence, in
which case the genus should be spelled out). If two species belong to different
genera but the genera start with the same letter, the first two letters can be used for
abbreviations.

e Only ESA approved common names should be used. Common names are lower
case, except for proper nouns and their derivations.
Statistics

All data reported (except for descriptive biology) must be subjected to statistical analysis.
Results of statistical tests may be presented in the text, in tables, and in figures. Statistical
methods should be described in Materials and Methods with appropriate references.
Descriptions should include information such as sample sizes and number of replications.
Only t-tests, Chi square, and analyses of variance require no citation. Cite the computer
program user's manual in the References Cited.

Probit/logit

When presenting results of probit/logit analysis, the following columns should be included
in tables in the following order (left to right); n, slope + SE, LD (or LC) (95% CL), and chi-
square. When a ratio of one LD versus another is given, it should be given with its 95% CI.
Statistical tests to show what model best fits data intended to estimate the 99.9986% level
of effectiveness should be presented to justify use of any model, including the probit model.
Thus, we do not recommend use of the Probit 9 without tests to show that the probit model
fits the data.

Analysis of Variance or t-test

When presenting the results of analysis of variance or a t-test, specify F (or t) values,
degrees of freedom, and P values. This information should be placed in parentheses in the
text. Example: (F =9.26; df =4, 26; P < 0.001). If readability of the text is affected by the
presence of repeated parenthetical statistical statements, place them in a table instead.

Regression

In regressions, specify the model, define all variables, and provide estimates of variances
for parameters and the residual mean-square error. Italicize variables in equations and text.
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Variance and sample size

Include an estimate of the variance (or standard error) and sample size for each mean
regardless of the method chosen for unplanned multiple comparisons. The use of Duncan's
Multiple Range Test (DMRT) is not acceptable as a mean separation test as it was designed
to be a very liberal test intended to find even minor differences in resistance between plant
lines used for breeding.

Model Analysis, Guidelines, Equations, and Computer Code

Model Analysis

At the beginning of the manuscript, authors should state clearly the goals of their model
construction and analysis. Evaluation by reviewers depends upon these goals and the type
of model. Authors should attempt to describe the main conclusions, limitations, and
sensitivity of results to assumptions. For stochastic models, describe the variability in the
results.

Modeling Guidelines

The following guidelines pertain to any mathematical model calculated for purposes other
than statistical analysis.

e Authors must adequately describe both model structure and model analysis.

e Authors must explain and justify original equations and computer programs or
justify the selection of a published software package used in the computation of
models.

e Model structure and steps in the analysis must be described in the Materials and
Methods section.

o Without presenting extensive computer code, the text must permit an understanding
of the model that would allow most mathematically inclined scientists to duplicate
the work.

e Present all equations that represent the biology of the system being modeled.

e Unless their derivation is self-evident, show how the equations were derived and
mention the underlying assumptions.

o Express how the equations are solved over time and space.
e Provide references for standard techniques (e.g., matrix manipulation, integration).

e Define all variables and parameters in each equation and describe their units (e.g.,
time, space, and mass).

o In the Materials and Methods or Results section, present the range of parameter
values included in the model, and describe the uncertainty in or range of validity of
these values.
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Equations

Consult Mathematics into Type for correct formatting of equations and mathematical
variables. Italicize all mathematical variables.

Validation or Testing of Model Results

Data used for validation must be independent of data used to build or calibrate the
model. Authors must state why the model did not require testing (e.g., theoretical study),
why it cannot be tested (e.g., lack of data), or how it was tested.

Structure of Computer Code

For models solved or simulated by computers, mention the programming language and
computer used. Describe the important numerical methods used in calculating the model
(e.g., integration and random number generation). Mention how the program's logic and
algorithms were tested and verified. When published software is computed, provide a
reference and state which procedures were used. Discuss in any section of the manuscript
the limitations of the published software. Original computer programs should be made
available at the request of reviewers and readers.

Taxonomic Papers

ICZN compliance

JIS 1s compliant with the International Code of Zoological Nomenclature, and the
publishing processes of the journal ensure that new acts of nomenclature are considered
valid under the code. JME is permanently archived with CLOCKSS, LOCKSS, and Portico
in a manner that preserves the content and layout of the work.

Nomenclatural Works and Zoobank registration

You will be asked during the submission process whether your article contains a new
nomenclatural act. If it does, in order to comply with ICZN regulations, the editorial office
will register your article in ZooBank on your behalf and will insert a nomenclatural
statement, which includes a Life Science Identifier (LSID), into the article. Your article will
also include the online publication date, and the statement “Version of Record, first
published online [online publication date], with fixed content and layout in compliance
with Art. 8.1.3.2 ICZN.” Following publication, the editorial office will update your
ZooBank entry with the DOI, Volume, and Issue information.

If you have already registered the paper or would like to do so yourself, please let the
editorial office know.
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Taxonomic Style

Follow the International Code of Zoological Nomenclature for taxonomic style. Some
specific areas to note:

o Center the heading that indicates the name of the taxon in bold type.

e Center figure numbers in parentheses under the main heading; do not use bold type.
o Start all synonomies at the left margin with runovers indented.

e Include authors and date.

o References must appear in References Cited section.

e Use telegraphic style throughout descriptions.
Taxonomy Headings
Use only acceptable 3rd-level subheadings such as:

e Male

o Female

e Material Examined
o Type Material

e Distribution

o Etymology

e Biology

e Discussion
Avoid using “Description” as a subheading.

Dates
e Use Roman numerals I through XII to designate month of collection.

e Use Arabic numerals 0000 through 9999 to designate collection years. Do not
abbreviate other years, including the 21st century, except when explicitly
transcribing exactly what appears on specimen labels.

o Express dates in this format: day-month (use a Roman numeral)-year. Example: 2-
V-97.

Locality Other than Principal Types

o Start with the largest area followed by successively smaller areas separated by
colons.

o (Capitalize countries.


http://www.iczn.org/iczn/index.jsp
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e Arrange data for each locality in the following order: count of specimens and sex or
stage (as applicable), city or vicinity, date, collector, and depository. Example:
MEXICO: Tamaulipas: 1 male, 1 female, Ciudad Mante, 15-I11-97, K. Haack; 5
females, Ciudad Victoria, 3-VII-99, C. Hughes, MCZ.

e Arrange localities alphabetically.
o Use a semicolon to separate data for different localities.

e Define depositories in the Materials and Methods.
Type Material

Start description with the principal type in capital letters. Follow this immediately with
count and sex of specimens (use male and female symbols if possible), then place
additional data in the order of locality, date, additional data, and collector. Separate these
items with commas. Example: HOLOTYPE: 1 male, Locust Grove, VA, 22-X-98, on
Cercis canadensis, R. H. Foote. PARATYPES: 2 males, same data.

Voucher Specimens

Voucher specimens of arthropods serve as future reference for published names used in
scientific publications. Authors are required to deposit voucher specimens in an established,
permanent collection and to note in the published article that the expected deposition has
been made, its location, and the collection accession number. Authors should contact the
curator of a voucher repository before deposition concerning the procedures required for
curation to ensure that the collection will accept the voucher materials. The designation and
proper labeling of voucher specimens is the author's responsibility. When available, at least
three specimens should be deposited. Each specimen should have the following information
provided at the time of deposition:

o Standard label data that are required for the specimens collection (i.e., locality, date
of collection, collector, host, ecological data, whether the specimen is from a
laboratory collection, etc.).

e An identification label that includes the identifier and date of identification.

e A label that designates the specimen as "voucher."
Immutable Advance Access

JME publishes articles online ahead of inclusion in an issue via OUP’s Advance Access.
In order to comply with the requirements of the International Commission on Zoological
Nomenclature (ICZN) with regard to nomenclatural works, ALL articles published by
ESA’s journals, regardless of whether they include nomenclatural information, will be
immutable; this means that no changes will be allowed to any article without the
publication of an erratum clearly stating the changes that have been made. Therefore, it is
the responsibility of the authors to carefully check their proofs for accuracy, and to notify
the publisher of any changes that are necessary prior to Advance Access publication.
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Gene Sequencing

e Inclusion of a GenBank/EMBL accession number for primary nucleotide and amino
acid sequence data is required.

e Sequences from new species and new genes must indicate the proportion of the
gene sequenced and should include data from both strands.

e The accession number may be included in the original manuscript or the sequence
may be provided for review and an accession number provided when the manuscript
is revised.

Datasets Deposited in Third-Party Repositories

The Journal of Medical Entomology encourages authors to submit complete datasets behind
the paper to a third-party repository. Datasets deposited in third-party repositories should be
cited in the references of a paper. Dataset citations can be inserted into a paper at any point
until the proofs have been returned.

ESA journals are integrated with Dryad, an online data repository. Upon submission,
authors will be sent a link to easily deposit the full dataset(s) behind their research in
Dryad. Datasets deposited in Dryad are given unique DOIs, linked to the corresponding
paper, and are available to be reviewed by subject editors of the journal upon request.
Depositing data in Dryad is optional.

If you would like your paper to link to the dataset, data should be deposited prior to
acceptance. Authors are required to pay Dryad for depositing data, but this fee is only
charged if a paper is accepted. ESA members are eligible to request one of a limited
number of waivers of the deposit fee. Please contact the ESA editorial office

(pubs @entsoc.org) to request a waiver.

Language Editing

Many manuscripts are withdrawn without review because the English language is not good
enough to be sent to reviewers. For authors whose primary language is not English, we
suggest having the paper edited by an English-speaking colleague or professional editing
service prior to submission. For a professional editing service, ESA journals have a
partnership with the Charlesworth Group, whereby ESA authors receive a 10% discount on
editing services. The discount is automatically applied if authors follow the hyperlink
above.

Immutable Advance Access

JME publishes articles online ahead of inclusion in an issue via OUP’s Advance Access.
In order to comply with the requirements of the International Commission on Zoological
Nomenclature (ICZN) with regard to nomenclatural works, ALL articles published by
ESA’s journals, regardless of whether they include nomenclatural information, will be
immutable; this means that no changes will be allowed to any article without the
publication of an erratum clearly stating the changes that have been made. Therefore, it is


http://www.datadryad.org/
mailto:pubs@entsoc.org
http://www.charlesworthauthorservices.com/~Entomol
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the responsibility of the authors to carefully check their proofs for accuracy, and to notify
the publisher of any changes that are necessary prior to Advance Access publication.

Revised Papers

For revised papers, we have a few more formatting requirements than we do for new
submissions, to ensure the paper is ready for publication if it is accepted.

Response to reviews
Provide a document listing how you changed your manuscript in response to each point

mentioned by the reviewers. If you did not implement a change suggested by a reviewer,
please explain why.

Style

For any matters of editorial style not covered in these author guidelines, ESA journals
adhere to the Council of Science Editors (CSE) Style Guide.

Figures
o Figures should be at least 300 dpi, or 600 dpi for line graphs.

e Maximum figure height: 240 mm.
e Maximum width (one-column figure): 82 mm.
e Maximum width (two-column figure): 170 mm.

e The quality in which figures are submitted is the quality in which they will print—
please ensure figures are high quality.

e Each figure should be submitted as an individual file. Please do not copy and paste
them into the main document.

o The following file types of figures are accepted: tif, eps, rtf, doc/.docx, ppt/pptx,
pdf, ps, psd, ai, gif, png.

o Figures should be prepared in CMYK format (not RGB).
e For more information on preparing figures, see Oxford University Press’s Author
Resource Centre on figures.

References

ESA journals use “Environmental Entomology” style in EndNote, or “Journal of Medical
Entomology” style in Reference Manager. Please see the References section in these author
instructions for examples.

Measurements


http://www.scientificstyleandformat.org/Home.html
http://www.oxfordjournals.org/en/authors/figures.html
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Use metric units. English units may follow within parentheses if needed.
Nomenclature

e Give full scientific name and authority at first mention of each organism (including
plants and non-insect animals) in the abstract and again in the text.

e Only use common names listed in the current ESA Common Names of Insects &
Related Organisms online database. Common names should be lowercase, except
for proper nouns and their derivations.

e When possible, please provide as much genetic and/or colony information available
is useful (for example, “Rockefeller colony of Aedes aegypti (L.)”). Including
geographic origin and generations in culture is also useful, but may not always be
known and is not required.

Submissions of Cover Photographs

ESA’s journals welcome submissions of insect photos for their covers. Photos must be of
living (not pinned) insects and must be submitted as high-resolution (300 dpi or higher)
image files. If you wish to crop your image to the exact dimensions of our cover, the
dimensions to use are W: 219 mm x H: 203 mm; however, photos that do not match those
dimensions can still be accepted. The insect species featured on the cover of a given issue
must be mentioned in the issue in question.

Photographers will be asked to give ESA one-time permission to use the photo on the
journal cover and will retain their copyright of the photo.

Submit photos to pubs @entsoc.org. If you have questions about submitting a photograph
for the cover, please contact ESA Director of Publications Lisa Junker
at ljunker @entsoc.org.
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