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Nossas duvidas sdo traidoras e nos fazem
perder o que, com frequéncia, poderiamos
ganhar, por simples medo de arriscar.
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RESUMO

Os maruins sdo insetos de pequeno porte, amplamente distribuidos em ambientes
umidos e reconhecidos pela relevancia médico-veterinaria devido ao habito
hematofagico das fémeas, essencial para a maturagdo dos ovos. Apresentam uma ampla
diversidade no Brasil, mas no estado do Maranhdo, a identificacdo de espécies ainda
enfrenta desafios devido algumas semelhancas morfologicas entre grupos, o que
dificulta analises ecologicas e epidemiologicas. Nesse contexto, este estudo teve como
objetivo analisar a variagdo morfologica alar intra e interpopulacional de Culicoides
insular (Ilha do Cajual) e continental (Cujupe), utilizando a técnica de morfometria
geométrica como ferramenta de diferenciacdo populacional. Foram analisados 216
individuos de Culicoides, abrangendo seis espécies: C. foxi, C. maruim, C. guyanensis,
C. insignis, C. leopoldoi e C. paucienfuscatus. Fez-se a digitalizagdo das asas e
marcagdo de 13 marcos anatdémicos, submetidos a andlises no software Morphol, que
permitiu capturar variagcdes sutis na conformagdo alar. O ajuste de Procrustes e a
Analise de Variaveis Candnicas (CVA) demonstrou que os dois primeiros eixos (CV1 X
CV2) aplicaram 80,50% da variacdo morfologica. O teste global foi altamente
significativo (Goodall’F = 24,17; p < 0,0001), confirmando diferencas marcantes entre
os grupos. As andlises revelaram maior proximidade morfologica entre C. foxi e C.
maruim, enquanto C. guyanensis apresentou maior divergéncia em relacdo as demais
espécies. Entre as localidades diferengas significativas foram observadas para C. foxi, C.
leopoldoi e C. guyanensis, indicando que fatores ambientais e o isolamento geografico
influenciam a conformagdo alar. Ja C. maruim, C. paucienfuscatus e C. insignis nao
apresentaram diferencgas significativas, sugerindo maior homogeneidade populacional
possivelmente associada ao fluxo gé€nico e dispersdo passiva. A morfometria geométrica
¢ uma ferramenta eficaz para detectar variacdes sutis e compreender os padrdes
populacionais de Culicoides. Os resultados fornecem subsidios importantes para estudos
taxondmicos, ecoldgicos e de vigilancia entomoldgica, além de contribuir para
estratégias de controle de vetores em regides costeiras do Maranhao.

Palavras-chave: Maruins, Vetor biologico, Variagdao populacional, Biogeografia,
Maranhaio.



ABSTRACT

Biting midges belonging to the genus Culicoides Latreille, 1809 (Diptera:
Ceratopogonidae) are small insects widely distributed in humid environments and
recognized for their medical and veterinary importance due to the hematophagous
behavior of females, which is essential for egg maturation. They exhibit considerable
diversity in Brazil; however, in the state of Maranhdo, species identification remains
challenging because of morphological similarities among some groups, which hinders
ecological and epidemiological analyses. In this context, the present study aimed to
analyze intra- and interpopulation wing morphological variation in insular (//ha do
Cajual) and continental (Cujupe) populations of Culicoides, using geometric
morphometrics as a tool for population differentiation. A total of 216 specimens
belonging to six abundant species were analyzed: C. foxi, C. maruim, C. guyanensis, C.
insignis, C. leopoldoi, and C. paucienfuscatus. Wing images were digitized, and 13
anatomical landmarks were recorded and analyzed using the MorpholJ software,
allowing the detection of subtle variations in wing shape. Procrustes superimposition
and Canonical Variate Analysis (CVA) showed that the first two axes (CV1 x CV2)
accounted for 80.50% of the morphological variation, revealing overlap and greater
morphological similarity between C. foxi and C. maruim. The global test was highly
significant (Goodall’s F =24.17; p <0.0001), confirming marked differences among the
groups. The analyses revealed greater morphological similarity between C. foxi and C.
maruim, whereas C. guyanensis showed the highest divergence relative to the other
species. Comparisons between localities within the same species indicated significant
differences for C. foxi, C. leopoldoi, and C. guyanensis, suggesting that environmental
factors and geographic isolation influence wing shape. In contrast, C. maruim, C.
paucienfuscatus, and C. insignis showed no significant differences, indicating greater
population homogeneity, possibly associated with gene flow and passive dispersal.
Geometric morphometrics proved to be an effective tool for detecting subtle variations
and understanding population patterns in Culicoides. The results provide important
insights for taxonomic, ecological, and entomological surveillance studies and
contribute to vector control strategies in coastal regions of Maranhao.

Keywords: Biting midges; Biological vector; Population variation; Biogeography;
Maranhio.
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1. INTRODUCAO

A ordem Diptera retine um grupo de insetos que apresenta uma grande
relevancia ecologica, médica e veterinaria. Além desses aspectos, cada vez aumenta a
gama de estudos devido a sua participacdo em diversos processos ambientais € sem
contar em transmissdes de agentes patogénicos que acometem os seres humanos e os

animais.

Dentro desse grupo dos dipteros destaca-se a familia Ceratopogonidae por sua
elevada diversidade biologica e uma ampla distribuicdo geografica, o que proporciona o
interesse em pesquisas relacionada a ecologia, taxonomia, sistemdtica e dinamica

populacional desses insetos (Gusmao et al., 2019; Gonzalez et al., 2024).

Entre os representantes pertencentes aos ceratopogonideos, destaca-se o género
Culicoides Latreille, 1809 por abranger espécies hematdfagas conhecidas popularmente
como maruim, mosquito-polvora ou mosquito do mangue. Esses dipteros apresentam
pequeno porte ¢ habito hematofagico que € realizado pelas fémeas. Estas necessitam
realizar o repasto sanguineo para a maturagdo dos seus ovos. Para isso, elas buscam
diferentes grupos de vertebrados que funcionam como fonte alimentar. Devido a esse
comportamento, algumas espécies possuem relevancia epidemiologica, atuando na
transmissdo de virus, protozoarios ¢ helmintos de interesse para a satde publica e

veterinaria ( Kampen; Werner, 2023).

Com ocorréncia predominante em ambientes imidos, os Culicoides podem ser
encontrados em manguezais, restingas, areas florestais e regides alagadas. A ocorréncia
desses insetos esta relacionada a fatores ambientais, como: temperatura, disponibilidade
de materiais organicos, umidades e presenca de hospedeiros, sdo condi¢des que
influenciam diretamente na abundancia e na dispersao das populacdes (Mellor;

Boorman; Baylis, 2000; Harrup et al., 2013) .

As alteragdes ambientais estabelecidas ao longo do tempo podem impactar os
habitats e a ecologia desses insetos, influenciando caracteristicas comportamentais e
morfologicas. Essas mudangas podem promover diferenciacdes intra e
interpopulacionais, refletindo em variagdes fenotipicas detectaveis por meio da

morfometria geométrica ( Bookstein, 1991; Ogola et al., 2024). Estudos também tém
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demonstrado que isolamento em ilhas ou isolamentos geograficos podem favorecer

mudangas fenotipicas de populagdes de insetos (Mayr,1963; Macarthur; Wilson, 1967;).

Diante do exposto, procurou-se verificar se hd diferencas morfologicas entre
populagdes de Culicoides distribuidas em areas de manguezais e bosques de terra firme
da Ilha do Cajual e da localidade de Cujupe, no municipio de Alcantara Maranhao,

separadas geograficamente por um estuario de aproximadamente 400 metros de largura.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Classificacio, distribuicao, diversidade e nomes populares

O género Culicoides Latreille, 1809, esta classificado dentro do grupo dos
dipteros da subordem Nematocera, infraordem Culicomorpha, superfamilia
Chironomoidea e familia Ceratopogonidae (Borkent;Dominiak, 2020). No Brasil, de um
modo geral, estes insetos sdo conhecidos como maruins, mosquitos pdlvora e mosquito
do mangue (Forattini et al., 1958).

A familia Ceratopogonidae estd dividida em cinco subfamilias, sendo duas
representadas por tdxons extintos e as outras trés representadas por taxons atuais. A
subfamilia Ceratopogonidae subdivide-se em 6 tribos, sendo que a tribo Culicoidini
compreende o género Culicoides, um grupo de grande interesse ecologico e na saude
publica (Borkent;Dominiak, 2020).

Quanto a diversidade, os Culicoides constituem um dos maiores grupos de
dipteros conhecidos, contendo mais de 1.400 espécies formalmente descritas
(Borkent;Dominiak, 2020) . Eles ocorrem em todo o mundo, exceto na Antartica € Nova
Zelandia e sdo genericamente conhecidos como biting midges (Borkent e Dominiak,
2016).

Na Regidao Neotropical j4 foram catalogadas cerca de 280 espécies, das quais
146 ocorrem no Brasil e destas 122 distribuem-se na Amazoénia (Farias et al., 2015;
Santarém; Felippe-Bauer, 2017). No Maranhao, estudos recentes sobre maruins revelam
a ocorréncia de aproximadamente 45 espécies (Bandeira et al., 2017; Rebélo et al.,
2016; Rios et al., 2021, Jesiel et al., 2025). A elevada diversidade do género torna
fundamental o conhecimento de suas caracteristicas morfoldgicas para a correta

identificacdo da espécie.
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2.2 Morfologia

Os maruins sdo insetos de pequeno porte, medindo entre 1 a 3 mm (Figura 1A)
de comprimento ¢ como diptero, possuem apenas um par de asas funcionais (as
anteriores); o segundo par ¢ atrofiado e modificado em estruturas chamadas halteres ou
balancins, que atuam como giroscOpios para garantir o equilibrio e a estabilidade

durante o voo (Borkent, 2015).

A cabeca ¢ subesférica (figura 1B), ligeiramente comprimida anteriormente,
alinhada com a superficie anterior da probdscide. Olhos compostos (Figura 1B)
volumosos, reniformes, glabros ou com uma curta pilosidade entre os omatidios, juntos
ou (menos frequentemente) separados por cima das bases das antenas. O grau de
separacdo ou de contato dos olhos ¢ utilizado habitualmente para distinguir as espécies

(Wirth;Blanton, 1979).

As antenas apresentam trés segmentos principais: escopo basal, em formas de
anel e incluido uma cépsula cefilica; o pedicelo, volumosos e de fungdo sensorial; e o
flagelo, dividido em 13 flagelomeros. O primeiro flageldmero € ligeiramente alargado e
possui fossas sensoriais distais, onde se encontram as sensilas coeloconicas, cada uma
rodeada por pequenas setas. Alguns ou todos os flageldmeros distais também podem
portar essas sensilas, cuja presenca, auséncia e numero constituem caracteres de grande
importancia para a classificagdo taxonomica do género (Wirth;Blanton, 1979; Borkent,

2016a).
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Figura 1: Caracteres morfologicos de Culicoides sp. A: Culicoides guyanensis adulto;B:
Cabega evidenciando olhos compostos ¢ pecas bucais; C: Par de antenas de macho com
estruturas segmentadas; D: antena da fémea; E: pernas anterior, média e posterior; F: Final do
abdomen fémea, com espermatecas; G: Genitalia do macho; H: Asa com disposi¢do de
manchas claras e escuras. Fonte: Adaptado de L.P.C. Carvalho (2016).

No macho (Figura 1C), o pedicelo ¢ mais volumoso e contém o o6rgdo de
Johnston, de funcdo sensorial; cada um dos flagelomeros 1-10 levam verticilos de
sensilas caéticas alongadas, e retas, formando um penacho mais o menos denso; a
transicdo do comprimento entre os flagelomeros tem lugar aqui, entre os flageldmeros
10 e 11; no macho, a RA se calcula dividindo o comprimento combinado dos
flagelomeros 11-13 pela dos flagelomeros 1-10 (Felippe-Bauer, 2010). Nas fémeas
(figura D), os flagelomeros 1 a 8 sdo curtos e apresentam longos verticilos sub-basais de
sensilas caéticas, enquanto que os flagelomeros 9-13 sdo alongados e carecem de
verticilos; a relacdo antenal (RA) expressa o quociente entre o comprimento combinado
dos flagelomeros 9-13 e a dos flagelomeros 1-8. O dimorfismo sexual pode ser
percebido pelas antenas. No macho, os 8 primeiros flagelomeros possuindo cerdas
plumosas, enquanto nas fémeas, apresenta apenas cerdas pilosas, e assim torna a

visualizacdo mais facil entre os sexos.

O torax ¢ bem desenvolvido e curvado sobre a cabega, conferindo robustez ao
corpo. As pernas (Figura 1E) sdo relativamente curtas, especialmente as anteriores, €

apresentam colora¢do variando entre cinzento, acastanhado, branco e preto, em geral
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sem aspecto brilhante. Essas caracteristicas sdo utilizadas como critério diagndsticos em

estudos taxondmicos e de identificacdo de espécies (Gonzalez et al., 2024).

O abdome apresenta diferengas marcantes entre os sexos: nas fémeas, a
terminalia ¢ curta e adaptada para a postura dos ovos, enquanto nos machos ¢
protuberante, associada as estruturas genitais externas. O abdome é composto por dez
segmentos visiveis, sendo os ultimos modificados para fun¢des reprodutivas. Nas
fémeas (Figura 1F), destacam-se as espermatecas, que armazenam o esperma apos a
copula, permitindo a fecundagdo posterior dos ovos. Nos machos (Figura 1G),
estruturas como o edeago e os gonostilos variam de forma e tamanho entre as espécies,
constituindo uma caracteristica diagnostica importantes. ApOs 0s repastos sanguineos,
as fémeas apresentam dilatagdo abdominal visivel, relacionada ao enchimento do
estomago médio, caracteristica frequentemente utilizada em estudos ecoldgicos e

epidemioldgicos (Mellor ef al., 2000; Carvalho, 2016).

As asas (Figura 1H) sdo densamente cobertas por microtriquias, o tamanho e
pigmentacdo das quais ddo lugar ao caracteristico desenho de areas claras e escuras;
microtriquias mais ou menos abundantes, algumas vezes cobrindo toda a membrana da
asa, outras vezes restritas a determinadas zonas, ¢ na minoria dos casos, ausentes. O
desenho de areas claras e escuras ¢ caracteristico para cada espécie, 0 a0 menos para
cada subgénero ou grupo de espécies, € ¢ de importancia na taxonomia do género, em
algumas espécies ou grupos, este desenho se encontra pobremente desenvolvido ou
carecem de desenho. Em algumas espécies ou grupos, este desenho se encontra
pobremente desenvolvido ou ausente. Nos machos, a asa ¢ mais estreita e fina do que na
fémea e o desenho da asa é menos contrastante (Wirth;Blanton, 1979; Cepeda, 2010). E
por meio das asas que podemos realizar a identificagdo das espécies e diferenciar cada

uma conforme a disposi¢do de manchas presentes nas asas.

2.3 Ciclo de Vida

O ciclo de vida dos maruins, assim como de todos os dipteros, ¢ holometéabolo,
ou seja, possuem metamorfose completa passando pelas fases de ovo, larva, pupa e
adultos (Figura 3). O ciclo tem duracdo de até trés semanas em climas tropicais e pode

atingir um ano em climas temperados (Borkent; Spinelli, 2007).
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Os ovos tém aproximadamente 400 um de comprimento por 50 pm de largura na
forma de um elipsoide curvado, semelhante ao formato de uma banana. Normalmente
sdo postos em lotes que aderem ao substrato (troncos de arvores, cascas de cacaueiros,
esterco animal, bancos de areia, etc.) ou podem ficar sob a coluna d'dgua em ambientes
aquaticos, eclodindo entre dois a nove dias, a depender da espécie e da temperatura

(Blanton ;Wirth, 1979).

As larvas e pupas se desenvolvem em ambientes semiaquaticos, abundantes em
matéria organica como: mangues, rios, pogas, brejos, praias, pantanos, solos alagados,
além de buracos em arvores, fezes de animais, cascas de arvores, frutas em
decomposi¢do entre outros ambientes (Forattini ef al., 1957; Mellor et al., 2000, Diaz &
Ronderos, 2015; Borkent, 2014; Ferreira-Keppler et al., 2014). Geralmente as fémeas
adultas tém a necessidade de uma refeicdo de sangue com o proposito de

amadurecimento de seus foliculos ovarianos (Mellor et al., 2000).

A ovipostura ocorre locals umidos @
ricos em matéria organica, Primeira
postura cerca de 200 ovos @ na
segunda, 30 ovos.

,-\

O3 adultos medem
de1a3mm-4
geraghes por ano

Ovos = 2 a7 dias

Ciclo de vida de
Culicoides sp.

Larvas — 21 dias

Adultos - 20 a 30 dias

Aquaticas ou semiaquaticas - brejos,
lamagais, praias, buracos de drvores,
esterco de animais e vegetais em
decomposicio.

Para pupar, as larvas se enterram na
lama ou na areia, dentro ou fora da
agua, de onde emerge o adulto.

Pupas - 3 dias

Figura 2: Ciclo de vida e fases de desenvolvimentos dos Culicoides sp. Fonte: Adaptado de

Purse et al., 2005.

Os adultos podem ser encontrados em ambientes florestais imidos, em praias,
montanhas e mangues (Figura 4), bem como em abrigos de animais domésticos de

zonas rurais, periurbanas e urbanas (Farias et al., 2015). Eles ocorrem em diversos
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ecotopos para obtencdo de alimento e utilizacdo como criadouros, como inflorescéncia
de Heliconia sp (heliconia), cascas de frutos de Theobroma cacao Linn. (cacau), troncos
de Musa paradisiaca Linn. (bananeira) em decomposicdo, Guzmania brasiliensis Ule

(bromélias) e serrapilheira (Torreias; Ferreira-Kepler, 2011).

Figura 3: Ambientes de procriagdo e habitat de imaturos de Culicoides. A: mangue; B: solo

encharcado; C: esterco bovino; D: bananal. Fonte: Adaptado de L. P. C. Carvalho

2.4 Importancia Médico, Veterinaria e Econémica

Os maruins sdo bastante conhecidos pela sua importancia como vetores de
agentes patogénicos que afetam os humanos. Isso se deve ao hdbito hematofagico das
fémeas, pois necessitam de sangue para a maturacao de seus ovos. Algumas espécies
como a dos Culicoides paraensis Goeldi, 1905 transmite o virus Oropouche que causou
mais de 30 surtos na Amazonia e nas regides do Planalto Central, chegando a atingir

100 mil infec¢des em humanos em alguns surtos (Vasconcelos et al., 2009). Além disso,
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esses insetos podem atuar na transmissdo de nematodides como as filarias Mansonella
ozzardi (Manson, 1987) causadora da mansonelose, incidente na América Central, no
Caribe e na América do Sul (Santarém et al., 2010). Por vezes a picada dos maruins
provoca desconforto, insonia, irritabilidade e reacdes alérgicas, impactando na saude
publica em regides endémicas.

Na medicina veterindria, os maruins sdo conhecidos principalmente por seu
papel na transmissdo de viroses. Sdo exemplos, o virus da lingua azul (Bluetongue
virus) que acomete os ruminantes, especialmente ovinos, causando febre, lesdes na
mucosa oral (lingua) e elevada mortalidade; o virus da peste equina africana (African
Horse Sickness Virus) e o virus da doenca hemorragica epizodtica (Epizootic
Hemorrhagic Disease Virus) (Mellor et al., 2000). O virus da Lingua Azul (VLA) ¢ um
virus do género Orbivirus, subfamilia Sedoreovirinace familia Reoviridae. Até hoje
foram identificados 24 sorotipos desse virus (Maclanchlan et al., 2019), ocorrendo nas
Américas, Africa (centro oriental), india, China, Sudeste da Asia, Austrélia e agora na
Europa. Segundo a Organizagdo Internacional de Epizootias, esta ¢ uma doenca
notificavel, cujo impacto economico decorre nao apenas das perdas diretas nos rebanhos
afetados, mas também das restrigdes econdmicas impostas por paises importadores. No
Brasil, o VLA tem se alastrado silenciosamente. (Farias et al., 2013). O virus foi isolado
no ano de 1960, em Belém do Parid, em amostras do sangue de um bicho preguiga
Bradypus tridactylus (Pinheiro, 1962).

A infec¢do desses virus em grandes propor¢des afeta as areas rurais e gera um
grande estresse nos animais, além de problemas econdmicos, reduzindo a produtividade
e o bem-estar, o que requer um controle dos vetores dessas doengas, prioritario para o
sistema de produ¢ao dos animais (Borkent, 2005).

Além do impacto causado por essas doengas virais transmitidas pelos maruins,
em regides turisticas, a grande abundéancia desses insetos pode afetar negativamente a
experiéncia dos visitantes, prejudicando o setor de ecoturismo da regido. Portanto, o
impacto econdmico que os maruins podem gerar de maneira direta ou indireta ¢
significativo, em decorréncia de sua presenga em locais onde podem proliferar
rapidamente. Eles de fato representam um desafio que transcende a biologia,

impactando diretamente a saide publica, a produgdo animal e a economia regional.
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2.5 Estudos sobre Culicoides realizados no Maranhao

A trajetoria de pesquisas sobre Culicoides no Maranhdo iniciou-se com o
inquérito entomoldgico de Silva e Rebélo (1999), voltado para o conhecimento da
composi¢ao e distribuicdo das espécies dos maruins. A partir desse marco inicial,
Barros & Marinho (2007) registraram a ocorréncia de espécies na area metropolitana de

Sao Luis, ampliando o conhecimento sobre a diversidade desses insetos na regido.

Nas décadas seguintes, diversas pesquisas passaram a explorar os aspectos da
ecologia deste grupo de insetos em diferentes ambientes. Costa ef al. (2013) analisaram
os maruins e seus hospedeiros potenciais em areas de ecoturismo no Parque Nacional
dos Lencois Maranhenses, Silva & Carvalho (2013) exploraram os aspectos ecoldgicos
das populagdes de areas de cerrado e restinga. Nos ultimos anos, os estudos e
publicagdes sobre maruins no Maranhao passaram a explorar novas perspectivas. Como
por exemplo, os estudos realizados por Gusmao et al. (2015), que investigou as fontes
de alimentagdo sanguinea de Culicoides em areas rurais do norte do estado. Além disso,
alguns estudos conduzidos por Bandeira et al. (2016; 2017) investigaram a infestacao
peridomiciliar na baixada ocidental maranhense e avaliaram a influéncia da gestdo
ambiental e da presenca de abrigos de animais no controle das populagdes. E nesse
mesmo periodo, o Rebélo et al. (2016) discutiram a grande possibilidade de os maruins
atuarem como vetores de Leishmania, enquanto Bandeira (2017) apresentou uma
analise bioecologicas detalhadas, destacando a importincia epidemiologica dos maruins

e propondo estratégias para controle.

Em estudos mais recentes, o uso de ferramentas moleculares tém facilitado a
identificacdo desses insetos. Bandeira et al. (2023) aplicaram o estudo de DNA
barcoding em populagdes de maruins no Maranhdo, demonstrando a eficicia do gene

mitocondrial para diferenciar espécies cripticas.

Mesmo com os avangos recentes na producdo de publicagdes, o panorama
cientifico sobre os maruins no Maranhdo carece de estudos mais aprofundados,
sobretudo em regides do estado onde ainda existem lacunas € os maruins sequer foram
identificados, o que torna indispensavel ampliar as pesquisas para revelar a verdadeira

diversidade desse grupo.
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2.6 Morfometria

A morfometria (do grego, “Morphe” = forma; palavra grega “metron” =
medida) ¢ definida como um subcampo da estatistica que se dedica ao estudo
quantitativo do tamanho e da forma dos organismos (Dryden; Mardia, 2016). Sua
aplicacdo ¢ ampla, incluindo andlises de desenvolvimento, investiga¢do de covaridncia
relacionadas a perturbagdes ambientais e estudos taxondomicos de fosseis (Bookstein,
1991). Desde os anos 90, emergiram novas técnicas inovadoras que ampliaram a
capacidade de descrever a diversidade de formas em estruturas morfoldgicas,
considerando diferencas intergrupais e intragrupais (Monteiro & Reis, 1999; Dujardin,

2008).

A morfometria, divide-se em duas abordagens principais: morfometria
tradicional e morfometria geométrica. Ambos medem caracteristicas fisicas, mas fazem
isso de jeitos diferentes. A morfometria tradicional ¢ fundamentada pelo estudo da
variacdo de medidas entre pontos anatomicos (landmarks) homologos, de forma que a
distancia seja linear (Zelditch et al., 2012). Contudo, as analises que fazem a utilizagao
desta técnica ndo absorvem muita informacdo do organismo. Usa medidas diretas como
comprimento, largura, angulos e peso (Rohlf; Marcus, 1993). Apesar de rapida e facil
de usar, ela perde a "imagem" da forma. Ao medir-se apenas o comprimento ¢ a largura
de uma estrutura, sabe-se o tamanho dela, mas ndo se sabe se ela € oval, redonda ou
pontuda. A morfometria geométrica ¢ apoiada utilizando-se coordenadas cartesianas de
marcos anatomicos ¢ métodos de superposicdo para alcancar a configuracdo desses
pontos homologos (Pereira, 2020). Esse método preserva toda a geometria, se consegue
analisar exatamente como a forma muda, entorta ou se adapta. E muito usada para ver
evolucdo de espécies, assimetria de asas de insetos ou variagdes de outras estruturas

(Bookstein, 1991).

A morfometria geométrica € caracterizada por uma nova abordagem de estudo
para variagdes morfologicas. Apontado como um método importante em analises
taxondmicas e sistemadticas de insetos de interesse em saude publica (Dujardin, 2008).
De acordo com Lyra et al. (2010), as principais vantagens da utilizacao dessa técnica
sdo: a velocidade da coleta de material, pois varias imagens podem ser digitalizadas e
analisadas de forma rapida; baixo custo do processo; material pode ser obtido tanto de

exemplares secos quanto frescos. Diante disso, esta técnica possibilita uma analise mais
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especifica em relagdo as formas das estruturas e pode apresentar graficamente de um

jeito que traga uma maior precisdo nas divisdes da regido a ser analisada.

3. JUSTIFICATIVA

O género Culicoides ¢ amplamente reconhecido pela sua importancia médica e
veterinaria, pois diversas espécies sao vetores de arboviroses que afetam em grande
escala os animais domésticos e silvestres, mas também os seres humanos. No Brasil,
tem uma grande diversidade desses insetos, mas a identificagdo das espécies de forma
precisa ainda enfrenta desafios. O pequeno porte € a semelhanca morfologicas entre as
espécies causa um pouco de confusdo para identifica-las. Nesse contexto, a aplicagdo da
morfometria geométrica alar surge como uma ferramenta que traz o potencial para
diferenciar populagdes, o que pode contribuir para o avanco da entomologia médica e da
vigilancia epidemiologica.

A morfometria geométrica alar permite detectar variacdes sutis na forma das
asas, que fornece dados quantitativos e complementa os estudos taxondmicos
tradicionais. Essa técnica ja demonstrou resultados significativos de outros dipteros, na
identificacdo, na diferenciacdo populacional e possiveis adaptagdes ecologicas, como os
mosquitos do género Aedes e Culex, (Souza, 2020; Lima, 2021). Com isso, a aplicagdo
dessa abordagem para Culicoides vai representar uma oportunidade de ampliar os
conhecimentos sobre maior diversidade morfologica e as estruturas populacionais
desses insetos no Maranhao.

A escolha da Ilha do Cajual e do Cujupe para a aplicacdo da analise
morfométrica dos maruins deu-se ao fato de ambas as localidades apresentarem elevada
ocorréncia de Culicoides e estarem separadas por um estudrio de 400 metros de largura.
A Tlha do Cajual tem a sua importancia, por ser marcada pelo seu isolamento
geografico, fator que pode influenciar no processo de diferenciagcdo morfologica em
populagdes de maruins. O Cujupe por ser situado no continente e caracterizado por
intenso fluxo de pessoas e atividades economicas, ¢ um ambiente com probabilidade de
dispersdao e misturas de populagdes. A continuidade dos habitats costeiros, a

disponibilidade de hospedeiros e a presenca de areas favoraveis ao desenvolvimento
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desses insetos podem contribuir para o deslocamento de individuos e,
consequentemente, para a manuten¢ao do fluxo génico entre populagdes proximas. Ao
comparar essas duas localidades pretende-se avaliar a possivel influéncia do isolamento
insular e em contrapartida a relacdo da conectividade do continente na morfologia das
asas dos insetos.

Dessa forma, essa monografia tém uma relevancia cientifica, metodologica e
aplicada, unindo-se os avangos na morfometria geométrica com a capacidade de alinhar
a distingdo entre as populagdes insulares e continentais, verificando as caracteristicas
que mais distingue esses vetores nas regides, valorizando os estudos em dareas do

Maranh3o.

4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Analisar a variacdo morfoldgica alar interpopulacional e intraespecifica de Culicoides
insular e continental.

4.2 Especificos

Comparar os padrdes morfologicos dos marcos anatdmicos das asas de Culicoides da
I[lTha do Cajual e no Cujupe;

Quantificar o grau de variagdo fenotipica intra e interpopulacional entre os grupos de
Culicoides das duas areas de estudo;

Relacionar as diferencas nos marcos anatdmicos € nos contornos entre os grupos de
Culicoides, identificando os padrdes de separagao morfologicos.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Area de Estudo

Os maruins utilizados para este estudo foram coletados na Ilha do Cajual e
Cujupe, duas localidades pertencentes ao municipio de Alcantara, estado do Maranhao,
Brasil (Figura 5). Esta unidade municipal situa-se na Mesorregido do Norte

Maranhense, em especial nas microrregides do Litoral Maranhense Ocidental. Possui
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uma area territorial de 1.167,9 km? e uma populacdo estimada de 18.467 habitantes,
com uma densidade demografica de 15,81 hab./km? (IBGE, 2022).

A Tlha do Cajual localiza-se na regido sudeste do municipio de Alcantara, na
Baia de Sao Marcos (02°25°36”S e 44°26°47°W).  Estd inserida na unidade
geomorfologica intitulada Golfao Maranhense cuja predomindncia geoldgica ¢
evidenciada pela formacao Itapecuru, Grupo Barreiras e aluvides fluviomarinhos
(Pereira et al., 2010). Além disso, a ilha ¢ considerada o maior sitio paleontolégico
brasileiro e de riqueza de fosseis, onde ja foram encontradas varias espécies de animais
e plantas (Carvalho et al., 2007). Os aspectos fisicos da Ilha sdo caracterizados por
colinas arredondadas de baixas altitudes, além de pequenas areas rebaixadas localizadas
na por¢do norte, onde predominam os manguezais. A vegetagdo da regido inclui
florestas de babagu (Attalea speciosa Max. ex Sprend.), matas secundarias (capoeiras),
manguezais e restingas, conforme descrito por Santos et al. (2012). No que diz respeito
a fauna, a Ilha apresenta uma biodiversidade significativa, influenciada pelo ecossistema
de manguezais e pela floresta preservada. No entanto, até o momento, ndo ha registros
de estudos sistematicos para identificacdo e catalogacdo detalhada da fauna e flora da

area.
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Figura 4: Mapa de localizagdo das areas de coleta de Culicoides mna Ilha do Cajual e em
Cujupe, municipio de Alcantara, Maranhdo, Brasil. Fonte: Pimenta et al., 2025.

O Cujupe esta localizado na regido sudeste do municipio de Alcantara
(2°30'21,93"S e 44°31'12,57"W). Esta localidade ¢ de grande importancia
socioecondmica por dar lugar ao terminal de ferry-boat do Cujupe, que recebe
embarcag¢des vindas do terminal de ferry-boat da Ponta da Espera, em Sao Luis,
realizando a Travessia entre Sdo Luis e a Baixada Maranhense, e sendo administrado
pela Empresa Maranhense de Administracdo Portuaria -EMAP (Pimenta, 2025). A
vegetacdo a do Cujupe € caracterizada por extensas areas de manguezais, acompanhadas
por espécies menos comuns, como jucareiras (Euterpe edulis Mart.) e buritizeiros
(Mauritia flexuosa L. f.), entre outras. A fauna, por sua vez, apresenta uma rica
biodiversidade, especialmente de animais marinhos, influenciada pelo ecossistema de

manguezal.

5.2 Procedimentos em campo

Para a captura dos maruins utilizou-se armadilhas CDC tipo HP (Pugedo et al.
2005), equipadas com luz de LED (light-emitting diode) de 520 nm, que tem mostrado
grande eficiéncia na atragdo de maruins (Silva et al., 2015). As armadilhas foram
instaladas em abrigos de animais domésticos e no manguezal (Figura 6), onde eram
instaladas nos ramos das arvores. Foram utilizadas 9 armadilhas em cada area,
instaladas no curral bovino (1), chiqueiro de porcos (1), galinheiros (3) e no mangue (4).
Cada armadilha funcionou durante 12 horas ininterruptas, das 18 as 6 horas do
maranhdo, uma vez a cada dois meses, de fevereiro de 2023 a dezembro de 2024,
totalizando 12 coletas, sendo seis na estacdo chuvosa e seis na estacao de estiagem. O
esforco de captura foi de 9 armadilhas x 12 horas x 12 meses = 1.296 horas no total.
Ap0s as coletas os maruins foram sacrificados em camaras de gas de acetato de etila,
transferidos para potes de polietileno e conduzidos ao Laboratorio de Entomologia e

Vetores (LEV-UFMA).
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Figura 5: Armadilhas luminosas CDC em abrigos de animais ¢ manguezal. A: galinheiro; B:

chiqueiro; C: curral; e D: manguezal. Fonte: Pimenta, 2023.

5.3. Procedimento de laboratdrio

No laboratério os maruins foram triados dos demais insetos, com auxilio de
estereomicroscopio. Posteriormente foram identificados com uso de chaves dicotdomicas
(Wirth;Blanton, 1973; Wirth et al. 1988; Spinelli et al. 2005). Os maruins foram
acondicionados em micro tubos contendo alcool 70% na Cole¢do Entomolédgica do
Laboratério de Entomologia e Vetores (LEV - UFMA), com as seguintes informagdes:

data, local de coleta, abrigo de animais e outros ecotonos.

5.4. Selecao das espécies e dos exemplares

Foram selecionadas espécies de Culicoides provenientes das localidades Ilha do
Cajual e Cujupe, considerando como critérios: a ocorréncia nas duas areas de estudo,
permitindo comparagdes interpopulacionais e intraespecifica, a representatividade das

espécies nas amostras coletadas e a disponibilidade de exemplares com asas em bom
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estado de conservagdo, sem danos ou deformagdes que pudessem interferir nas analises

morfométricas.

Com base nesses critérios, foram selecionadas seis espécies: Culicoides
guyanensis, C. insignis, C. leopoldoi, C. foxi, C. maruim e C. paucienfuscatus, por
apresentarem maior frequéncia de ocorréncia e representatividade nas amostras
analisadas das duas localidades. A escolha dessas espécies permitiu avaliar possiveis
padrdes de variacdo da forma alar associados as diferencas ambientais entre uma area

insular e uma area continental.

Para cada espécie foram selecionados 36 exemplares fémeas, sendo 18
individuos provenientes da Ilha do Cajual e 18 do Cujupe, totalizando 216 asas
analisadas. Esse nimero amostral foi estabelecido considerando a disponibilidade de
exemplares em condigdes adequadas para a analise, a necessidade de padronizagdo entre
os grupos comparados e a recomendacdo de utilizagdo de amostras equilibradas em

analises de morfometria geométrica.

5.5 Montagem das Laminas

Em um primeiro momento, foi realizada a clarificagdo das estruturas dos
exemplares de maruins, os quais foram colocados em vidro de relégio com lactofenol
(“umidecer” um pouco o inseto, para retirar as asas). Apos decorrido uma hora,
desprendeu-se as asas do térax e transferiu-se para a lamina de vidro, adicionou-se
Berlese cobrindo-se finalmente com a laminula.

O processo de montagem das laminas foi realizado com um auxilio de uma lupa
estereomicroscopio, um vidro de reldgio, uma seringa pequena para auxiliar no corte
das estruturas, uma pinga (para auxiliar na colocagdo das laminulas), as laminas e as
laminulas j& cortadas e previamente selecionadas em solucdo detergente (10%) e
posteriormente lavadas em dgua corrente e todas acondicionadas em um recipiente (pote
coletor) com alcool absoluto para retirar qualquer sujeira que pudesse contaminar o

material e prejudicar a visualizagdo das estruturas (Spinelli et al., 2005).

5.6 Analise em Morfometria Geométrica
5.6.1 Selecdo dos marcos anatomicos (landmarks)

A andlise da forma das asas foi realizada por meio da morfometria geométrica

bidimensional, utilizando marcos anatémicos (landmarks) definidos em pontos
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homologos das asas dos exemplares de Culicoides. Os landmarks correspondem a
pontos anatdmicos de referéncia com localizagdo precisa e biologicamente
interpretaveis, geralmente associados a jungdes entre veias ou estruturas fixas da asa,
permitindo a comparagdo da variagdo da forma entre individuos e populagdes

(Bookstein, 1991; Rohlf; Marcus, 1993).

A utilizacdo de landmarks baseia-se no principio da homologia anatémica, ou
seja, os pontos selecionados devem estar presentes e ocupar posigdes equivalentes em
todos os individuos analisados. Essa caracteristica assegura a reprodutibilidade da
marcacdo e possibilita que as diferencas observadas refletem nas variagdes reais na
forma das asas, e ndo inconsisténcias na obten¢ao dos dados (Zelditch et al., 2012) .

Foram utilizados 13 landmarks anatomicos, distribuidos nas principais
interse¢des das nervuras alares (Figura 7), incluindo regides associadas as veias Costa
(C), Subcosta (Sc), Radial (R), Média (M), Cubital (Cu) e Anal (A). A selegao desses
pontos foi baseada em estudos prévios de morfometria geométrica aplicados a dipteros e
Culicoides, considerando sua capacidade de representar variagdes interespecificas e

interpopulacionais da conformagao alar (ROHLF, 2001; ZANG et al., 2019).

Figura 6: Asa de Culicoides foxi com os 13 landmarks que foram delimitados para essa
primeira analise morfométrica entre os grupos. Autora: Lima, 2026.

5.6.2 Analise utilizando semilandmarks

Além da analise baseada em landmarks anatomicos, foi realizada uma

abordagem complementar utilizando semilandmarks, aplicada as regides de manchas
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pigmentares das asas dos Culicoides. Diferentemente dos landmarks tradicionais, os
semilandmarks sdo pontos posicionados ao longo de curvas ou contornos, permitindo a
representacdo de variacdes de forma em estruturas cuja homologia anatomica direta nao
pode ser estabelecida. Esses pontos sdo utilizados principalmente em regides continuas,
nas quais a geometria do contorno apresenta informacdes relevantes sobre a variagao
morfoldgica (Mitteroecker; Gunz, 2009; Gunz; Mitteroecker, 2013).

Os semilandmarks foram distribuidos ao longo dos limites das manchas alares e
regides pigmentadas consideradas relevantes para diferenciagdo morfologica entre
espécies e das populagdes estudadas (Gunz; Mitteroecker, 2013; Cardini; Seetah, 2017).
O nimero de semilandmarks foi definido de acordo com a complexidade e a extensdo
do padrao de pigmentagdo alar de cada espécie, buscando representar adequadamente o
contorno das manchas. Assim, foram utilizados 18 semilandmarks em Culicoides foxi,
21 semilandmarks em C. insignis, 28 semilandmarks em C. leopoldoi, 28

semilandmarks em C. maruim, 34 semilandmarks em C. guyanensis e 32

semilandmarks em C. paucienfuscatus, conforme ilustrado na Figura 8.

Figura 7. Distribuicdo dos semilandmarks utilizados na analise morfométrica das
manchas alares das espécies de Culicoides: A: C. foxi (18 semilandmarks - na célula
13); B: C. guyanensis (34 semilandmarks - nas células rl, 12 e r3); C: C. leopoldoi (28
semilandmarks - célula r3); D: C. maruim (28 semilandmarks - célula 13 ); E: C.
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insignis (21 semilandmarks - célula r3); F: C. paucienfuscatus (32 semilandmarks -
célula r3). Autora: Lima,2026.

5.6.3 Aquisicio das Imagens: As asas dos individuos foram fotografadas em alta
resolugdo, utilizando um estereomicroscopio adaptado para captura de imagens digitais.
A técnica de imagem digital para morfometria geométrica ¢ amplamente utilizada em
estudos de insetos, garantindo a precisdo na coleta de dados (Zelditch et al., 2004). As
imagens serdo capturadas sob iluminac¢do controlada para reduzir as variagdes causadas

por reflexos ou distor¢des Opticas.

5.6.4 Marcacoes dos Pontos: A morfometria geométrica foi aplicada com a utilizagao
de softwares especificos, como o TPSUTIL (Rohlf, 2017), TPSDig ou similar, que
permitiram a localizagdo precisa dos marco anatdmicos nas asas. Esses softwares
permitem a andlise estatistica das variagdes geométricas e sdo fundamentais para a
analise de padrdes morfologicos (Zelditch et al., 2004). A localizacao dos pontos serd
feita de acordo com as diretrizes estabelecidas para o estudo de variagdo morfoldgica

em Culicoides, como descrito em trabalhos de referéncia (Zang et al., 2019).

5.7 Analises Estatisticas

Os dados coletados foram analisados no software MorfoJ (Klingenberg, 2011),
uma ferramenta amplamente utilizada em estudos de morfometria geométrica por
permitir a aplicagdo de diferentes métodos estatisticos voltados a comparagdao de
tamanho e formas biologicas. Esse programa permite o alinhamento, comparagao e teste
das diferencas morfologicas entre grupos, sendo considerado as referéncias nos
ajustes(Klingenberg, 2011).

Inicialmente, foi realizado o Ajuste Procrustes descrito por Rohlf;Slice (1990) e
sistematizado por Dryden;Mardias (1998). Esse método tem como objetivo alinhar os
marcos anatomicos de cada individuo, retirando os efeitos de tamanho, rotacdo e
posicdo. Assim, 0 que permanece sdo apenas as diferencas relacionadas as variagdes da
forma. Esse alinhamento ¢ fundamental para que as comparagdes entre espécies ou

populagdes sejam confidveis e tenham validade estatisticas.
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Na sequéncia, foi realizada a Andlise de Varidveis Candnicas (CVA). Essa
técnica busca produzir uma ordenacdo multivariada que maximiza as diferengas entre os
grupos pré-definidos (Manthey;Ousley, 2020). Estima o ntimero de individuos que
podem ser classificados no centro de cada um dos grupos pré-definidos € mutuamente
exclusivos, utilizando diferengas na forma média de cada uma das espécies da amostra,
bem como outras caracteristicas (Zelditch;Swiderski;Sheets, 2012). A CVA ¢
especialmente util em estudos comparativos, pois permite a visualizacdo da separagao
entre espécie e populagdes de diferentes localidades.

Para verificar a significdncia estatistica das diferengas encontradas entre os
grupos, realizou-se o teste global contra a hipdtese nula de auséncia de diferencas entre
as medidas. Esse procedimento foi conduzido por meio da permutacdo com 10.000
iteragdes, o que garante uma confiabilidade sobre os resultados obtidos. Foram
utilizadas a seguintes estatisticas: o F de Goodall e o Trago de Pillai, que permitem
avaliar se as variagdes observadas entres os grupos sdo maiores do que seria esperado
ao acaso, assegurando robustez metodoldgica aos resultados (Goodall, 1991; Pillai,
1955) .

Também foram calculadas as distdncias de Mahalanobis, que medem
corretamente a posicdo dos individuos em seus respectivos grupos considerando a
variancia e a covariancia dos dados (Mahalanobis, 1936), e as Distancias de Procrustes
que quantifica diretamente a diferenca da forma entre as populagdes depois do
alinhamento. Essas medidas fornecem estimativas sélidas para confirmar a magnitude
das diferencas morfoldgicas.

Complementarmente, foi aplicado a Analise de Fung¢do Discriminante (DFA) que
possibilita contar classificacdo correta dos individuos em seus respectivos grupos com
base nas varidveis morfoldgicas. Esse método ¢ amplamente utilizado para estudos
comparativos, pois permite verificar o grau de acertos da classificacdo e identificar
possiveis casos de sobreposicdo entre espécies, populacdes ou localidades (Fisher,
1936). A validagdao cruzada ( cross-validation) ¢ uma técnica estatistica usada para
avaliar a capacidade de separagdo das observacdes pelo modelo determinado na DFA, a
partir de um conjunto de dados. Busca-se entdo estimar o quao preciso ¢ este modelo na
pratica, ou seja, o seu desempenho para um novo conjunto de dados (Hastie et al.,

2009).
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6. RESULTADOS

Foram analisadas as asas 216 fémeas de Culicoides, cada espécie contribuiu com

18 individuos por cada localidade, totalizando 36 individuos.

Quadro 1. Lista de espécies do género Culicoides, de acordo com os subgéneros e os
grupos taxondmicos na Ilha do Cajual e no Cujupe.

Subgénero/grupo taxondmico )
g grp Espécies

Subgénero Hoffmania Fox C. foxi Ortiz, 1950

C. insignis Lutz, 1913

C. maruim Lutz, 1913

C. guyanensis Floch & Abonnenc
Grupo reticulatus 1942

C. paucienfuscatus Barbosa, 1947

Grupo fluvialis C. leopoldoi Ortiz, 1950

6.1. Ajustes de Procrustes

O procedimento de ajuste de Procrustes foi realizado com o objetivo de remover
os efeitos de posi¢ao, escala e orientagdo das asas dos espécimes analisados, permitindo
a comparacao exclusivamente da varia¢dao da forma entre os individuos.

Para o conjunto de dados das espécie Culicoides, contendo 216 individuos e 13
landmarks em duas dimensdes (quadro 2), o alinhamento resultou em valores de
Procrustes fit de 0,450 representa a quantidade de variacao total da configuragdo dos
landmarks apds o processo de superposi¢do, enquanto o valor de Tangente de 0,448
corresponde a variacdo da forma projetada no espago tangente.

A proximidade entre esses valores indica que a aproximacao realizada no espago
tangente representa adequadamente a variagao da forma presente no conjunto analisado,
permitindo a aplicag@o das analises estatisticas subsequentes.

Esses resultados demonstram que, apés a remocao das diferencas relacionadas
ao tamanho e posicionamento das asas, a variacdo observada corresponde
principalmente a variagdo morfoldgica entre os individuos analisados, evidenciando
diferengas de conformacdo alar dentro do grupo de Culicoides. Dessa forma, o ajuste de

Procrustes constitui uma etapa fundamental para avaliar padrdes de variacdo



intraespecifica, possibilitando investigar a existéncia de diferencia¢do morfologica entre

individuos ou populacdes da espécie.

Quadro 2. Coordenadas da configuragdo média dos 13 landmarks da asa de Culicoides

maruim apos o ajuste de Procrustes.

Landmarks eixo 1 (x) eixo 2 (y)
1 -0,34174810 0,02517677
2 -0,34041358 0,00508896
3 -0,07883849 0,09133667
4 -0,10254339 0,03417822
5 0,09050015 0,18040224
6 0,37669312 0,08019017
7 0,34550304 -0,03037993
8 0,20971801 -0,12390501
9 0,00616955 -0,08197213
10 0,06398094 -0,16688048
11 -0,29053108 -0,03944366
12 -0,31883920 -0,00106559
13 0,38034903 0,02727378
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6.2. Analise Variaveis Canonicas

A andlise de varidveis candnicas (CVA) evidenciou a variacao entre os grupos de
espécies de Culicoides, ajustada pelo inverso da variagdo dentro dos grupos, ou seja,
comparando as diferengas entre as espécies levando em conta a homogeneidade interna
de cada grupo. O primeiro eixo candnico CV1 (Tabela 2) concentrou a maior parte da
variacdo morfologica entre os grupos, com um autovalor de 6,4314, explicando cerca de
60,93% da variacdo total, sendo o eixo mais relevante para a diferenciagdo entre as
espécies. O segundo eixo CV2 teve um autovalor de 2,0703, sendo responsavel por um
percentual de 19,61% da varidncia, elevando o percentual para 80,5%. Ficou
demonstrado que os dois primeiros eixos tém uma concentracdo maior sobre as
informagdes morfoldgicas observadas. Os demais eixos (CV3 a CV5), menos

relevantes, contribuiram para completar o percentual acumulado da variancia.

Quadro 3. Variagdo entre os grupos, escalados pelo inverso da variacao dentro dos
grupos.

Variaveis Candnicas Autovalores % Variancia % Acumulado
(CV)

1 6,43141052 60,93 60,934

2 2,07034853 19,61 80,550

3 1,24303013 11,77 92,327

4 0,54594815 5,17 97,499

5 0,26393395 2,50 100,00

A figura 9 mostra a distribuicao das seis espécies nas areas de estudos (Ilha do
Cajual e Cujupe) em funcdo da variagdo morfologica das asas. Cada um dos grupos ¢
representado por pontos coloridos e elipses de confianca, indicando a dispersao sobre os

dados verificados.
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Figura 8. Grafico de Dispersdao de analise canodnica das asas de Culicoides, separagao
das espécies pelos eixos candnicos. Cada conjunto de pontos estdo representados por
cores distintas: C. foxi (vermelho), C. guyanensis (amarelo-esverdeado), C. insignis

(verde), C. leoploldoi (azul claro), C. maruim (azul escuro) e C. paucienfuscatus (rosa).
Autora: Lima, 2026.

O eixo CV1 separou de forma mais evidente os grupos, enquanto o eixo CV2
complementa diferenciagdes, revelando as varidncias sobre os pontos anatdmicos. As
elipses demonstram que algumas espécies apresentaram uma sobreposi¢do maior (C.
foxi e C. maruim), enquanto outras se distribuem de maneira mais distinta, apesar ter
uma sobreposicdo mais sutil, o que pode refletir uma proximidade ou diferenciagao

morfoldgicas.

6.3. Teste Global e Distancias Morfologicas
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O teste global contra a hipotese nula de auséncia de diferencas entre as médias
foi altamente significativo. O Goodall 's F apresentou um valor de 24,1757 com p <
0,0001, e o Pillai' s trace foi de 2,6559, também com p < 0,0001, confirmando que

obtivemos diferengas marcantes entre as espécies analisadas.

As distancias de Mahalanobis evidenciou variagdo consideravel entre os pares. O
menor valor foi observado entre C. foxi e C. maruim (2,7332), indicando maior
proximidade morfoldgica, enquanto entre C. guyanensis ¢ C. foxi (6,8478), entre C.
guyanensis ¢ C. maruim (6,4211) apresentaram maiores valores, refletindo assim em

uma maior diferenciagdo (Tabela 3).

Quadro 4. Distancia de Mahalanobis entre os grupos de Culicoides.

Espécies C. foxi |C. guyanensis| C. insignis C. C. maruim
leopoldoi

C. guyanensis 6,8478 —_— 5,5616 4,6430 6,4211

C. insignis 3,5327 5,5616 3,8341 3,2009

C. leopoldoi 6,1017 4,6430 3,8341 e 6,0405

C. maruim 2,7332 6,4211 3,2009 6,0405 —

C. paucienfuscatus | 5,4596 4,0086 4,5476 3,6208 5,5245

As distancias de Procrustes (Tabela 4) reforgaram os padrdes com relagdo as
diferengas, mas em escala geométrica menor. O menor valor foi registrado entre C. foxi
e C. maruim (0,0223), também indicou uma maior semelhanga, enquanto C. guyanensis
e C. maruim (0,0605) apresentaram a maior distancia, indicando uma divergéncia maior.
E as demais comparacdes variam entre 0,0260 e 0,0553, sendo que a espécie C.

paucienfuscatus apareceu novamente em uma posi¢ao intermedidria.

Quadro 5. Distancia de Procrustes entre grupos de Culicoides.

Espécies C. foxi |C. guyanensis| C. insignis |C. leopoldoi| C. maruim
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C. guyanensis 0,0576 —_— 0,0477 0,0301 0,0605
C. insignis 0,0260 0,0477 —_— 0,0349 0,0247
C. leopoldoi 0,0500 0,0301 0,0349 —_— 0,0543
C. maruim 0,0223 0,0605 0,0247 0,0543 —_—
C. paucienfuscatus | 0,0454 0,0275 0,0440 0,0440 0,0553

6.4. Analise de conformacio alar entre mesmas espécies de Culicoides da Ilha do

Cajual e Cujupe

A analise da conformagao alar baseada em semilandmarks aplicados as manchas
alares caracteristicas de cada espécie evidenciou diferencas morfoldgicas entre as
espécies da Ilha do Cajual e do Cujupe. Essa abordagem mostrou-se eficiente para
detectar diferencas sutis na conformacdo das manchas pigmentadas das asas,
complementando as analises realizadas com landmarks anatdomicos tradicionais.

Os resultados evidenciaram diferengas morfologicas estatisticamente
significativas apenas para C. foxi, C. leopoldoi e C. guyanensis, enquanto C. maruim,
C. paucienfuscatus e C. insignis nao apresentaram diferenciacdo estatisticamente
significativa, indicando maior similaridade morfologica entre as populagdes insular e
continental.

Em Culicoides foxi, foram utilizados 18 semilandmarks. A Andlise de Variaveis
Canonicas (CVA) revelou separacao entre as populacdes ao longo do eixo CV1 (Figura
10 A), indicando diferenciagao na conformagao das manchas alares. O teste de Goodall
's F confirmou essa diferenca (F = 2,3985; p = 0,0409), enquanto o Pillai's trace nao foi

significativo (0,8911; p = 0,7057).
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Figura 9. Distribuicdo dos escores da Variavel Candnica 1 (CV1) da analise de variaveis
canonicas (CVA) para Culicoides foxi. Os individuos da Ilha do Cajual (Verde-claro) e de
Cujupe (Salmdo) formam grupos distintos, evidenciando separagdo morfologica entre as
populacdes. Autora: Lima, 2026.

A distancia de Procrustes foi de 0,0954, indicando diferenca de forma entre as
populagdes, e a distdncia de Mahalanobis foi de 5,5596, representando elevada
separacdo multivariada. Na Fun¢do Discriminante (DFA), (Figura 11B) todos os
individuos foram corretamente classificados (18/18 em ambas as localidades);
entretanto, a validagdo cruzada (Figura 11C) reduziu substancialmente a taxa de acerto,
com apenas 8 individuos do Cujupe e 7 da Ilha do Cajual corretamente reclassificados,

indicando baixa capacidade preditiva do modelo.
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Figura 10. Graficos da andlise discriminante (B) e da validag¢@o cruzada (cross-validation) (C)
para as populagdes de Culicoides foxi da Ilha do Cajual (Verde-claro) e de Cujupe (Salmio),
utilizando semilandmarks das manchas alares. A funcdo discriminante (B) evidenciou separagdo
clara entre as populacdes, sem sobreposicdo entre os grupos. Na validacdo cruzada (C),
observou-se elevada capacidade de classificagdo dos individuos, com pequeno grau de
sobreposigdo, corroborando a diferenciagdo morfologica entre as populagdes. Autora: Lima,
2026.

Para C. leopoldoi, foram utilizados 28 semilandmarks. A Andlise de Variaveis
Candnicas (CVA) revelou distancia de Procrustes de 0,1019 e distdncia de Mahalanobis
de 3,5446. O teste de Goodall apresentou F = 2,0900 (p = 0,0400), indicando diferenca
significativa entre as populagdes de Cujupe e Ilha do Cajual, enquanto o Pillai's trace foi
de 1,000 (p = 0,2640). A analise candnica (Figura 12 A) evidenciou separagdo entre as

populagdes ao longo do eixo candnico, apresentando uma sobreposi¢ao.



42

Anilise de Variavel Canonical - Culicoides leopoldoi

= IC
C)
2.0 | 1
! |
g i
5 |
| |
|
I | 1
e | LIl :
-4 -2 0 4
Variavel candnica 1 A

Figura 11. Distribuicdo dos escores da Variavel Candnica 1 (CV1) da andlise de variaveis
canonicas (CVA) para Culicoides leopoldoi. Os individuos da Ilha do Cajual (Verde-claro) e de
Cujupe (Salmao) formam grupos distintos, evidenciando com discreta sobreposigdo entre alguns
individuos, indicando diferencas na conformacgdo das manchas alares entre as populacdes.
Autora: Lima, 2026.

Na analise discriminante (Figura 13B), 17 individuos de Cujupe e 17 da Ilha do
Cajual foram corretamente classificados. Entretanto, na validagdo cruzada (Figura 13C),

apenas 9 individuos de cada localidade foram corretamente alocados, indicando redugao

do poder discriminatorio do modelo.
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Figura 12. Graficos das andlises de fun¢do discriminante (B) e da validag¢do cruzada
(cross-validation) (C) para as populacdes de Culicoides leopoldoi da Ilha do Cajual
(Verde-claro) e de Cujupe (Salmido), com base na andlise de semilandmarks das
manchas alares. Autora: Lima, 2026.
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Para C. guyanensis, foram empregados 34 semilandmarks (Figura 14). Os
resultados mostraram distancia de Procrustes de 0,1647 e distincia de Mahalanobis de
2,6653. O teste de Goodall apresentou F = 3,3580 (p = 0,0193), evidenciando diferenca
significativa entre as localidades, enquanto o Pillai's trace foi de 1,000 (p = 0,6175). A
analise canodnica (Figura 14A) demonstrou uma separacdo evidente entre os individuos

de Cujupe e da Ilha do Cajual ao longo do eixo CV1.

Anilise de Varidvel Canidnica - Culicoides guyanensis
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Figura 13. Distribuicdo dos escores da Variavel Candnica 1 (CV1) da analise de variaveis
canonicas (CVA) para Culicoides guyanensis. Os individuos da Ilha do Cajual (Verde-claro) e
de Cujupe (Salmao) apresentam separagdo parcial, indicando diferenciagdo morfologica entre as
populagdes. Autora: Lima, 2026.

A andlise discriminante (Figura 15B) classificou corretamente 15 dos 18
individuos provenientes do Cujupe e 17 dos 18 individuos da Ilha do Cajual,
demonstrando um elevado desempenho do modelo na classificacdo dos espécimes
utilizados na andlise original. Entretanto, na validacdo cruzada (Figura 15C),
considerada uma abordagem mais rigorosa por avaliar a capacidade preditiva do modelo
sobre dados independentes, os acertos foram reduzidos para 10 individuos de Cujupe e
9 da Ilha do Cajual.

Esses resultados indicam uma capacidade moderada de discriminacdo entre as
populagdes, sugerindo que, embora existam diferencas na conformagao das manchas

alares entre as localidades, parte da variagdo morfolégica é compartilhada entre os
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grupos, resultando em sobreposi¢do parcial e limitando a classificagdo dos individuos.
Dessa forma, observa-se uma diferenciacdo populacional detectdvel, porém nao
suficientemente acentuada para promover uma separacdo completa entre as populagdes

analisadas.
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Figura 14. Graficos resultantes das analises multivariadas aplicadas a asas de Culicoides
guyanensis das localidades Ilha do Cajual (Verde-claro) e Cujupe (salmao). Histogramas
da Analise de Varidvel Candnica (A), Fungdo Discriminante (B) e Validagdo Cruzada (C) para a
populagdo de Culicoides guyanensis da Ilha do Cajual (IC) e Cujupe (CJ), ilustrando o grau de
sobreposi¢do morfologica alar dentro da mesma espécie pelas localidades. Autora: Lima, 2026.
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Por outro lado, as espécies C. maruim, C. paucienfuscatus e C. insignis nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre as populacdes de Cujupe e
[lTha do Cajual.

Em C. maruim, foram analisados 28 semilandmarks. A distancia de Procrustes
foi de 0,0927 e a distancia de Mahalanobis de 2,4964. O teste de Goodall apresentou F
= 2,0541 (p = 0,1019) e o Pillai's trace foi de 1,0000 (p = 0,2233), indicando auséncia
de diferencas significativas entre as localidades. A andlise candnica (Figura 16A)

evidenciou ampla sobreposi¢do entre 0s grupos.

Analise de Variacdo Candnica - Culicoides maruim Ic
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Figura 15. Distribuicdo dos escores da Variavel Candnica 1 (CV1) da analise de variaveis
canonicas (CVA) para Culicoides maruim. Os individuos da Ilha do Cajual (Verde-claro) e de
Cujupe (Salmdo) formam grupos distintos, indicando auséncia de diferenciacdo morfologica
significativa entre as populagdes . Autora: Lima, 2026.

Na andlise discriminante Figura 17B), foram classificados 15 individuos de
Cujupe e 17 da Ilha do Cajual. Entretanto, na validagdo cruzada (Figura 17C), apenas 8

individuos de Cujupe e 8 da Ilha do Cajual foram corretamente classificados,

evidenciando baixa capacidade de discriminagdo entre as populagoes.
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Figura 16. Histogramas da Analise de Variavel Candnica (A), Funcdo Discriminante (B) e
Validagdo Cruzada (C) para Culicoides maruim das localidades Ilha do Cajual (verde-claro)) e
Cujupe (Salmio), evidenciando elevada sobreposicdo morfoldgica das manchas alares entre as

populagdes. Autora: Lima, 2026.

Para C. paucienfuscatus, foram utilizados 32 semilandmarks. A distancia de
Procrustes foi de 0,0384 e a distancia de Mahalanobis de 3,3416. O teste de Goodall
apresentou F = 0,4846 (p = 0,8248) e o Pillai's trace foi de 1,0000 (p = 0,2325),

demonstrando auséncia de diferencas significativas entre as localidades. A andlise
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canodnica (Figura 18 A) mostrou elevada sobreposicao entre os individuos de Cujupe e

da Ilha do Cajual.

Analise de Variacido Canénica - Culicoides paucienfuscatus
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Figura 17. Distribuicdo dos escores da Variavel Candnica 1 (CV1) da analise de variaveis
candnicas (CVA) para Culicoides paucienfuscatus. Os individuos da Ilha do Cajual
(Verde-claro) e de Cujupe (Salmido) apresentam ampla sobreposicdo, indicando auséncia de
diferenciagdo morfologica significativa entre as populagdes. Autora: Lima, 2026.

Na analise discriminante (Figura 19 B), 17 individuos de cada localidade foram
corretamente classificados. Contudo, na validagdo cruzada (Figura 19C), apenas 6
individuos de Cujupe e 9 da Ilha do Cajual foram corretamente alocados, refor¢ando a

baixa capacidade de diferenciagdo entre as populagdes.
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Figura 18. Histogramas da Anéalise de Variavel Canoénica (A), Fun¢do Discriminante (B) e
Validagdo Cruzada (C) para Culicoides paucienfuscatus das localidades Ilha do Cajual
(Verde-claro) e Cujupe (Salmao), evidenciando elevada sobreposi¢do morfologica das manchas

alares entre as populacdes. Autora: Lima, 2026.

Para C. insignis, foram empregados 21 semilandmarks (Figura 20). Os
resultados indicaram distancia de Procrustes de 0,1022 e distincia de Mahalanobis de
3,9494. O teste de Goodall apresentou F = 1,7887 (p = 0,1099) e o Pillai's trace foi de
1,0000 (p = 0,9768), ndo evidenciando diferencas significativas entre as localidades. A
analise candnica (Figura 20A) revelou ampla sobreposi¢do entre os individuos de

Cujupe e da Ilha do Cajual.
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Figura 19. Distribuicdo dos escores da Variavel Candnica 1 (CV1) da analise de variaveis
candnicas (CVA) para Culicoides insignis. Os individuos da Ilha do Cajual (Verde-claro) e de
Cujupe (Salmiao) apresentam ampla sobreposicdo, indicando auséncia de diferenciagdo
morfologica significativa entre as populagdes. Autora: Lima, 2026.

Na analise discriminante (Figura 21B), todos os individuos (18 de Cujupe e 18 da Ilha
do Cajual) foram corretamente classificados. Entretanto, na validagdo cruzada Figura 21C), os
acertos reduziram para 11 individuos de Cujupe e 9 da Ilha do Cajual, indicando que o elevado
percentual de classificagdo inicial ndo se manteve quando o modelo foi testado quanto a sua

capacidade preditiva.
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Figura 20. Histogramas da Andlise de Variavel Candnica (A), Funcdo Discriminante (B) e
Valida¢do Cruzada (C) para Culicoides insignis das localidades Ilha do Cajual (verde-claro) e
Cujupe (Salméao), evidenciando elevada sobreposi¢do morfologica das manchas alares entre as
populagdes. Autor: Lima, 2026.
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7. DISCUSSAO

A morfometria geométrica tem se mostrado uma ferramenta eficiente para
detectar variagdes morfoldgicas em populagdes de insetos, permitindo identificar
padrdes de diferenciacdo que muitas vezes ndo ¢ possivel ser observadas no momento
da identificacdo morfologica tradicional. Estudos realizados com espécies de Culicoides
demonstraram que a conformagdo alar possui importante valor taxondmico e
populacional, refletindo tanto aspectos evolutivos quanto respostas as condigdes
ambientais locais (Mufioz-Mufioz et al.,2011).

No presente estudo, os 13 marcos anatdmicos permitiram capturar as variagdes
morfologicas das asas das seis espécies mais abundantes num inquérito entomoldgico
sistematizado realizado na Ilha do Cajual e no Cujupe (Pimenta et al., 2025). O ajuste
de Procrustes resultou em valores consistentes, pois indicou que as variagdes que foram
observadas tiveram através das coordenadas livres da escala e posi¢do, e ndo se deve
apenas a diferenca de tamanho e orientagdo, mas refletiu em padrdes reais dos
caracteres alares. Esse procedimento ¢ semelhante ao adotado por Souza ef al. (2020)
utilizando andlises com Culicoides, onde o alinhamento geométrico garantiu
comparagdes mais robustas entre populagdes de mosquitos vetores, mesmo em espécies
cripticas.

Outro ponto relevante foi quanto a escolha dos landmarks em juncdes de veias e
regides de bifurcacdo, pois garantiu maior estabilidade na andlise. Essas estruturas sio
menos suscetiveis a deformagdes durante o preparo das ldminas, constituindo uma
vantagem para esse tipo de estudo ( Wang et al., 2025). que reforca a pertinéncia dessa
escolha ¢ que a formagao das jungdes venosas e das regides de bifurcacao ndo ocorre de
maneira aleatdria, mas resulta de um programa genético altamente regulado. Fatores de
sinalizacdo como VEGF e Notch desempenham papel central na defini¢do da
arquitetura vascular, garantindo que essas estruturas sejam conservadas entre individuos
e espécies. Essa determinacdo genética confere maior consisténcia morfologica,
tornando as juncdes pontos de referéncia confidveis para andlises histoldgicas e
morfométricas, além de explicar sua relativa estabilidade mesmo apos o preparo das
laminas (Singh; Tubbs, 2018).

A analise de variaveis canoOnicas demonstrou que os dois primeiros €ixos

explicaram mais de 80% da variancia total, separando as espécies estudadas. Esse
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padrao recorrente em estudo de morfometria geométrica, como o de Fonseca et al.
(2018), que investigou asa de Anopheles, nos seus resultados os autores observaram que
os dois primeiros eixos concentraram a maior parte da informacdo morfoldgica,
permitindo diferenciar as espécies, revelando, inclusive, dimorfismo sexual. No caso
dos Culicoides, a separa¢do mais evidente ocorreu para C. guyanensis, que mostrou
maior distancia das demais espécies, enquanto C. foxi e C. maruim apresentaram maior
proximidade morfoldgica.

A proximidade entre os grupos de C. foxi e C. maruim sugere uma maior
similaridade morfoldgica, confirmando os resultados com os valores reduzidos
relacionados as distancias de Mahalanobis e das Procrustes observados entre elas. A
sobreposicdo parcial observada entre esses dois taxons, pode ser reflexo de uma
proximidade evolutiva dentro do subgénero Hoffmania Fox (Fonseca, 2018). A
sobreposi¢do parcial entre os taxons pode ser entendida como reflexo direto da
influéncia filogenética, j4 que linhagens proximas tendem a conservar padrdes
morfologicos herdados. Essa conservacao da forma € resultado da heranca evolutiva, o
que explica a estabilidade de certos caracteres mesmo diante de pressdes ambientais
distintas (Fonseca, 2018). Nesse sentido, a morfometria geométrica se mostra uma
ferramenta poderosa para revelar tanto a proximidade evolutiva quanto os pontos de
divergéncia sutis entre espécies aparentadas. Contudo, essa mesma conservagao pode
limitar a capacidade de distinguir taxons muito proximos, exigindo que os resultados
sejam interpretados em conjunto com dados moleculares e ecoldgicos. Assim, a
morfometria geométrica ndo apenas contribui para a delimitacdo taxondmica, mas
também para a compreensdo das relagdes evolutivas, funcionando como uma
abordagem integrativa entre morfologia e filogenia (Rohlf; Marcus, 1993; Adams et al.,
2004).

A posicdo que isola o C. guyanensis reflete em adaptacdes ecoldgicas distintas e
ligada as pressdes ecologicas especificas. As vezes ¢ dificil separar espécies de
Culicoides apenas por caracteres morfologicos tradicionais, reforcando a importancia da
morfometria geométrica como ferramenta para delimitacdo taxonomica e a investigacao
de padrdes populacionais (Felippe-Bauer ef al., 2008; Banerjee et al., 2025).

Quando a analise com semilandmarkes comparou as espécies entre as diferentes
localidades, obteve-se que C. foxi, C. guyanensis ¢ C. leopoldoi expressaram uma

diferenca significativa entre a Ilha do Cajual e o Cujupe. As andlises candnicas
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evidenciaram uma tendéncia de segregacdo entre esses grupos, sugestivo de que as
configuragdes de manchas alares caracteristicas deles podem estar respondendo as
pressdes ambientais distintas presentes nos ambientes insular e continental. Segundo
Hadj-Henni et al. (2023), que verificaram diferenciacdo morfologica em populagdes
geograficamente separadas de Culicoides circumscriptus, a morfologia alar pode refletir
adaptacdes locais e processos de plasticidade fenotipica.

No entanto, ¢ importante destacar que os valores de Pillai 's trace e da Analise
Discriminante nao foram significativos para nenhuma das espécies analisadas. Por isso,
apenas o teste de Goodall 's F foi capaz de detectar diferengas entre as populacdes de C.
foxi, C. leopoldoi e C. guyanensis, sugerindo uma diferenciagdo na forma alar
relativamente sutil.

Um trabalho que investigou a morfometria geométrica alar de espécies de
Culicoides de importancia veterinaria em Madagascar, verificou sobreposicao
morfoldgica entre grupos proximos e diferentes niveis de sucesso na classificagdo dos
individuos, demonstrando que a capacidade de discriminagdo pode variar conforme o
método estatistico utilizado (Hadj-Henni et al., 2023). Essa informagdo sugere que
mesmo que existam evidéncias de variagdo morfologica entre as localidades, as
diferengas discretas podem ndo ser suficientes para expressar e detectar as abordagens
que foram empregadas.

Ja as espécies C. maruim, C. paucienfuscatus e C. insignis nao apresentaram em
nenhuma das andlises uma diferenca significativa entre as populacdes das areas. A
sobreposi¢do visualizada nas analises candnicas sugere uma ocorréncia de condig¢des
ambientais semelhantes atuando sobre ambas as localidades. Devido a proximidade
espacial entre as duas areas e o pequeno porte dos maruins, pode acontecer a dispersao
passiva pelo vento, favorecendo uma conectividade populacional e reduzindo os efeitos
do isolamento geografico.

Apesar das andlises discriminantes terem apresentado elevadas taxas de
classificacdo erradas em algumas dessas espécies, a validagdo cruzada mostrou uma
reducdo consideravel nos acertos. Isso significa que parte dessa discriminacdo pode
estar associada a variabilidade intraespecifica. A valida¢do cruzada é considerada uma
das ferramentas mais robustas para avaliar a real capacidade de distingdo entre grupos,
reduzindo o efeito do sobre ajustes estatisticos e fornecendo estimativas mais realistas

da diferenciacao populacional (Klingenberg, 2011; Zelditch et al., 2012).
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Portanto, os aspectos que devem ser considerados sdo os fatores como
temperatura umidade, a disponibilidade de recursos durante o desenvolvimento larval e
a caracteristicas do habitat que podem produzir modificacdes na morfologia.

Com o uso de landmarks a padronizagdo geral por grupos resultou
bem-sucedida, com espécies mais proximas e outras mais distantes. Contudo, a
utilizagdo apenas de semilandmarks dentro das espécies para caracterizar as manchas
alares ndo se mostrou tdo adequada para detectar as variagdes sutis na conformacao
dessas estruturas. Uma explicagdo € que as marcagdes desses pontos também podem
introduzir certo grau de subjetividade, mesmo sendo realizado de forma padronizada em
todos os individuos. Dessa forma, essa limitagdo metodologica pode ter reduzido a
sensibilidade das analises na detec¢ao das diferencgas alares discretas entre algumas das

populagdes estudadas.

8. CONSIDERACOES FINAIS

De modo geral, os resultados obtidos demonstram que a morfometria geométrica
constitui uma abordagem eficiente para a avaliagdo de variabilidade morfologica em
espécies de Culicoides, possibilitando a identificacdo de padrdes de diferenciacdo que
nem sempre sdo perceptiveis por meio da taxonomia morfoloégica convencional. A
primeira analise, baseada em 13 landmarks anatomicos distribuidos principalmente nas
veias alares, permitiu discriminar pelo menos trés espécies estudadas e evidenciar
difereng¢as na conformag¢do das asas, destacando o distanciamento morfoldgico de C.
guyanensis em relacdo as demais espécies e a maior proximidade entre C. foxi e C.
maruim. Esses resultados reforcam a aplicabilidade da morfometria geométrica na
delimitacdo taxonOmica e na caracterizagdo da diversidade morfologica de
ceratopogonideos.

A segunda andlise, baseada em semilandmarks aplicadas as manchas alares que
da caracteristica para cada uma das espécies, revelou que trés espécies (C. foxi, C.
guyanensis ¢ C. leopoldoi) apresentaram indicios de divergéncia entre as populacdes da
ITha do Cajual e Cujupe, enquanto as outras trés (C. maruim, C. paucienfuscatus e C.
insignis) exibiram uma maior uniformidade morfoldgica entre as localidades
investigadas. Isso se deve, provavelmente, as questdes relacionadas a influéncia dos

fatores ambientais e ecoldgicos sobre a morfologia que pode manifestar-se de maneiras
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distintas entre as espécies, refletindo em niveis de plasticidade fenotipica, adaptagdo ao
local e conectividade populacional.

Além disso, a reducao das taxas de classificagdo corretas observadas na
validacao cruzada indica que parte da variagdo registrada pode estar associada a elevada
variabilidade intraespecifica, ressaltando cautela na interpretacio dos padrdes
verificados. Embora tenha-se feito o uso de semilandmarks, possibilitando explorar
caracteristicas especificas da configuragdo das manchas nas asas, pode ocorrer erros de
marcacoes desses pontos. Além disso, a influéncia das condi¢des ambientais durante o
processo de desenvolvimento desses insetos pode ter contribuido para essa
diversificacao.

Em suma, esta pesquisa amplia o conhecimento sobre a diversificacdo nas
estruturas morfoldgicas de Culicoides em ambientes costeiros e insulares do Maranhao,
fornecendo informacdes inéditas acerca das relacdes morfologicas entre as espécies e
das variagdes entre as populacdes de uma mesma espécie. Este estudo fornece subsidios
para futuros trabalhos que associam dados morfoldgicos, moleculares e ambientais,
contribuindo para a ampliacao dos conhecimentos sobre os fatores que influenciam a

distribuigdo, a diversidade e a varia¢dao populacional no Maranhao.
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