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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Carlota Josefovicz Belisario

Devido as suas grandes semelhancas morfoldgicas, Triatoma maculata e
Triatoma pseudomaculata, que constituem para Carcavallo et al. (2000) o
“complexo maculata’, eram consideradas a mesma espécie até 1964 (Corréa e
Espinola, 1964). Essas espécies sao alopatricas e, segundo Schofield (1988), T.
maculata teria sido introduzida no Nordeste brasileiro por aves migratorias, com
subseqliente especiacdo, e formacdo da espécie T. pseudomaculata. Estudos
utilizando isoenzimas demonstraram grande distancia genética entre as duas
espécies e grande proximidade entre T. pseudomaculata e Triatoma
wygodzinsky, com subseqliente proposta de reestruturacdo do “complexo
maculata’ (Santos et al., 2003). Os estudos de cruzamentos entre em
triatomineos permitem a formulacao de hipdteses acerca da origem e divergéncia
de espécies e podem ajudar a entender a sistematica do grupo. O objetivo deste
trabalho é determinar o grau de isolamento reprodutivo entre T. maculata e T.
pseudomaculata, e caracterizar geneticamente as espécies e os hibridos obtidos
pelos cruzamentos interespecificos, permitindo o cotejamento de aspectos
genéticos com caracteristicas bioldgicas e comportamentais destes insetos. Os
nossos resultados mostram que T. maculata e T. pseudomaculata nao
apresentam diferencas quanto a reproducdo e sdo espécies que se cruzam
produzindo hibridos inférteis. Os resultados dos cruzamentos intra e
interespecificos, da morfologia, da morfometria geométrica e da analise de
RAPDs mostram T. maculata e T. pseudomaculata como espécies bem
diferenciadas. Os hibridos obtidos sao mais semelhantes morfologicamente a T.
maculata, entretanto, geneticamente estdo mais préximos a T. pseudomaculata.
T. wygodzinsky e os hibridos obtidos com estas espécies foram os que se
apresentaram mais distantes dos demais grupos estudados. Os resultados
indicam que independentemente de uma origem evolutiva comum entre essas
trés espécies, atualmente elas estdo bastante diferenciadas geneticamente e ndo
devem, portanto, constituir complexo entre elas.
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ABSTRACT

Carlota Josefovicz Belisario

Due to its great morphological similarities, Triatoma maculata and Triatoma
pseudomaculata, classified by Carcavallo et al. (2002) in the “maculata
complex”, were considered the same species until 1964 (Corréa e Espinola,
1964). These species are alopatric and, according to Schofield (1988), T.
maculata would be introduced in the brazilian Northeastern by migratory birds,
with subsequent speciation, forming the species T. pseudomaculata. Studies
using isoenzymes showed great genetic distance among these two species and
high affinity among T.pseudomaculata and Triatoma wygodzinsky, resulting in a
new proposal of “maculata complex re-organization (Santos et al, 2003).
Hybridization studies in Triatomines allow the formulation of hypothesis about
the origin and divergence of species and may help to understand the systematic
of the group. Therefore, the objective of this work was to determine the level of
reproductive isolation among T. maculata and T. pseudomaculata, and to
characterize genetically the species and hybrids obtained by the interspecific
cross breeding, allowing the comparison of genetic aspects with other biological
characteristics and behavior of these insects. T. maculata and T. pseudomaculata
did not present difference in relation to the reproduction (eggs laid, time for
eclosion and viability of the eggs) and are able to produce hybrids, but infertiles.
The results obtained with the intra and interspecific cross breeding,
morphological analysis, geometric morphometry and RAPDs showed T. maculata
and T. pseudomaculata as well differentiated species. The hybrids obtained are
morphologically more similar to T. maculata, but are genetically more close to T.
pseudomaculata. T.wygodzinsky and the hybrids obtained with these species
were the most distant from the other studied groups. Our results indicate that,
independent of the existence or not of a common evolutive origin among these
species at present they are already genetically well differentiated and would not
constitute a complex.
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1 — INTRODUCAO




Os triatomineos sdo insetos hematoéfagos, da ordem Hemiptera, familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae, que constitui um grupo de 136 espécies
dividido em seis tribos: Rhodniini Pinto, 1926, Triatomini Jeannel, 1919,
Cavernicolini Usinger, 1944, Bolboderini Usinger, 1944, Alberproseniini Martinez
& Carcavallo, 1997 e Linshcosteini Carcavallo, Jurberg, Lent, Noireau & Galvao,
2000 (Galvao et al., 2003; Foreiro et al., 2004).

A importancia epidemioldgica desse grupo esta na potencial capacidade de
todas as espécies transmitirem o agente etioldgico causador da doenca de
Chagas, o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), sendo a via
vetorial a forma mais importante de transmissdao. No inicio da década de 90,
estimava-se que haviam de 16 a 18 milhdOes de pessoas infectadas e 100 milhdes
sob risco de infeccdo, em 18 paises da América, do México a Argentina. Os
triatomineos encontram um habitat favoravel em frestas de paredes, telhados e
no peridomicilio de casas tipicas do meio rural e da periferia de cidades,
aproximando essas espécies do homem. Nesse contexto, a principal estratégia
de controle da doenca de Chagas é a eliminacdo dos vetores desses ecoétopos
(WHO, 2006).

Devido ao grau de adaptacdo ao ambiente doméstico e a antropofilia,
somente algumas sao vetores significativos da doenca de Chagas (Lent &
Wygodzinsky, 1979). A maioria dos estudos é concentrada nesses vetores de
maior importancia, entretanto, é necessario considerar as espécies silvestres que
podem colonizar ambientes domiciliares quando o vetor principal é eliminado
(Carcavallo, 1997a). Desta forma, Dias & Diotaiuti (1998) conceituam espécies
primarias ou secundarias de triatomineos, sendo as primeiras aquelas
especializadas em colonizar de maneira permanente as habitacdes humanas de
uma determinada regido, geralmente em altas densidades, com marcada
antropofilia e que apresentam significativas taxas de infeccao natural pelo T.
cruzi. As espécies secundarias sdao geralmente autéctones da regidao, capazes de
invadir e colonizar as casas em pequenas densidades. Na presenca de uma
espécie primaria ndo sdo capazes de colonizar o intradomicilio. As espécies
secundarias sdo autdctones e ubiquistas; em geral ocupam ecétopos naturais e
artificiais préoximos das casas, associados a reservatérios silvestres e
peridomiciliares, apresentando diferentes graus de antropofilia, podendo, em

algumas situagdes particulares, constituir grandes col6nias.



A origem evolutiva dos Triatominae permanece incerta. A primeira
hipétese foi sugerida por Usinger (1944) que propde origem monofilética para o
grupo. Lent & Wygodzinsky (1979) corroboram com essa idéia e, em sua célebre
revisdo taxondmica, descrevem trés autapomorfias para o grupo: o habito
hematofagico, presenca da conexdo membranosa entre o 2° e 3° segmentos do
rostro e auséncia de glandulas abdominais dorsais nas ninfas. Trabalhos atuais
ainda defendem a condicdo monofilética dos triatomineos (Perez et al., 1992;
Hypsa et al., 2002). Em 1988, Schofield, baseando-se em aspectos ecoldgicos e
biogeograficos, sugere pela primeira vez a origem polifilética do grupo. Outros
trabalhos subseqlientes corroboram com essa idéia (Schofield, 2000; Schofield &
Dolling, 1993; Gorla et al., 1997; Carcavallo et al., 1999; Schofield & Dujardin,
1999; Bargues et al., 2000). Entretanto, esses trabalhos baseiam-se em
diferencas moleculares e morfoldgicas entre Rhodniini e Triatomini que, segundo
Schaefer (2003), podem nao indicar origens distintas, mas somente uma
diferenciacao entre esses grupos. Hypsa et al. (2002), utilizando seqiiéncias de
DNA da regiao 16S sugere a monofilia para o grupo. Entretanto, Paula et al.
(2005) utilizando as mesmas seqliéncias utilizadas por Hypsa et al. (2002), mas
realizando a analise cladistica com um grupo externo diferente, demonstram pela
primeira vez a polifilia para o grupo. Esse fato demonstra que os resultados

dependem da metodologia utilizada.

A identificacdao taxondmica do grupo é essencial para estudos da biologia,
ecologia e comportamento do vetor, que sdo necessarios para definir o risco
epidemioldgico e a capacidade vetorial de um determinado taxon (Abad-Franch &
Monteiro, 2005).

Algumas espécies de triatomineos, devido as semelhancas morfoldgicas,
sao agrupadas em complexos especificos (Carcavallo et al., 2000). Lent &
Wygodzinsky (1979) incluem Triatoma maculata (Erichson, 1848) e Triatoma
pseudomaculata Corréa & Espinola, 1964 no complexo T. infestans juntamente
com Triatoma infestans (Klug, 1834), Triatoma arthurneivai Lent & Martins,
1940, Triatoma brasiliensis Neiva, 1911, Triatoma circummaculata Stal, 1859,
Triatoma costalimai Verano & Galvao, 1958, Triatoma delpontei Romana &
Abalos 1947, Triatoma guasayana Wygodzinsky & Abalos, 1949, Triatoma lenti
Sherlock & Serafim, 1967, Triatoma matogrossensis Leite & Barbosa, 1953,
Triatoma melanocephala Neiva & Pinto, 1923, Triatoma patagonica Del Ponte,
1929, Triatoma petrochiae Pinto & Barreto, 1925, Triatoma platensis Neiva,
1913, Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843), Triatoma sordida (Stal, 1859),

3



Triatoma tibiamaculata (Pinto, 1926), Triatoma vitticeps (Stal, 1859), Triatoma
williami Galvao, Souza & Lima, 1965, e Triatoma wygodzinskyi Lent, 1951.
Carcavallo et al., 2000 em uma nova revisao dos complexos de espécies de
triatomineos, consideram 11 complexos para o género Triatoma Laporte, 1832,
um deles é o ‘complexo T. maculata’, formado pelo T. maculata e T.

pseudomaculata.

Os complexos de espécies de triatomineos tém sido bastante discutidos na
literatura, devendo ser reavaliada a discriminacao das espécies envolvidas, a fim
de estabelecer limites mais precisos para estas. A biossistematica propde que os
estudos taxondmicos levem em consideracao a variabilidade natural das espécies
nas suas areas de ocorréncia, evitando que a mesma espécie seja descrita varias
vezes, necessitando, entretanto, que os limites intra e interespecificos sejam
definidos. Naturalmente os avancos dos estudos em genética auxiliam na

classificacdo de espécies.

T. maculata é considerada uma espécie secundaria, e o segundo
triatomineo mais capturado na Venezuela (Lent & Wygodzinsky, 1979).
Apresenta grande variedade de tamanho, intensidade de pigmento no padrdo de
cores (Lent & Wygodzinsky, 1979). Sua distribuicdo geografica inclui a Coldombia,
Guiana, Aruba, Bonaire, Curacao, Suriname, Venezuela (Carcavallo, 1997a; Lent
& Wygodzinsky, 1979), com excecdo da Tachira e Territério Delta Amacuro
(Carcavallo, 1997a). No Brasil, foi descrito no territério de Roraima (Espinola,
1985; Carcavallo, 1997a; Lent & Wygodzinsky, 1979).

T. maculata pode apresentar-se em ambiente doméstico, peridoméstico e
silvestre, sendo freqlientemente encontrada em galinheiros, currais, ninhos de
aves (Carcavallo, 1997a; Lent & Wygodzinsky, 1979; Torrealba et al., 1985),
covas de animais (Torrealba et al., 1985), chiqueiro (Lent & Wygodzinsky, 1979),
palmeiras, arvores secas e com ocos e pombais (Carcavallo, 1997). Tonn et al.
(1978) relatam a palmeira Scheelea sp. (hoje Attalea sp.) como habitat onde foi
capturado o maior nimero de T. maculata, e onde o triatomineo se encontrava

associado a R. prolixus, Rhodnius pictipes Stal, 1872 e R. robustus.

A importancia do T. maculata na transmissdo da doenca de Chagas,
principalmente na Venezuela, é bastante discutida por diversos autores (Espinola
et al., 1981). Como ja mencionado, Lent & Wygodzinsky (1979) o consideram o

segundo vetor da doenca de Chagas em importancia neste pais, constituindo



30% dos triatomineos capturados em domicilios (Torrealba et al., 1985). Diaz

(1966) considera essa espécie como de importancia secundaria.

Em estudo para determinagdo de fonte de alimentagdo, Tonn et al. (1978)
verificaram que os T. maculata capturados no ambiente silvestre e peridomiciliar,
sdao predominantemente ornitofilicos, caracteristica dessa espécie, e os
domésticos alimentam-se em homens. Este ultimo fato sugere a importancia
desse inseto na transmissao da doenca de Chagas, apesar da taxa de infecgao
observada em T. maculata, nesse mesmo estudo, ser de 6,0% para os individuos
capturados em ambiente silvestre, e negativa para os capturados no

peridomicilio e intradomicilio.

O T. pseudomaculata foi descrito por Corréa e Espinola (1964), estudando
espécimes identificadas como T. maculata, provindas de Roraima, Ceard, Paraiba
e Bahia. Foram observadas diferengas relativas as manchas do pronoto (Lucena,
1973) e proposta a criacdo de uma nova espécie, T. pseudomaculata, sendo o
tipo proveniente do Ceara (Espinola, 1964). O termo pseudomaculata foi
utilizado por considerarem o T. maculata a espécie original, tendo o Suriname

como localidade-tipo.

T. pseudomaculata é encontrado no Brasil nos Estados de Alagoas, Bahia,
Brasilia, Ceard, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte
(Lent & Wygodzinsky, 1979; Carcavallo, 1997) Distrito Federal (Lent &
Wygodzinsky, 1979), Sergipe, Mato Grosso do Sul (Carcavallo, 1997a) e
Maranhdo (Carcavallo, 1997a; Rebélo et al., 1998), sendo provavelmente o

Nordeste brasileiro o centro de dispersao dessa espécie (Freitas et al., 2005).

Devido ao seu habito predominantemente peridomiciliar e ornitofilo, T.
pseudomaculata ndo é considerado um vetor de importancia primaria (Silveira &
Rezende, 1994; Borges et al., 1999), sua presenca no intradomicilio esta de
acordo com o conceito de espécie secundaria de Dias & Diotaiuti (1998), sendo
minoritaria em relagdo a outras espécies intradomiciliares do nordeste do Brasil
(Lent & Wygodzinsky, 1979; Silveira & Rezende, 1994; Dias, 2002). Entretanto,
a freqlUéncia e a alta densidade de T. pseudomaculata no ambiente artificial
(peridomicilio) levaram Espinola (1985) a concluir que esta espécie apresenta
importancia epidemioldgica na transmissdo da doenca de Chagas. Embora haja
apenas dois relatos de encontro de col6nias intradomiciliares em altas
densidades deste inseto, uma no Ceard, em bairro de periferia de Sobral (Souza

et al., 1999), e outra em Minas Gerais no municipio de Berilo (Assis, 2006), Dias



et al. (2000) consideram que esta seja uma espécie em adaptacdo ao ambiente
artificial, que tem aumentado sua colonizacdo no peridomicilio e seu grau de

antropofilia.

Estudos realizados por Noireau et al (2001) e Santos et al. (2001) em uma
regido de caatinga, no municipio de Curaca, Bahia, confirmaram os ocos de
arvores como sendo habitats muito freqlentes da espécie, devido a alta
freqiiéncia com que o triatomineo é encontrado nesses ecétopos e com grande
percentual de ninfas. Fora estes relatos, a literatura registra apenas um encontro
do T. pseudomaculata no ambiente silvestre, relativo a captura de uma fémea no
Norte de Minas Gerais em um oco de uma arvore (Diotaiuti et al., 1993). No
Brasil, a espécie representa o terceiro triatomineo mais capturado pelas
atividades de controle da doenca de Chagas, apenas ultrapassado pelo T. sordida
e T. brasiliensis (Dias, 2002), podendo ser encontrado principalmente em

galinheiros, currais e estabulos (Carcavallo, 1997a).

Galvao (1973) descreve diferencas de caracteres cromaticos, de medidas e
de genitalia externa entre T. maculata e T. pseudomaculata. A primeira espécie
apresenta o colorido geral com areas claras mais extensas e em maior
quantidade em relagao ao T. pseudomaculata, esta nao apresenta manchas na
face dorsal da cabeca, o que é observado em T. maculata. O pronoto de
T.pseudomaculata possui 3+3 areas claras maiores e 1+1 areas claras menores,
em T. maculata sao observadas 4+4 areas claras maiores e 2+2 areas claras
menores. T. maculata apresenta o processo do escutelo mais longo que a base e
T. pseudomaculata do mesmo tamanho da base. Quanto as medidas do corpo,
T.maculata apresenta-as maiores com excecdo da regidao pds ocular e do
pescoco, que sdo iguais as atribuidas a T. pseudomaculata. A genitalia externa
de T. maculata possui o processo do endossoma melanico e T. pseudomaculata
apresenta-o claro (Galvao, 1973). Segundo Lent & Wygodzinsky (1979), T.
maculata e T. pseudomaculata sdo espécies que nao sao facilmente distinguiveis
por estruturas externas, mas podem ser diferenciadas seguramente pela analise

do processo endossomal lateral do falo.

T. maculata e T. pseudomaculata sdao espécies alopatricas. Segundo
Schofield (1988), T. maculata teria sido introduzida no Nordeste brasileiro por
aves migratorias, com subseqliente especiacdo, e formacdo da espécie T.
pseudomaculata. Entretanto, Santos (2003) com o objetivo de estudar a relagao

entre T. maculata, T. pseudomaculata e T. wygodzinskyi (erroneamente



identificado como T. arthurneivai na ocasiao dos estudos), e utilizando
isoenzimas como marcador genético, discorda da hipotese de que T. maculata e
T. pseudomaculata tenham uma mesma origem, propondo o fim do complexo 'T.
maculata’e o agrupamento de T. pseudomaculata e T. wygodzinskyi em um

novo complexo, o complexo 'T. wygodzinskyi .

De fato, T. wygodzinskyi € uma espécie bastante semelhante a T.
arthurneivai (Lent & Wygodzinsky, 1979) e a T. maculata (Lent, 1951), desta
Ultima espécie podendo ser diferenciado pela auséncia dos tubérculos discais e
laterais do pronoto; o apice do escutelo é menor; diferencas cromaticas,
principalmente no pronoto; e seus olhos sdao menos largos (Lent, 1951). Sua
distribuicdo geografica é o estado de Minas Gerais (Lent & Wygodzinsky, 1979;
Lent, 1951) e sua biologia ainda é desconhecida (Lent, 1951).

No trabalho de descricdo do T. pseudomaculata, Corréa e Espinola (1964)
referem-se a possibilidade de obtencdo de hibridos em acasalamentos com T.
maculata, e a inviabilidade dos ovos principalmente quando o cruzamento era no
sentido T. pseudomaculata macho T. maculata fémea. Mais tarde, com novos
cruzamentos, incluindo também T. pseudomaculata da Paraiba e de Minas
Gerais, Espinola (1974) confirma a validade do T. pseudomaculata como espécie,
e propde o reconhecimento de T. pseudomaculata pseudomaculata e T.

pseudomaculata minasensis como entidades subespecificas distintas.

Os estudos de hibridizacdo em triatomineos permitem a formulacdo de
hipoteses acerca da origem e divergéncia de espécies e podem ajudar a entender
a sistematica do grupo (Pérez et al., 2005). Segundo Usinger et al. (1966),
hibridizacgdes em laboratério podem avaliar quantitativamente a afinidade
taxon6mica e esta correlacionada com o grau de semelhancas morfoldgicas entre
as espécies. Diversos autores tém estudado experimentalmente hibridos entre
espécies de triatomineos (Carcavallo et al., 1997b), algumas delas sdo: Triatoma
picturata Usinger, 1939 e Triatoma pallidipennis (Stal, 1972); T. picturata e T.
pallidippennis; T. picturata e Triatoma mazzotti Usinger, 1941; Triatoma
phyllosoma (Burmeister, 1835) e T. pallidipennis (Mazzotti & Osoério, 1941,
1942); T. infestans e T. platensis; T. platensis e T. delpontei (Abalos, 1948);
“complexo protracta’ (Ryckman, 1962); T. maculata e T. pseudomaculata
(Corréa & Espinola, 1964); T. brasiliensis e T. petrocchae (Espinola, 1971); T.
infestans e T. pseudomaculata (Schreiber et al., 1974); R. prolixus e R.

neglectus (Carvalheiro & Barreto, 1976); T. infestans e T. rubrovaria (Blanch,



1833) (Franca-Rodriguez et al., 1979); (Zarate & Zarate, 1985); R. prolixus e R.
robustus (Galindez et al., 1994); T. infestans e T. platensis, T. platensis e T.
delpontei; T. infestans e T. rubrovaria; T. infestans e T. delpontei (Pérez et al,
2005). Carcavallo et al. (1997b) consideram que a possibilidade de obtencao de

hibridos entre essas varias espécies colocam em duavida alguns taxa.

O estudo de hibridos é intrigante considerando o conceito de espécie
proposto por Mayr et al. (1953): “Espécies sdao grupos de populagoes real ou
potencialmente intercruzantes que estdo isoladas reprodutivamente de outros
grupos”. Usinger et al. (1966) apds revisao de hibridizacbes entre espécies de
triatomineos reescreveram o conceito de espécie proposto por Mayr et al.
(1953): ‘“evidéncias de laboratéorio de infertiidade ou de barreiras de
esterilidades nao estao sempre correlacionadas com evidéncias morfoldgicas.
Barreiras ecoldgicas sdao mais importantes que as barreiras genéticas quando as

populacoes se sobrepdoem por causa da domiciliagao”.

Perlowagora-Szumlewicz et al. (1972, 1974, 1976) estudaram o grau de
isolamento reprodutivo entre triatomineos morfologicamente diferentes e
concluiram que a ocorréncia de cruzamentos reciprocos (macho de uma espécie
com fémea de outra e vice-versa) entre T. pseudomaculata e T. sordida
demonstra proximidade genética entre essas duas espécies, enquanto
cruzamentos unilaterais (ocorrem somente em um sentido, macho de uma
espécie e fémea da outra), como o de T. pseudomaculata com T. infestans e T.

brasiliensis, e R. neglectus com R. prolixus, demonstram relagdao mais distante.

Estudo citogenético da espermatogénese em hibridos do cruzamento entre
T. infestans e T. pseudomaculata demonstrou que os cromossomos homodlogos
das duas espécies parentais ndao pareiam, os espermatozdides dos hibridos
apresentam diferencas de forma e tamanho e a quantidade de DNA dos nucleos
dos hibridos tem um valor intermediario entre os valores dos pais (Schreiber et
al., 1974). Galvao (1978) caracterizou morfologicamente hibridos e suas
espécies parentais de diversas espécies vetoras da doenca de Chagas. Esse autor
acasalou T. pseudomaculata com T. sordida, T. infestans e T. brasiliensis e
verificou que os hibridos apresentaram dominancia parcial dos caracteres
somaticos e cromaticos de T. sordida, T. infestans e T. brasiliensis, concluindo
gue os caracteres dependem da espécie e nao do sexo. Em cruzamentos entre R.

prolixus e R. neglectus, a dominancia parcial de uma das espécies nao foi tao



evidente, sugerindo que os limites interespecificos entre estas ndo sao tao

definidos quanto os das espécies do género Triatoma (Galvao, 1978).

Varias técnicas vém sendo utilizadas com sucesso para o estudo
comparativo inter e intra-especifico de diferentes insetos, entre elas a morfologia

comparada, morfometria, isoenzimas e de biologia molecular.

A morfometria, estudo da variagdao de forma e sua covariagao com outras
varidveis (Bookstein, 1991), utiliza técnicas analiticas capazes de quantificar a
variacdo morfométrica e separar os componentes genético e ambiental da
caracteristica analisada (Jaramillo & Dujardin, 2006). A morfometria tradicional
estima distancias entre pontos anatémicos, ou seja, trabalha com medidas dos
organismos; a morfometria geométrica utiliza as coordenadas destes pontos
(Dujardin & Slice, 2006). Dessa forma, esta nova abordagem traz algumas
vantagens: permite uma quantificagdo precisa das diferencas de conformacgao e a
sua visualizacao em graficos de deformacao; através da obtencdo de variaveis de
conformacao e de tamanho separadamente, € possivel visualizar e testar a
alometria (Bookstein, 1991); é capaz de revelar todas as informacbes das
relacdes espaciais entre esses pontos (Gumiel et al., 2003). A morfometria
geométrica tem sido amplamente utilizada em estudos de triatomineos,
principalmente para estudos populacionais, mas também tem mostrado bons
resultados nas analises interespecificas. Matias et al. (2001) identificaram um
espécime de R. robustus na Bolivia comparando com outras espécies do género
através de morfometria geométrica das asas. Patterson et al. (2001) verificaram
alto grau de similaridade entre Triatoma rubrofasciata (De Geer, 1773) e outras
sete espécies de Triatoma do Novo Mundo através da morfometria geométrica da
cabeca, e sugeriram que estas espécies apresentam ancestralidade comum.
Villegas et al. (2002), diferenciaram R. prolixus de R. robustus, espécies muito

similares morfoldgica e geneticamente.

Algumas técnicas de Biologia Molecular vém sendo utilizadas na
caracterizacdo genética de triatomineos, que é de fundamental importancia para
auxiliar na tomada de decisdes sobre questdes sistematicas ao nivel especifico e
intraespecifico. O método de sequenciamento genético, produzido pela
amplificacdo enzimatica de fragmentos genb6micos utilizando sequéncias
arbitrarias de nucleotideos sob baixa estringéncia (RAPD- “Random Amplified
Polymorphic DNA"), é considerado extremamente apropriado para a realizagao

de mapas genéticos, diferenciacao especifica animal e vegetal, impressdes de



DNA, com grande utilidade nos estudos de genética de populacdes (Williams et
al., 1990). Esses fragmentos sdo amplificados a partir de iniciadores especificos,
mas aleatoriamente distribuidos por todo o genoma, apresentando ainda a
vantagem de automatizacdo do mapeamento, o que aumenta o poder de analises
genéticas de organismos que ndo apresentam amplo nimero de marcadores
fenotipicos. Apesar dessas vantagens, a RAPD-PCR pode apresentar problemas
na reprodutibilidade e interpretacao das bandas (Adad-Franch & Monteiro, 2005).
Hadrys et al. (1992) estudaram as aplicacdbes da RAPD na area da ecologia
molecular e concluiram que ela pode ser utilizada na determinacdo de
identidades taxonOmicas, calculos de graus de parentescos, analises de genomas
bem como pode ser aplicada também na presenca de pequenas quantidades de
DNA. Vanlerberghe-Masutti et al. (1994) usaram técnicas moleculares para
identificacdo e filogenia de sete espécies de vespas do género Trichograma e
verificaram que os RAPDs sdao marcadores confidveis no diagnostico de espécies
de relagOes filogenéticas. Esta técnica também tem sido utilizada com sucesso
em estudos com bactérias (Welsh et al., 1991a), trematddios (Dias Neto et al.,
1993), insetos (Ballinger-Crabtree et al., 1992), protozoarios (Tybayrenc et al.,
1993; Steindel et al., 1993) e mamiferos (Welsh et al., 1991b).

Utilizando a técnica de RAPD no estudo de triatomineos, Garcia et al.
(1998) compararam diferentes géneros, espécies e algumas populacbes deste
grupo, conseguindo a diferenciacao especifica de tais insetos, inclusive de
algumas consideradas morfologicamente similares (Rhodnius ecuadoriensis Lent
& Leon, 1958, Rhodnius pictipes Stal, 1872 e R. nasutus, e a confirmagdo da
afinidade entre as mesmas. Dujardin et al. (1998a), compararam populagdes de
R. prolixus da Colémbia e Honduras, com dados de RAPD e morfométricos, e
sugeriram que essa espécie foi introduzida no ambiente domiciliar da América
Central recentemente, sem qualquer ligacdao com o ambiente silvestre. Jaramillo
et al. (2001), utilizando essa técnica, verificaram que Rhodnius colombiensis
Mejia, Galvao & Jurberg, 1999 silvestres e R. prolixus capturados no
intradomicilio sao isolados reprodutivamente, e que a primeira espécie apresenta
maior variacdo genética em relacdao a outra. Populacdes de T. brasiliensis foram
separadas segundo seu ecotopo, silvestre, peridomicilio ou domicilio,
demonstrando, ainda, que o processo de domiciliacdo dessa espécie é decorrente
de processos multiplos de invasdo das casas por exemplares silvestres (Borges et

al., 2000; 2005). Barbosa et al. (2006), agruparam populagdes de Panstrongylus
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megistus (Burmeister, 1835) de diferentes d&reas geograficas com suas

respectivas origens biogeograficas.

O perfil eletroforético de isoenzimas de triatomineos (diferentes formas
moleculares de uma mesma enzima), apesar do baixo polimorfismo do grupo, é
amplamente utilizado em estudos intraespecificos destes insetos com varios
objetivos, como o de determinar fluxo génico, variabilidade e estruturacao
genética de populagdes. Em estudos taxonémicos, de identificacdo de espécies,
distincdo de espécies cripticas, isolamento reprodutivo entre espécies
simpatricas, entre outros (Adad-Franch & Monteiro, 2005). Por ser um marcador
co-dominante, também é adequada para o estudo de heterozigozidade (Hillis et
al., 1996), podendo ser utilizada para demonstrar a possibilidade de obtencao de
hibridos, naturais ou experimentais, se utilizadas enzimas que tenham loci
especificos para cada espécie estudada. As isoenzimas tém sido amplamente
utilizadas em estudos populacionais de T. infestans (Dujardin et al., 1987;
1998b; Garcia et al., 1995), T. brasiliensis (Costa et al., 1997; Borges et al.,
2000a), T. sordida (Noireau et al., 1999), R. prolixus e Rhodnius pallescens
Barber, 1932 (Lopez & Moreno, 1995), R. neglectus (Soares et al., 1999),
Psammolestes tertius Lent & Jurberg, 1965 (Soares et al., 2001), P. megistus
(Barbosa et al., 2003). As isoenzimas também sdo utilizadas na diferenciacao
especifica, principalmente quando as espécies apresentam dificil distingdo
morfoldgica ou pertencem a complexos de espécies (Harry et al., 1992; Lopes &
Moreno, 1995; Solano et al., 1996). Harry et al. (1992) diferenciaram R. pictipes
de R. prolixus e R. robustus, mas nao foi possivel a separacao dos dois ultimos
taxa, resultados que foram confirmados por Monteiro et al. (2002). Chavez et al.
(1999) agruparam espécies de Rhodnius de acordo com a area geogréafica
original e revelaram relagOes interespecificas diferentes do que sugeria a
morfologia. Dujardin et al. (1999b), em estudo de reconstrucdo filogenética do
grupo Rhodniini, observaram trés principais grupos de espécies dentro do género
Rhodnius. Panzera et al. (1997) confirmaram o status taxon6mico de T. sordida,
Triatoma guasayana Wygodzinsky & Abalos, 1949 e T. patagonica, que integram

o ‘complexo T. sordida".

Tendo em vista que os estudos de hibridizacdo em triatomineos permitem
a formulacdao de hipdteses acerca da origem e divergéncia de espécies e podem
ajudar a entender a sistematica do grupo, este estudo pretende colaborar com o
entendimento relacionado a capacidade de producdo de hibridos através da

determinacdao do grau de isolamento reprodutivo entre T. maculata e T.
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pseudomaculata, e da caracterizacdo morfoldgica e genética das espécies e dos
hibridos obtidos pelos cruzamentos entre essas espécies, permitindo o
cotejamento de aspectos genéticos com outras caracteristicas bioldgicas e

comportamentais destes insetos.

12



2 — OBJETIVOS
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2.1 - OBJETIVO GERAL:

Determinar a viabilidade do cruzamento entre T. maculata e T.

pseudomaculata e caracterizar morfoldgica e molecularmente os hibridos obtidos.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1- Analisar a biologia de T. maculata e T. pseudomaculata e de seus
cruzamentos interespecificos quanto:

e a0 numero de ovos postos diariamente;

e ao tempo de incubacao dos ovos;

e a porcentagem de ovos eclodidos.

2- Analisar a viabilidade do cruzamento entre T. maculata e T.
pseudomaculata através da:

o fertilidade dos ovos;

e viabilidade dos embrides;

e capacidade de retrocruzamento com as coldnias parentais;

e geracao de perfis hibridos de isoenzimas.

3- Caracterizar os hibridos de cruzamentos de T. maculata e T.
pseudomaculata de acordo com:

e morfologia qualitativa;

e morfometria geométrica;

e perfil de isoenzimas;

e perfil de RAPDs.

4- Analisar as relacdes taxondmicas entre T. maculata, T. pseudomaculata

e T. wygodzinskyi através das analises de morfometria geométrica e RAPDs.
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3 — MATERIAL E METODOS

15



3.1 - POPULAGOES

Os exemplares parentais da colonia de T. maculata foram obtidos pela
captura em palmeira inaja (Attalea maripa), no municipio de Mucajai, Roraima (N
2° 26’ 16,3" e W 61° 0,1’ 14,8"). Os de T. pseudomaculata foram capturados no
ambiente peridomiciliar de unidades domiciliares do municipio de Sobral, estado
do Ceara (S 3° 47’ 22" e W 40° 24’ 08"”), com a colaboracao da FUNASA. Os
exemplares de T. wygodzinskyi, provenientes de Sao Joao da Boa Vista, Sao
Paulo (S 21° 79’ 38” e W 46° 84’ 71"), foram cedidos pelo insetario do
Laboratério de Referéncia Nacional e Internacional em Triatomineos, do Instituto
Oswaldo Cruz. As col6nias foram instaladas no insetario do Centro de Pesquisas
René Rachou. As datas de inicio das col6nias foram: T. maculata, novembro de

2002; T. pseudomaculata, setembro de 2003; e T. wygodzinky, maio de 2003.

Os insetos foram mantidos em estufa B.O.D com temperatura de 27 + 1°C
com umidade relativa de 65 £ 5%, em frascos com fundo recoberto com folhas
de papel filtro, para a retencdao da umidade produzida pelas fezes e urina dos
insetos, e uma sanfona vertical de cartolina, com a finalidade de aumentar a
superficie interna do frasco, permitindo maior movimentacdo dos triatomineos e
facilitando a alimentacdo. As col6nias foram alimentadas semanalmente com

camundongos anestesiados com Tiopental.

Para a realizacdao dos experimentos, foram utilizados insetos procedentes
do campo, ou, no maximo, da primeira geracdo obtida em laboratério, exceto
para T. wygodzinskyi, que foram obtidos na segunda geracdao. Para a

caracterizacdo dos hibridos obtidos foram utilizados insetos da primeira geragao.
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3.2 - CRUZAMENTOS INTRAESPECIFICOS E INTERESPECIFICOS

Para a realizacdo dos cruzamentos interespecificos e intraespecificos foram
constituidos 10 casais de triatomineos para cada grupo: (1) fémea de T.
pseudomaculata e macho de T. maculata, (2) fémea de T. maculata e macho de
T. pseudomaculata, (3) fémea e macho de T. pseudomaculata, (4) fémea e

macho de T. maculata, sendo os grupos 3 e 4 considerados controle.

Os insetos foram sexados ainda no quinto estadio e machos e fémeas
mantidos isoladamente, com alimentacdo semanal em camundongos suicos
anestesiados. Os casais foram constituidos, no maximo, trés dias apdés a muda
imaginal, mantidos um por frasco, e cada fémea foi acompanhada diariamente
em relacdo a postura e viabilidade dos ovos. Os hibridos foram mantidos para

obtencao de insetos adultos para a posterior caracterizagao.

Durante o desenvolvimento desse trabalho, foi apresentada a dissertagao
de Santos (2003), onde ela observou uma maior relacao entre T.
pseudomaculata com T. wygodzinskyi do que em relacdo a T. maculata.
Iniciamos entdo a constituicao de casais de T. wygodzinskyi com T. maculata e T.
pseudomaculata em ambos o0s sentidos de cruzamento dos quais foram obtidos
hibridos. Entretanto, os resultados sdo preliminares, ndo sendo mostrados nesse
trabalho, e ndo houve tempo de proceder todas as anadlises. T. wygodzinskyi foi
utilizado na anadlise de morfometria geométrica e de RAPDs, os hibridos sé
puderam ser utilizados na analise de RAPDs. Os casais e a prole foram mantidos

com o mesmo protocolo descrito acima.

Com os dados obtidos das observacdoes diarias foi realizada analise
estatistica paramétrica (ANOVA) ou nao paramétrica (Kruskal Wallis),
dependendo das caracteristicas dos dados, pelo programa Graph Pad Prism

version 3.00, e construidas tabelas.

Para analisar a fertilidade dos hibridos foram montados alguns grupos de

retrocruzamento (tabela 3.1).
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Tabela 3.1 - Grupos de retrocruzamentos montados com os hibridos obtidos do

cruzamento entre T. maculata e T. pseudomaculata e suas espécies parentais.

Macho Fémea

Hibridos do cruzamento entre T. maculata

T. maculata macho e

T. maculata Hibridos do cruzamento entre
T. maculata macho e
Hibridos do cruzamento entre

T. maculata T. pseudomaculata macho e
T. maculata fémea

Hibridos machos e fémeas que ndo foram utilizados para a obtencao de
material para as analises foram mantidos juntos para a observagdo de
cruzamento entre eles. Os grupos foram observados semanalmente quanto a
presenca de ovos e de espermateca, para a verificagdo da ocorréncia de

cruzamento.
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3.3 — MORFOLOGIA

Para este estudo foram utilizados 30 insetos (15 machos e 15 fémeas) de
cada espécie e dos hibridos obtidos. As caracteristicas morfoldgicas analisadas
foram: (1) altura e (2) coloragdao da cabega; (3) tamanho dos olhos; (4)
manchas na pleura; (5) tamanho dos pélos do primeiro segmento do rostro; (6)

tubérculos e (7) manchas do pronoto; e (8) forma do angulo antero-lateral.

Para a anadlise computacional entre os grupos, foi construida uma matriz
de presenca/auséncia de caracteres morfoldégicos e gerado um fenograma. A
analise foi realizada pelo programa NTSYs (Rohlf, 1998) utilizando-se o
coeficiente de associacdo de Dice (Dice, 1945), que mede as coincidéncias e as
diferencas dos estados dos caracteres entre as OTUs (Unidades TaxonOmicas
Operacionais). Posteriormente foi construido um fenograma com UPGMA (Método
de Agrupamento aos Pares Utilizando Médias Aritméticas) (Sneath & Sokal,
1962; 1973).
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3.4 - MORFOMETRIA GEOMETRICA

Para este estudo foram utilizadas as duas asas de dez exemplares (cinco
machos e cinco fémeas) de T. maculata, T. pseudomaculata, T. wygodzinskyi e
dos dois grupos de hibridos obtidos nos cruzamentos entre T. maculata e T.

pseudomaculata.

As fotos das asas foram tiradas com maquina fotografica digital em lupa

com aumento de 80x.

Foram utilizados nove pontos de referéncia (figura 3.1) na parte
membranosa do hemiélitro. As coordenadas dos pontos de referéncia foram

digitalizadas utilizando o programa COO, versao 36 (Dujardin, 2006).

Figura 3.1 - Vista dorsal da asa direita de T. maculata. Circulos e nimeros associados

indicam os pontos de referéncia utilizados.

Para a comparagao dos tamanhos das asas entre os grupos, foi utilizado o
tamanho centréide derivado das coordenadas (MOG, versao 75, Dujardin, 2006).
O tamanho centrdide é um estimador isométrico que representa o ponto central
do poligono formado pelas coordenadas de cada individuo. Uma andlise
estatistica (ANOVA) foi realizada para verificar diferenca entre o tamanho
centrdide dos individuos de cada grupo (STATISTICA).

A Andlise Generalizada de Procrustes, responsavel pelo reposicionamento,
reescala e reorientacao dos pontos de referéncia também foi realizada com o

programa MOG, versao 75 (Dujardin, 2006).

A Andlise dos Componentes Principais para a remogao da alometria comum
aos grupos foi realizada no programa COV, versao 35 (Dujardin, 2006), com esta

andlise foi também obtida as distancias Euclidianas entre os grupos. Utilizando
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estas distancias foi verificado se o residuo alométrico é igual para todos os

grupos (MANCOVA) e obtida uma arvore com UPGMA dos grupos estudados.

Utilizando o programa PAD, versao 82 (Dujardin, 2006) foi realizada a
Anadlise Discriminante, obtidas as distdncias de Mahalanobis das variaveis de
conformacdo, a significAncia entre estas distancias (permutacdo) e construida
uma arvore com UPGMA. Para verificar a significancia do residuo alométrico na
discriminacdo dos grupos, foi realizado um teste de regressdo linear multipla

entre os valores dos fatores canonicos e o tamanho centroide.

Os programas utilizados para as analises de morfometria geométrica estdo

disponiveis em http://www.mpl.ird.fr/morphometrics.
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3.5 - EXTRACAO DE DNA

Realizada a partir de uma pata de cada inseto adulto ou de quinto estadio,
conservadas em freezer -70°C, utilizando o Kit de Extracdo de DNA Genbmico

Wizard (Promega), segundo protocolo no anexo 1.

A pureza e concentracao do DNA foi estimada por leitura em
espectrofotometro (GeneQuant, Amersham Pharmacia Biotech) a 260 e 280nm a
partir de 25 ul da solucao de DNA adicionado de 25 pl da solugao de hidratacao
de DNA (Promega).
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3.6 — POLIMORFISMOS DE DNA AMPLIFICADOS ALEATORIAMENTE (RAPD)

Um estudo inicial com parentais de seis casais de cada cruzamento entre
T. maculata e T. pseudomaculata (total de 12 casais, 24 individuos) e com doze
descendentes de cada casal (seis machos e seis fémeas) foi realizado para
verificar a ocorréncia de variabilidade genética dentro dos grupos e possivel

diferenciacao sexual.

Para a anadlise e obtencdo do fenograma foram utilizadas amostras
tomadas aleatoriamente de dois exemplares T. maculata (um macho e uma
fémea), dois T. pseudomaculata (um macho e uma fémea), dois T. wygodzinskyi
(um macho e uma fémea), dois descendentes (um macho e uma fémea) de cada
casal formado por T. maculata e T. pseudomaculata (total de 12 hibridos de cada
cruzamento), um hibrido do cruzamento entre T. maculata macho e T.
wygodzinskyi fémea, dois hibridos do cruzamento entre T. wygodzinskyi macho e
T. maculata fémea, dois hibridos do cruzamento entre T. pseudomaculata macho
e T. wygodzinskyi fémea, dois hibridos do cruzamento entre T. wygodzinskyi

macho e T. pseudomaculata fémea, e um R. prolixus como grupo externo.

A técnica de RAPD-PCR foi realizada segundo Borges et al. (2000). Foram
utilizados quatro iniciadores: 3302 (5 CTGATGCTAC 3 "), 3303 (5 TCACGATGCA
37), 3304 (5 'AGCATCTGTT 3") e 3307 (5 AGTGCTACGT 3") sintetizados pelo
laboratério quimico GIBCO BRL. Esses iniciadores foram selecionados a partir de
trabalhos anteriores com T. brasiliensis (Borges et al., 2000b), T.
pseudomaculata (Nunes, 2004) e P. megistus (Barbosa et al., 2006), por
apresentarem perfis multivariados, com boa definicado e maior poder de

diferenciagao.

Para a amplificacdo do DNA foi utilizado o Kit Tag DNA Polymerase em
tampado de estoque B (Promega, Madison, WI). Para cada 10 pl de reagao foram
utilizados: 1 ul de tampdo de reacédo livre de cloreto de magnésio (MgCl,) (20mM
Tris-HCI, 100mM KCI, 1,0mM EDTA, 1nM DDT, 50% glicerol, 0,5% Tween ® 20,
0,5% Nonidet®-P40); 0,6ul MgCl, 25mM; 1 pyl de dNTP com 200uM de cada
nucleotideo (Promega, Madison, WI); 1 pl de iniciador 12,5pmol, 0,2 ul de Taq
DNA polimerase 5u/ul; 1 pl de DNA; agua q.s.p. 10 pl.

A amplificacdo enzimatica foi realizada em termociclador MJR Research
PTC 100, com o seguinte ciclo: desnaturacao inicial a 94°C por trés minutos; trés
ciclos com anelamento a 30°C por dois minutos, extensao a 72°C por um

minuto, desnaturacao a 95°C por 30 segundos; 34 ciclos com anelamento a 40°C
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por dois minutos, extensao a 72°C por um minuto, desnaturagao a 95°C por 30
segundos; anelamento final a 40°C por um minuto; e extensao final a 72°C por

cinco minutos.

Para a analise inicial, os produtos de amplificacdo foram visualizados por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% (anexo 2a) em sistema mini-gel
(BioRad) e para a andlise entre grupos, em gel de poliacrilamida 6% com 45
canaletas (anexo 2b), ambos corado por prata (anexo 2c). Em cada canaleta
foram aplicados 3pl (mini-gel) e 6ul (40 canaletas) da reacdao amplificada

acrescida de igual volume de tampao de amostra concentrado duas vezes.

O tampao de corrida foi o TBE 1x (anexo 2c) e o tempo de corrida foi de
aproximadamente 1 hora e 40 minutos a 120 volts (aproximadamente
30mA/gel). Como padrao de tamanho de bandas foi utilizado fragmentos de ®X
174RF DNA/Hae 111 (Gibco).

Algumas medidas preventivas foram tomadas para a obtencao de uma
amplificacao livre de produtos inespecificos: separagao fisica entre o ambientes
para preparo das reacdes de PCR e o de tratamento de produtos amplificados;
adocdo de multiplos controles negativos; mistura prévia dos componentes da
reacdo em um “mix”, diminuindo o niumero de manipulagdes nos tubos da
reacdao; submissao dos tubos, ponteiras, pipetas e aliquotas dos componentes de
reacdo a radiacdo ultravioleta por 20 minutos antes de sua utilizacdo; limpeza
rigorosa do local de preparo com hipoclorito e alcool 70%; utilizacdo do mesmo
termociclador a fim de evitar as pequenas variagdes que podem ocorrer entre

uma maquina e outra.

A verificagdo da ocorréncia da variabilidade genética, presenca e auséncia
de bandas de cada grupo foi feita apenas por inspecao visual. Para a analise
entre os grupos, foi feita uma matriz taxon/caracter a partir da analise dos perfis
individuais. Para essa matriz, cada banda foi tratada como um caracter, sua
presenca ou auséncia foi codificada como 1 ou 0, respectivamente. A matriz foi
submetida a andlise computacional através do programa NTSYs-pc (versdo 2.0),
utilizando o coeficiente de associacdao de Dice (Dice, 1945) e posteriormente
construido um fenograma com UPGMA (Sneath & Sokal, 1962, 1973). Para a
andlise foram selecionadas bandas bem definidas com féacil distincdo a fim de

evitar erros de interpretagao dos perfis.

Os marcadores genéticos RAPDs foram analisados assumindo-se os

seguintes pressupostos: os alelos RAPDs segregam em proporgoes Mendelianas;
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as bandas de mesmo tamanho sdo homdlogas; os diferentes loci segregam
independentemente; e as populacdes analisadas se encontram em equilibrio de
Hardy-Weinberg (Apostol et al., 1996).

Para avaliar a diferenciacdo genética entre os grupos, foram calculadas a
identidade genética e distancia genética entre eles (Nei, 1972) (programa
PopGene versao 1.32). A distancia de Nei (1972) é uma medida robusta de
distancia genética que leva em conta os loci polimdrficos e monomoérficos e
estima o numero de coddons diferentes por locus entre os grupos (Nei &
Roychoundhury, 1974). Essa estatistica pressupde uma medida de identidade
genética, “expressa pela probabilidade de que dado alelo de um loco, tomado ao
acaso em duas diferentes populacbes, seja idéntico em relacdo a probabilidade
de que os dois alelos do mesmo loco, tomados também ao acaso em cada

populagao, sejam também idénticos” (Dias, 1998).

Com os valores das distancias genéticas, foi construido um dendograma
UPGMA através do programa Mega v. 2.1 (Kumar et al., 2004) para visualizar as

relagdes entre os grupos estudados.
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3.7 — ISOENZIMAS

Foram estudadas sete enzimas: MDH, GPI, 6PGD, ICD, a-GPD, PEP-2 e
PGM (anexo 4).

Para este estudo foram utilizados seis casais interespecificos com dois
descendentes de cada cruzamento, T. maculata macho com T. pseudomaculata
fémea e T. pseudomaculata macho e T. maculata fémea. Totalizando 12 insetos
(06 machos e 06 fémeas) de cada espécie e dos hibridos obtidos em cada

cruzamento.

As enzimas foram obtidas a partir do musculo alar extraido através de um
corte na regidao pronotal como auxilio de tesoura e pinga. O material extraido foi
macerado com pistilo em 100 pl de estabilizador enzimatico (ditiotreiol 2mM,
acido aminocapréico 2mM e EDTA 2mM) (Dujardin & Tibayrenc, 1985) e
centrifugado a 14.000 rpm a 4°C. O sobrenadante, extrato enzimatico, foi
congelado e mantido em nitrogénio liquido (-196°C) em forma de pérolas com
aproximadamente 10 ul cada. A partir de uma pérola de cada amostra, foram

realizadas eletroforeses em gel de amido (Starch hydrolysed, Sigma).

A eletroforese foi realizada a 4°C segundo Romanha (1982) e Dujardin &
Tibayrenc (1985). Os tampdes de reacdo, solucdes de revelagao, voltagens e
tempo de corrida sao especificos para cada enzima e estdao mostrados no anexo

3. Os resultados foram desenhados e fotografados.
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4 — RESULTADOS
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4.1 - CRUZAMENTOS INTERESPECIFICOS

Nenhum dos parametros analisados foi significativamente diferente para
0os cruzamentos especificos, T. maculata com T. maculata e T. pseudomaculata

com T. pseudomaculata (tabela 4.1).

Os cruzamentos com fémea de T. maculata apresentaram menor numero
de ovos postos (tabela 4.1A) e maior tempo de desenvolvimento dos embrides
(tabela 4.1B) que o cruzamento controle de T. pseudomaculata; ja os ovos dos
cruzamentos com macho de T. maculata tiveram menor tempo para eclosao em
relacdo ao cruzamento controle de T. pseudomaculata (tabela 4.1B). O
percentual de ovos eclodidos foi significativamente diferente apenas para aqueles
dos casais de T. maculata macho e T. pseudomaculata fémea (tabela 4.1C) em
relacdao ao cruzamento controle de T. maculata. Observou-se nesse grupo um

casal cujos ovos nao eclodiram.
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Tabela 4.1 - Tabelas construidas com dados das observacgdes didrias dos cruzamentos
com os quatro grupos: T. maculata macho com T. maculata fémea (TmJdx Tm@), T.
pseudomaculata macho com T. pseudomaculata fémea (Tpd x Tp?), T. maculata macho
com T. pseudomaculata fémea (TmJd x Tp®), T. pseudomaculata macho e T. maculata
fémea (Tpd x TmQ). Os valores sdo referentes a média e o desvio padrao de cada
observacdo. A parte inferior das tabelas refere-se as analise estatistica realizada.

A - Média do niumero de ovos postos
TmMdx TmQ Tpd x Tp? Tmd x Tp? Tpd x TmMQ

1°semana 12,6 £ 4,3 16,1 +4,5 12,4 +4,2 12,4 £ 4,6
2°semana 99+6,0 14,4 +4,5 9,5+5,3 8,6 £ 3,0
total 22,5+8,1 30,5+8,2 21,5+7,8 21 £ 5,9
Tmdx TmQ ns ns ns
Tpd x Tp? ns S
Tmd x Tp? ns
Tpd x TmMQ

ns- diferenca nao significativa, p > 0,05
S - diferenca significativa, p < 0,05.
Teste estatistico: ANOVA

B - Média do tempo de eclosao
Tmdx TmQ Tpd x Tp? Tmd x Tp? Tpd x TmMQ
18,1+0,3 172+0,4 166+0,5 19,9+0,4

Tmdx TmQ ns ns ns
Tpd x Tp? S S
Tmd x Tp? ns
Tpd x TmMQ

ns- diferenca ndo significativa, p > 0,05
S - diferenga significativa, p < 0,05.
Teste estatistico: ANOVA

C - Sucesso - porcentagem de ovos eclodidos
Tmdx TmQ Tpd x Tp? Tmd x Tp? Tpd x TmMQ

96 89 72 90
Tmdx TmQ ns S ns
Tpd x Tp? ns ns
Tmd x Tp? ns

Tpd x TmMQ

ns- diferenca ndo significativa, p > 0,05
S - diferenca significativa, p < 0,05.
Teste estatistico: Kruskal-Wallis

Foi observada a presenca de espermateca nos frascos dos casais montados
para a constatacdao da ocorréncia de acasalamento entre os hibridos e deles com
as espécies parentais (retrocruzamento). Esse fato demonstra que houve

cruzamento, entretanto, os ovos postos eram inférteis.
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4.2 — MORFOLOGIA

Os caracteres analisados e o numero de individuos que apresentaram cada

condigdo por grupo estao descritos na tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Tabela demonstrando os caracteres observados na analise morfoldgica e
suas condicoes.

caracter estado do caracter ™ TP ™Tmd x TpR  Tpd x TmQ
mancha laranja 30 0 28 30
% Inteiramente preta 0 30 2 0
§ muito alta posteriormente 12 5 13 14
menos alta posteriormente 18 25 17 16
§ grandes 30 28 30 30
© | menores 0 2 0 0
§ metapleura 0 0 21 20
(%;- mesopleura 0 0 4 0
c
@ propleura 0 14 4 0
g mesopleura e propleura 30 0 22 30
£ ausente 0 16 0 0
% 3° segmento com muitos pélos longos 30 0 30 30
= 3° segmento com muitos pélos menores 0 30 0 0
presenca de tubérculo discal 30 30 30 30
Je) presenca de tubérculo lateral 30 30 30 30
g presenca de tubérculo sub-lateral 30 24 30 30
. manchas 3+3 30 1 20 23
manchas2+2 0 29 9 7
%g ;_!; com presenga de curva 30 0 11 22
T & sem presencga de curva 0 30 19 8
TM - T. maculata; TP - T. pseudomaculata; - Hibrido do cruzamento T. maculata

macho x T. pseudomaculata fémea; Tpd x TmQ - Hibrido do cruzamento T.
pseudomaculata macho x T. maculata fémea. Foram analisados um total de 30

individuos em cada grupo.

A coloracdo da cabeca, o tamanho dos pélos do 3° segmento do rostro e a
forma do angulo antero-lateral foram caracteristicas espécie especificas, sendo
que entre os exemplares de hibridos analisados foram observadas as duas

condicdes, exceto para o tamanho dos pélos do 32 do rostro, que todos se

30



apresentaram com pélos longos, assim como T. maculata. A figura 4.1 mostra T.
maculata, T. pseudomaculata e hibridos produzidos pelo cruzamento entre as

duas espécies.

T. maculata T. pseudomaculata

Hibrido fémea do cruzamento Hibrido fémea do cruzamento
entre T. maculata macho e entre T. pseudomaculata macho
T. pseudomaculata fémea e T. maculata fémea

Figura 4.1 - T. maculata, T. pseudomaculata e hibrido produzidos pelo cruzamento entre
as duas espécies.
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O fenograma obtido a partir dos caracteres morfoldégicos observados
(figura 4.2) mostra claramente a formacao de dois grupos principais. O primeiro
representado por todos os individuos da espécie T. pseudomaculata, € o segundo
grupo formado por T. maculata e todos os hibridos. Mostrando que considerando
os caracteres morfoldgicos, os hibridos do cruzamento de T. maculata com T.

pseudomaculata estdao mais préximos de T. maculata.
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Figura 4.2 - Fenograma construido a partir da matriz de presenca e auséncia de
caracteres obtidos pela analise morfoldgica utilizando o coeficiente de associacdao de Dice
e UPGMA. A linha vertical representa a linha de fenon.



4.3 - MORFOMETRIA GEOMETRICA

A andlise do tamanho centréide (figura 4.3) nao discrimina as trés
espécies. A analise estatistica realizada demonstra que as asas dos hibridos sao

significativamente maiores que as dos parentais (P<0,005, baseado no teste de
ANOVA).

Tw | I } {
| | 1 i I I 1
Tp F I - !
| | 111 I 1T i [
Tm B - : : |
I 1 N Nl In i | n
TmJd x Tp? } !
11 o0 ey revenn i
Tpd x Tm@Q } !
| I 1T Emum i ni

| | | | | | | | |
Jo5.44 39952 41360 42769 44177 45585 46994 45402 49310

L I ]

L] 1
Mirinium Median M asamum
P 25% P 75%

Figura 4.3 - Variacdo do tamanho centrdide entre os grupos: Tw - T. wygodzinskyi; Tp
- T. pseudomaculata; Tm - T. maculata; TmdJ x Tp? - hibridos do cruzamento entre T.
maculata macho e T. pseudomaculata fémea; TpJd x Tm@Q - hibridos do cruzamento entre
T. pseudomaculata macho e T. maculata fémea. Cada trago azul representa uma asa.

A regressdao multipla de varidveis de conformacao e tamanho isométrico
revelou residuo alométrico significante nas variaveis de conformacdo (P<0,005).
Através do teste multivariado de significancia do residuo alométrico pdde-se
verificar que a sua contribuicdo ndo é igual nos diferentes grupos (P=0,007), ndo
podendo ser aceita a premissa de "Common Slope”, onde todos os grupos sofrem
a mesa influéncia da alometria. A arvore UPGMA para relagao entre os grupos foi

obtida somente das distancias Euclidianas das variaveis de conformacao.

A arvore de UPGMA das distancias Euclidianas das varidveis de
conformacdo discrimina os dois grupos hibridos, porém, eles sdo o0s mais
proximos, e a espécie mais semelhantes é T. pseudomaculata. O grupo formado

por T. wygodzinskyi foi 0 mais distante dos demais (figura 4.4).
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Figura 4.4 - Arvore UPGMA de distancias Euclidianas de varidveis de conformacdo
derivadas da analise de componentes principais comuns. (1 e TmJ x Tp?Q- hibridos do
cruzamento entre T. maculata macho e T. pseudomaculata fémea; 2 e Tpd x TmSQ-
hibridos do cruzamento entre T. pseudomaculata macho e T. maculata fémea; 3 e Tm -

T. maculata; 4 e Tp - T. pseudomaculata, 5 e Tw - T. wygodzinskyi).

A primeira variadvel canbnica (CV1) derivada da andlise discriminante das
variaveis de conformacao contribuiu com 69% da variacdo total e separou
claramente T. wygodzinskyi dos demais grupos. A segunda varidvel canodnica
(CV2) contribuiu com 24% da variacdo total, separando as duas espécies. Os
dois grupos de hibridos apresentam conformacdao semelhante entre si e

intermediaria as dos parentais (figura 4.5).
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Figura 4.5 - Mapa fatorial mostrando variagao de conformagdo de T. wygodzinskyi, T.
maculata, T. pseudomaculata e da prole entre as duas Ultimas espécies. CV1 e CV2 sdo o
primeiro e o segundo fator candnico derivados da analise discriminante da variagdo total
de conformacdo. Tp - T. pseudomaculata; Tm - T. maculata; Tw - T. wygodzinskyi;
Tmd x Tp? - hibridos do cruzamento entre T. maculata macho e T. pseudomaculata
fémea; TpS x TmQ - hibridos do cruzamento entre T. pseudomaculata macho e T.

maculata fémea.

Uma andlise de regressao entre CV1 e tamanho isométrico mostrou que o
tamanho ndo interfere nas varidveis de conformacdao (P= 0, 078), sendo,

portanto, uma discriminagao livre de alometria.

A arvore UPGMA obtida a partir das distédncias de Mahalanobis de variaveis
de conformacado derivadas da analise discriminante (figura 4.6), assim como a
arvore UPGMA das distancias Euclidianas (figura 4.4), discrimina todos os grupos
e coloca os hibridos mais proximos a T. pseudomaculata. T. wygodzinskyi se
apresentou novamente como a espécie mais diferenciada. A permutacdao multipla
das distancias de Mahalanobis demonstrou que as distancias entre todos os

grupos sao significativas (P<0,005).
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Figura 4.6 - Arvore UPGMA obtida a partir das distancias de Mahalanobis de variaveis de

conformacdo derivadas da analise discriminante. 1 e Tmd x Tp® -

hibridos do

cruzamento entre T. maculata macho e T. pseudomaculata fémea; 2 e Tpd x TmQ -

hibridos do cruzamento entre T. pseudomaculata macho e T. maculata fémea; 3 e Tm -

T. maculata; 4 e Tp — T. pseudomaculata; 5 e Tw - T. wygodzinskyi.
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4.4 — POLIMORFISMO DE DNA AMPLIFICADO ALEATORIAMENTE (RAPD)

A andlise dos perfis de RAPD para verificagdo da ocorréncia da
variabilidade genética intragrupos mostrou que os grupos sao muito homogéneos
e que ndo ha diferenciacdo entre os sexos. As figuras 4.6 A-D mostram exemplos
de perfis de RAPD de T. maculata, T. pseudomaculata e de seus hibridos dos

diferentes sexos.

O controle negativo, sem adicdo de DNA, das reagdes mostrou-se sem a
presenca de bandas (figura 4.7).

Q d o 3

Figura 4.7 - Perfis de RAPDs visualizados em géis de poliacrilamida 8% corado por
prata. A - amostras de hibridos do cruzamento entre T. pseudomaculata macho e T.
maculata fémea amplificados com o iniciador 3302; B - amostras de hibridos do
cruzamento entre T. maculata macho e T. pseudomaculata fémea amplificados com o
iniciador 3303; C — amostras de T. pseudomaculata amplificadas com o iniciador 3304; D
- amostras de T. maculata amplificadas com o iniciador 3307. O controle negativo foi

aplicado na ultima canaleta de cada gel.
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Para a andlise da variabilidade dos perfis de RAPD entre os grupos
utilizamos géis de 45 canaletas. Para a obtencdao dos dados da matriz de
similaridade foram consideradas 110 bandas, geradas pelos quatro iniciadores

com tamanhos que variam entre 200 e 880 pares de bases.
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Figura 4.8 - Perfis de RAPD gerados pelo iniciador 3302 visualizados em gel de
poliacrilamida 6%, corado pela prata. Canaletas 1 e 2: padrao de peso molecular (PM);
3: T. maculata macho (TmM); 4: T. maculata fémea (TmF); 5: T. pseudomaculata
macho (TpM); 6: T. pseudomaculata fémea (TpF); 7: mistura das amostras amplificadas
de T. maculata e T. pseudomaculata; 8-13: hibridos fémeas do cruzamento entre TmM e
TpF; 14-19: hibridos machos do cruzamento entre TmM e TpF; 20 - 22: hibridos fémeas
do cruzamento entre TpM e TmF; 23: PM; 24 - 26: hibridos fémeas do cruzamento entre
TpM e TmF; 27 - 32: hibridos machos do cruzamento entre TpM e TmF; 33: T.
wygodzinskyi macho (TwM); 34: T. wygodzinskyi fémea (TwF); 35: hibrido do
cruzamento entre TwM e TmF; 36 e 37: hibridos do cruzamento entre TmM e TwF; 38 e
39: hibridos do cruzamento entre TwM e TpF; 40 e 41: hibridos do cruzamento entre
TpM e TwF; 42: R. prolixus; 43: PM. Os valores a direta do gel indicam o numero de
pares de bases (pb) do padrao de peso molecular (PM).

O fenograma obtido a partir da analise de bandas (figura 4.9) mostra a
formacdao de dois grupos principais. Um formado por T. maculata, T.
pseudomaculata e os seus hibridos, outro por T. wygodzinskyi e os seus hibridos
com T. pseudomaculata e T. maculata. Como esperado, R. prolixus se constitui

um perfil extremo de referéncia.

O fenograma obtido a partir do coeficiente de associacao de Dice da

andlise de RAPDs (figura 4.9) mostra os hibridos de T. pseudomaculata e T.
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maculata mais proximos a T. pseudomaculata e T. maculata distante deste
grupo. N3do ha distincdo de agrupamento entre hibridos do cruzamento entre T.
maculata macho e T. pseudomaculata fémea e hibridos do cruzamento entre T.
pseudomaculata macho e T. maculata fémea. T. wygodzinskyi € a espécie mais
distante das outras duas. Os hibridos de T. wygodzinskyi com T. pseudomaculata
e T. maculata formam subgrupos distintos, de acordo com a espécie que T.

wygodzinskyi foi cruzada.
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Figura 4.9 - Fenograma construido a partir da matriz de presenca e auséncia de
caracteres obtidos pela analise de RAPDs utilizando o coeficiente de associagcado de Dice e
UPGMA. A linha vertical representa a linha de fenon; TmM - T. maculata macho; TmF -
T. maculata fémea; TpM - T. pseudomaculata macho; TpF - T. pseudomaculata fémea;
Ha - hibridos do cruzamento entre T. maculata macho e T. pseudomaculata fémea; Hb -
hibridos do cruzamento entre T. pseudomaculata macho e T. maculata fémea; TwM - T.
wygodzinskyi macho; Tw - T. wygodzinskyi fémea; Hc - hibrido do cruzamento entre T.
wygodzinskyi macho e T. maculata fémea; Hd - hibridos do cruzamento entre T.
maculata macho e T. wygodzinskyi fémea; He - hibridos do cruzamento entre T.
pseudomaculata macho e T. wygodzinskyi fémea; Hf - hibridos do cruzamento entre T.

wygodzinskyi macho e T. pseudomaculata fémea; Rp - R. prolixus.
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A arvore obtida com a distancia genética de Nei (1972) (figura 4.10)
confirma as informagdes obtidas com a arvore do coeficiente de similaridade de
Dice. No caso da arvore com a distancia genética de Nei houve uma distincdo no
agrupamento dos hibridos dos cruzamentos entre T. pseudomaculata e T.
maculata de acordo com o sentido do cruzamento. Novamente, como esperado,
R. prolixus se constitui um perfil extremo de referéncia. As distancias genéticas

exatas e o indice de identidade estdao apresentados na tabela 4.3

T. maculata

T. pseudomaculata

— Tmd x Tp?

L— Tpd x TmQ

T. wygodzinskyi

Twd x Tm@Q

| ———— Tmd x TwQ

Tpd x Tw?Q

Twd x Tp?

R. prolixus

0.25 0.20 015 00 0.05 0.00
DistAncia Genética de Nei (1972)

Figura 4.10 - Arvore UPGMA considerando a distancia genética de Nei (1972). Tmd x
Tp? - hibridos do cruzamento entre T. maculata macho e T. pseudomaculata fémea; TpJd
X TmQ - hibridos do cruzamento entre T. pseudomaculata macho e T. maculata fémea;
Twd x TmQ - hibridos do cruzamento entre T. wygodzinskyi macho e T. maculata fémea;
TmJd x Tw? - hibridos do cruzamento entre T. maculata macho e T. wygodzinskyi fémea;
Tpd x Tw? - hibridos do cruzamento entre T. pseudomaculata macho e T. wygodzinskyi
fémea; Twd x Tp®? - hibridos do cruzamento entre T. wygodzinskyi macho e T.

pseudomaculata fémea.
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As identidades genéticas variaram de 0,498 (entre T. pseudomaculata e R.
prolixus) a 0,959 (entre os dois grupos de hibridos do cruzamento entre T.

maculata e T. pseudomaculata).

A maior distancia genética observada foi entre T. maculata e T.
wygodzinskyi (0,623), seguida das relacionadas com o grupo externo (0,526 -
0,6973); a menor foi entre os dois grupos de hibridos do cruzamento entre T.

maculata e T. pseudomaculata (0,042).

44



4.5 - ISOENZIMAS

Das isoenzimas estudadas, quatro foram polimdrficas (GPI, MDH, aGPD e
PGM) e trés foram monomorficas (PEP-2, ICD e 6PGD). GPI, MDH, aGPD
apresentaram perfil de enzimas diméricas e a PGM monomérica (tabela 4.4;
figura 4.11). A prole dos cruzamentos interespecificos apresentou perfil hibrido

nas enzimas polimorficas (figura 4.11 e 4.12).

Nenhuma das duas espécies apresentou variabilidade intraespecifica
(tabela 4.4).

Tabela 4.4 - Freqliéncias dos perfis isoenzimaticos encontradas entre individuos das

espécies T. maculata (n=12), T. pseudomaculata (n=12) e seus hibridos (n=24).

Grupos
Enzima
T. maculata T. pseudomaculata Hibridos
PEP-2 A (100%) A (100%) A (100%)
ICD A (100%) A (100%) A (100%)
6PGD A (100%) A (100%) A (100%)
GPI A (100%) B (100%) AB (100%)
MDH A (100%) B (100%) AB (100%)
aGPD A (100%) B (100%) AB (100%)
PGM A (100%) B (100%) AB (100%)

A, B e AB= perfis enzimaticos
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Cc

Figura 4.11 - Géis de isoenzimas. A- GPI; B - PGM, C- PEP-2. Canaletas: 12 - T.
maculata fémea do casal 1; 22 - T. pseudomaculata macho do casal 1; 32 e 4* - F1
fémea e macho, respectivamente, do casal 1; 52 - T. maculata fémea do casal 2; 62 - T.
pseudomaculata macho do casal 2; 72 e 82 - F1 fémea e macho, respectivamente, do
casal 2; 92 - T. maculata fémea do casal 3; 102 - T. pseudomaculata macho do casal 3;

112 e 122 - F1 fémea e macho, respectivamente, do casal 3.
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Figura 4.12 - Perfis esquematicos das enzimas diméricas (GPI, MDH e aGPD) e

monoméricas (PGM) estudadas. Tm - T. maculata; Tp - T. pseudomaculata; H - hibrido

do cruzamento entre T. maculata e T. pseudomaculata.
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5 — DiscussAo
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Desde a descricdo de T. pseudomaculata, esta espécie vem sendo
considerada oriunda de T. maculata devido a grande semelhanca morfoldgica
entre elas. Entretanto, nossos estudos indicam que essas espécies sdao muito
distantes geneticamente, conforme proposto por Santos et al. (2001) e

confirmado por Hypsa et al. (2003).

A literatura disp0e de algumas informacdes sobre a biologia de T.
maculata e T. pseudomaculata. Espinola et al. (1981) realizaram cruzamentos de
T. maculata com a temperatura variando de 26,3°C a 32, 2 °C, umidade relativa
média de 60,4% e alimentagdo com galinha. O nimero de ovos postos variou de
um a 17 ovos por dia, sendo trés ovos a média de oviposicdo mais freqliente;
8,1% dos ovos foram inférteis. Para esta espécie, a média de ovos postos
diariamente observada em nosso experimento foi de 12,6 e a porcentagem de
ovos inférteis foi 4% apenas. Feliciangeli & Rabinovich (1985) observaram uma
média de 19,1 dias de incubacdo dos ovos de T. maculata, resultado similar ao
obtido no presente estudo, onde a média foi de 18,1 dias. Silva et al. (1995)
estudando a influéncia da temperatura no desenvolvimento de T. maculata
compararam as temperaturas de 25°C e 30°C, e verificaram diferenca no periodo
de incubacdao dos ovos, 29 e 16 dias respectivamente, sendo os insetos
alimentados em galinha. Moura et al. (2005) também demonstram que quanto
maior a temperatura, menor o tempo de incubagao. Com a temperatura variando
de 21,5 a 32 °C com média de 27,6°C e alimentacdo semanal em camundongos,
0os autores observaram uma variagdao de 14 a 42 dias de incubagdao dos ovos,

apresentando esses dados uma correlagao estatisticamente significativa (-0,98).

Estudo anterior sobre a biologia de T. pseudomaculata demonstrou que o
periodo de incubagcao médio para esta espécie é de 18 dias, com temperatura de
28+1°C e 80% de umidade relativa, com alimentagdao semanal em pombo
(Gongalves et al., 1997). Estes resultados foram semelhantes no presente
experimento, mantido a temperatura de 27 £ 1°C com umidade relativa de 65 %+

5%, pois observamos a média do tempo de eclosdo 17,2 dias.

Além das condicbes de manutencao, as diferencas acima apontadas sobre
a biologia de T. maculata e T. pseudomaculata podem ser devidas a variagao
genética entre as populacdes utilizadas e ao tempo em que a colonia foi mantida

em laboratério (Gongalves et al., 1997).

Na ocasido da descricio de T. pseudomaculata, Espinola realizou

cruzamentos entre T. maculata e T. pseudomaculata e verificou inviabilidade dos
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ovos principalmente quando o cruzamento era no sentido T. pseudomaculata
macho e T. maculata fémea (Corréa & Espinola, 1964). No presente trabalho, a
eclosao dos ovos nao foi estatisticamente diferente entre os dois sentidos do
cruzamento, 72% dos ovos postos pela fémea de T. pseudomaculata no
cruzamento com T. maculata eclodiram, e 90% dos ovos ovipostos pela fémea
de T. maculata quando acasalada com T. pseudomaculata obtiveram sucesso.
Esse fato demonstra que neste experimento o sentido do cruzamento nao
interferiu no desenvolvimento dos embrides. Foi observada diminuigdo
significativa na porcentagem de ovos eclodidos do cruzamento entre T. maculata
macho e T. pseudomaculata fémea (72%) em relagdo ao cruzamento controle de
T. maculata (96%). Entretanto, deve ser observado que neste cruzamento
interespecifico houve um casal cujos ovos nao eclodiram, este fato pode ocorrer
também em cruzamentos intraespecificos provavelmente devido a infertilidade
do macho ou da fémea. O cruzamento interespecifico com T. maculata fémea
apresentou piores resultados em relagdo ao cruzamento controle com T.
pseudomaculata; quando o macho foi T. maculata no cruzamento interespecifico,
0s ovos tiveram um menor tempo de desenvolvimento daqueles do cruzamento
entre T. pseudomaculata. Essas diferengas ndo mostram influéncia da espécie da

fémea ou do macho sobre os cruzamentos interespecificos.

Segundo o conceito de espécie proposto por (Dobzhansky, 1937): “uma
espécie € um grupo de individuos completamente férteis entre si, mas isolados
reprodutivamente de outros grupos semelhantes por suas propriedades
fisioldgicas (produzindo qualquer incompatibilidade de pais, ou esterilidade dos
hibridos, ou ambos)”. Considerando este conceito, a infertilidade dos hibridos,
verificada pela inviabilidade dos ovos dos cruzamentos entre os hibridos e nos
retrocruzamentos, confirma o status taxonOmico de T. maculata e T.

pseudomaculata.

A andlise morfoldgica da prole do cruzamento entre T. maculata e T.
pseudomaculata e das espécies parentais demonstrou que os hibridos
apresentam caracteristicas das duas espécies. Apesar desse fato, o fenograma
obtido a partir da anadlise morfolégica demonstra que a prole dos cruzamentos é
muito semelhante morfologicamente a T. maculata. A dominancia dos caracteres
morfoldgicos e cromaticos de T. sordida, T. infestans e T. brasiliensis sobre os de
T. pseudomaculata em hibridos entre essas espécies, ja foi observado por Galvao

(1978). A facilidade para estas espécies intercruzarem, embora ndo produzindo

50



hibridos férteis, pode ser explicada pelo fato de serem alopatricas. Por nao
coexistirem, ndo houve a selecdo de caracteristicas (morfoldgicas ou
comportamentais) que levasse ao isolamento reprodutivo entre T.
pseudomaculata e T. maculata. Além desse fato, é sabido que varias espécies de
triatomineos, semelhantes morfologicamente ou ndo, préximas geneticamente

ou ndo, produzem hibridos naturalmente e/ou experimentalmente.

Através da analise morfométrica comparamos a conformagao e o tamanho
de T. wygodzinskyi, T. maculata e T. pseudomaculata, e estas duas ultimas
espécies com os hibridos do cruzamento entre elas. A andlise estatistica do
tamanho centroide mostrou que as trés espécies estudadas apresentam
tamanhos semelhantes, apesar de que este estimador isométrico tenha potencial
para diferenciar espécies. O tamanho centréide dos hibridos foi
significativamente maior que o0s dos parentais, sugerindo heterose. Este
fenomeno é resultado da divergéncia genética dos parentais, ou seja, quanto
mais distantes geneticamente sdo os pais, maior sera o tamanho dos individuos
da prole (Dujardin & Slice, 2006); dessa forma, T. maculata e T. pseudomaculata
seriam espécies bastante diferenciadas. Comparativamente, hibridos do
cruzamento entre T. infestans e T. rubrovaria também apresentaram maior

tamanho em relagdo aos parentais (Franca-Rodriguez et al., 1979).

A anadlise de regressdo entre as varidveis de conformacdo e de tamanho
isométrico revelou que o residuo alométrico ndo é o mesmo para as diferentes
espécies e para os grupos de hibridos estudados. Esta variacao indica que
estruturas homoélogas sofreram diferentes processos de evolucdo e adaptacao

gque levaram a divergéncia entre elas (Jaramillo & Dujardin, 2006).

O primeiro fator canbénico da analise discriminante das variaveis de
conformacao é responsavel pela maior parte da variabilidade total das amostras.
Neste trabalho, esse fator representou 69% da variacao total e separou
claramente T. wygodzinskyi de T. maculata e T. pseudomaculata, e agrupou as
duas Ultimas espécies, que foram diferenciadas apenas pelo segundo fator
canbnico, responsavel por 24% da variabilidade total. A andlise discriminante
indica, portanto, que T. wygodzinskyi estd muito mais distante geneticamente de
T. maculata e T. pseudomaculata do que estas duas ultimas, que foram

diferenciadas por uma menor porcentagem da variabilidade total das amostras.

A arvore UPGMA das distancias Euclidianas e a arvore UPGMA das

distancias de Mahalanobis das variaveis de conformacdo diferenciaram todos os
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grupos, as espécies e os hibridos do cruzamento entre T. maculata macho e T.
pseudomaculata fémea do grupo formado pelos hibridos do cruzamento entre T.
pseudomaculata macho e T. maculata fémea. O fato dos dois grupos de hibridos
serem diferentes indica que o sentido do cruzamento influencia na genética da
prole. Essa diferenciacdo é bastante robusta principalmente se considerarmos o
teste de permutacao multipla das distancias de Mahalanobis, que é uma das mais
robustas medidas de distédncia para a analise quantitativa (Dias, 1998), e, neste

trabalho, indicou que todas as distancias entre os grupos sao significativas.

Assim como nas duas arvores com UPGMA das variaveis de conformacdo,
os fenogramas obtidos pela andlise de RAPDs diferenciam todas as espécies e,
em contradicdo a caracterizacdo morfoldgica, agrupam os hibridos com T.

pseudomaculata.

De acordo com a distancia genética, T. maculata estd aproximadamente
duas vezes mais distante geneticamente de T. pseudomaculata e dos hibridos;
esse fato provavelmente deve-se a fixacdo de caracteres desta espécie e indica
que T. pseudomaculata é a espécie mais antiga no caso de uma relacao
filogenética entre elas. T. wygodzinskyi foi a espécie que apresentou-se mais
distante geneticamente das demais. Este ultimo fato, também observado na
andlise de morfometria geométrica, discorda dos obtidos por Santos (2003) em
estudos isoenzimaticos, onde a autora encontrou maior afinidade entre T.

wygodzinskyi e T. pseudomaculata.

O fenograma obtido a partir do coeficiente de associacao de Dice da
analise de RAPDs, agrupou em um s grupo T. pseudomaculata e os hibridos do
cruzamento entre T. maculata e T. pseudomaculata, sem diferencia-los quanto
ao sentido do cruzamento. Ja a arvore obtida a partir das distancias genéticas,
diferencia os hibridos dos dois cruzamentos entre estas espécies, o que vai de
acordo com a anadlise morfométrica, que indicou que o sentido do cruzamento

influencia na genética da prole.

A linha de fenon da arvore construida a partir do coeficiente de associacao
de Dice da andlise de RAPDs, separa em dois clusters os hibridos dos
cruzamentos com T. wygodzinskyi de acordo com a espécie cruzada, reforcando
gue T. wygodzinskyi é a espécie mais distante e sugerindo que seja a mais

antiga dentre as espécies estudadas.

A identidade genética de Nei (1972) revela a semelhanca entre um mesmo

locus em dois grupos e esta fortemente ligada a hierarquia taxonémica (Thorpe,
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1982). Em uma revisdo sobre este tema, Thorpe (1982) prop0s uma curva
empirica para os niveis de divergéncia sistematica entre grupos, onde 85% das
espécies do mesmo género apresentam identidade genética menor que 0,35, e
populagdes coespecificas entre 0,35 e 0,85. Nos dados obtidos, as identidades
genéticas calculadas a partir dos RAPDs foram todas maiores que 0,35,
demonstrando que os grupos estudados nao apresentam grande variabilidade
entre eles. Vale ressaltar que as identidades genéticas entre R. prolixus (grupo
externo) e as demais espécies estiveram acima de 0,35 (0,5 - 0,59), o que nao
é esperado para espécies de géneros diferentes. Este fato demonstra que os
indices propostos ndo estdao de acordo com o nosso trabalho, ou seja, que a
baixa variabilidade observada possa nao refletir afinidade entre espécies de

triatomineos, e nao represente um bom indicador genético para o grupo.

As distédncias genéticas conhecidas entre espécies diferentes de
triatomineos sdo obtidas a partir da andlise isoenzimatica e estao entre 0,504 e
0,341 (Dujardin et al., 2002). No presente trabalho, foram observadas algumas
distancias genéticas maiores do que as propostas por Dujardin et al. (2002),
principalmente em relacdo a distdncia de R. prolixus, utilizado como grupo
externo, com os demais grupos (0,697-0,5261). Este fato ndao surpreende por se
tratarem de espécies de géneros diferentes e, portanto, serem mais
diferenciadas geneticamente. A distancia genética entre T. maculata e T.
wygodzinskyi também foi bastante alta (0,623), evidenciando a grande
divergéncia entre estas elas, o que também foi observado com a analise
morfométrica. Distancias genéticas inferiores as consideradas por Dujardin et al.
(2002) foram encontradas entre os grupos de hibridos dos cruzamentos
reciprocos das mesmas espécies (0,042- 0,1427), como era de se esperar.
Embora esses resultados sejam coerentes, o calculo da distancia genética de Nei
a partir da analise de RAPDs é criticado, pois, por este marcador ser dominante,
nado indica as freqliéncias génicas corretas, o que é necessario para verificar se o
grupo, ou populacdo, estd em equilibrio de Hardy- Weinberg, premissa para o

calculo de distadncia genética (Dujardin et al., 2002).

A eletroforese de isoenzimas é uma ferramenta capaz de diferenciar
espécies bioldgicas e vem sendo bastante utilizada para este fim (Dujardin et al.
1987; Harry et al., 1992; Pereira et al., 1996; Noireau et al., 1998; Noireau et
al., 2002). pas sete isoenzimas estudadas neste trabalho, quatro foram
polimorficas e diagndsticas para T. maculata e T. pseudomaculata (GPI, MDH,

aGPD e PGM), confirmando seus status de espécies. Santos (2003) obteve as
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isoenzimas ACON, FDP, FUM, GDH, GOT, IDH, MDH, MPI, PGM e 6PGDH (anexo

4) como diagndsticas para T. maculata e T. pseudomaculata.

O uso de isoenzimas é também eficiente no estudo de espécies préximas e
de hibridizagdo, embora seja criticada por detectar baixo polimorfismo. Para a
realizacdo de andlises de distancia genética e estudos filogenéticos, é necessario
que pelo menos um grupo apresente polimorfismo; ou que, na presencga de trés
ou mais grupos, haja semelhancas e diferencas entre os alelos de alguns deles
(Dias, 1998). Como em nosso estudo ndo foi observado polimorfismo
intraespecifico, ndo foi realizado o calculo de distancia genética e analise
filogenética. Este dado estd de acordo com outros estudos que demonstram
baixa variabilidade isoenzimatica em Triatominae (Harry et al., 1992; Pereira et
al., 1996; Noireau et al., 1998). Santos (2003) utilizou 13 sistemas
isoenzimaticos para comparar T. maculata, T. pseudomaculata e T.
wygodzinskyi. ACON, ME, PGM e 6PGDH demonstraram polimorfismo para as
populacdes de T. pseudomaculata provenientes de Curaga — BA e Jodao Costa -
PI. A autora também utilizou uma populacdo proveniente de Sobral — CE que nao
apresentou polimorfismo para nenhuma isoenzima estudada, assim como a
populacdo de T, pseudomaculata do presente trabalho. Apenas PGM foi

polimoérfica para T. maculata (Santos, 2003).

O perfil hibrido da prole do cruzamento entre T. maculata e T.
pseudomaculata comprova o sucesso dos cruzamentos entre essas duas

espécies.

Neste trabalho, dentre as técnicas utilizadas para a caracterizagdo das
espécies e dos hibridos uma é morfoléogica e as demais, a morfometria
geométrica e a RAPD-PCR, revelam variabilidade genética. Nos resultados
obtidos com a caracterizacao de T. maculata, T. pseudomaculata e dos hibridos
entre essas duas espécies, houve a concordancia entre as técnicas genéticas em
oposicao a caracterizacdo morfologica. A analise morfoldgica demonstrou dois
grupos, um formado por T. pseudomaculata e outro por T. maculata e todos os
hibridos, ja as andlises de morfometria geométrica e de RAPDs, agruparam os
hibridos com T. pseudomaculata. Esta contradicdo leva-nos a supor duas
hipéteses: a primeira seria que a semelhanca morfoldgica entre T. maculata e T.
pseudomaculata provavelmente seja resultado de convergéncia de caracteres. O
fato de produzirem hibridos ndo indicaria que sao espécies proximas, ja que

triatomineos nao relacionados evolutivamente também produzem hibridos
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quando cruzados. A segunda hipdtese propde que estas espécies tiveram uma
origem comum, entretanto, ja se diferenciaram bastante devido a condicoes
ambientais diferentes. Os hibridos seriam mais semelhantes morfologicamente a
T. maculata devido ao fato das caracteristicas morfoldgicas de T.
pseudomaculata ndo serem evidenciadas nos hibridos desta espécie com outras,
fato ja observado por Galvao, 1978 e comentado nesta discussdo. O
agrupamento dos hibridos com T. pseudomaculata nas caracterizacdes genéticas
pode refletir fixacdo de caracteres sugerindo ancestralidade desta espécie em
relacdo a T. maculata. Em qualquer uma das hipoteses, T. maculata e T.
pseudomaculata sdo espécies ja bastante diferenciadas geneticamente e que nao

devem constituir complexos entre si.

Com as técnicas utilizadas foi também observada uma grande distancia
entre T. wygodzinskyi, T. maculata e T. pseudomaculata, nao justificando a
inclusdo de T. wygodzinskyi no “complexo maculata’, como proposto por Santos
(2003).
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6 — CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES
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¢ Nao ha diferenca na biologia de T. maculata e T. pseudomaculata quanto
ao numero de ovos postos, tempo de desenvolvimento dos embrides e sucesso

de eclosao.

e T. maculata e T. pseudomaculata sdo espécies que intercruzam
produzindo hibridos inférteis. Segundo o conceito de espécie proposto por
Dobzhansky (1937), este fato reafirma o status taxondmico destas duas

espécies.

e As diferencas encontradas em relagdo a postura, tempo e sucesso de
eclosdo dos ovos entre os cruzamentos interespecificos e controle, ndo
mostraram influéncia da espécie da fémea ou do macho sobre os cruzamentos

interespecificos.

e Os hibridos do cruzamento entre T. pseudomaculata e T. maculata
apresentam caracteristicas morfoldgicas das duas espécies parentais, entretanto,

sdo mais semelhantes a T. maculata.

e T. maculata, T. pseudomaculata e T. wygodzinskyi tém asas de
tamanhos semelhantes. Os hibridos do cruzamento entre T. pseudomaculata e T.

maculata apresentam asas maiores que as dos parentais.

e T. wygodzinskyi foi a espécie mais diferenciada das demais nas anadlises

de morfometria geométrica e de RAPDs.

e A prole do cruzamento entre T. pseudomaculata e T. maculata foi mais
semelhante geneticamente a T. pseudomaculata, em oposicdo a caracterizacao

morfoldgica.

e Foi observada através da analise de morfometria geométrica e de
distancia genética de Nei (1972) diferenca genética dos hibridos do cruzamento

entre T. pseudomaculata e T. maculata quanto ao sentido do cruzamento.

e A andlise de RAPDs mostra que os hibridos dos cruzamentos de T.
wygodzinskyi com T. maculata e T. pseudomaculata formam dois grupos de

acordo com a espécie cruzada.

e Os resultados de isoenzimas mostram que as quatro enzimas
polimorficas apresentaram perfis distintos para T. maculata e T. pseudomaculata
e sua prole, e que o perfil de todos os individuos da prole era hibrido dos

parentais.
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e Os resultados da analise de postura, da incubacao e eclosao dos ovos, da
viabilidade dos cruzamentos, da morfologia qualitativa, da morfometria
geométrica e dos perfis de isoenzimas e de RAPDs de T. maculata, T.
pseudomaculata e sua prole e das relagbes taxonOmicas entre T. maculata, T.
pseudomaculata e T. wygodzinskyi através de morfometria geométrica e RAPDs,
permitem-nos concluir que T. maculata, T. pseudomaculata e T. wygodzinskyi
sdo espécies distintas, com status taxondmico definido e que ndo se justifica

constituirem o “complexo maculata’.
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ANEXO 1 - EXTRAGAO DE DNA (DE TRIATOMINEO) PELO KIT WIZARD

1. Colocar a pata em um microtubo devidamente rotulado. Lavar a pinga com

hipoclorito antes de pegar cada pata.

2. Adicionar 300ul da solucdo de lise nuclear e macerar a pata com auxilio de
um pistilo. (Entre uma pata e outra lavar a pinga e pistilo com hipoclorito e agua

MQ).

3. Deixar a temperatura ambiente ou no multi-block (56°C - 30min) até a

solugao se tornar viscosa (com bolhas).

4. Adicionar 100ul da solucdao de precipitacdo protéica e vortex vigorosamente

por 20 a 30 segundos visualiza-se o precipitado disperso na solugao.

5. Centrifugar a 14000 rpm por 3 min a temperatura ambiente, observando a

formacdo de um “pellet” escuro.

6. Transferir cuidadosamente o sobrenadante para um novo tubo contendo
300ul de isopropanol (CH3 CHOHCH3) e misturar delicadamente (20min- 10 min
de cada lado), até o aparecimento de uma massa (pontos) em suspensdao - na

maioria das vezes os pontos ndo aparecem.

7. Centrifugar a 14000 rpm a temperatura ambiente por 6 min e observar a

formacdo de um pellet claro.

8. Descartar o sobrenadante (virar o microtubo), adicionar 300ul de etanol 70%
a temperatura ambiente e inverter o tubo varias vezes delicadamente (5 min de

cada lado).
10. Repetir os passos 8 (1 minuto) e 9, centrifugar mais de 1 minuto.

11. Aspirar cuidadosamente o etanol (com pipeta) e colocar o tubo no multi-

block até a evaporacao total do etanol.

12. Adicionar 70ul da solugcdao de hidratacdo de DNA e incubar a 65°C (ou até
mais de 50°C) por 1h ou deixar “overnight” a temperatura ambiente, agitando

periodicamente (2 a 3 vezes).
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ANEXO 2A - PREPARACAO DE GEL DE POLIACRILAMIDA (MINI-GEL)

1. Limpar com alcool, as placas, os espassadores (2 de 1,5mm e um mais fino)

e o pente de 1,5mm.
2. Montar as placas e espassadores evitando desniveis e utilizando o suporte.
3. Preparar o gel de poliacrilamida na porcentagem desejada.

4. Aplicar o gel com a pipeta de revdlver no suporte e colocar o pente. Evitar

bolhas de ar.

5. Diluir as amostras com tampdao de amostra 2X, volume a volume (3ul) -
evitar pipetar o 6leo e limpar sempre a ponta da ponteira para retirar o excesso

de dleo. Pode-se colocar a amostra no gelo, para o dleo ficar firme.

6. Conferir se o gel estd polimerizado (10min), retirar o pente e lavar as
canaletas com agua Mili Q para retirar o excesso de acrilamida, utilizando uma

agulha para retirar os pedacos de gel, se necessario.

7. Adaptar o suporte na cuba e colocar TBE 1X novo na parte interna e TBE

usado na parte externa.

8. Sobre uma placa de vidro maior, coloca-se ao centro papel filme de tamanho
relativo ao niumero de amostras para prepara-las. Cortar um pedaco de papel

higiénico para limpar as ponteiras.

- Colocar o tampdao de amostra e logo apés a amostra em ordem e

homogeneizar.
- Aplicar a amostra e o padrao, evitando bolhas de ar e tampar a cuba.

9. Correr por 5 min a 50V (15mA/gel) até a separacdo dos corantes, passando a
80V ou 120V. Verificando se a “Hight voltage” esta ligada e se existem bolhinhas

de ar subindo dentro da cuba.

10. Apds terminar a corrida (quando o segundo corante azul estiver saindo do

gel), diminuir a voltagem, desligar a fonte de eletroforese.
11. Retirar com cuidado o gel do suporte e placas e marca-lo se necessario.

12. Colocar em uma cuba de vidro com solucdo fixadora por 10 min ou até 24

horas, agitando suavemente.
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13. Retirar a solugdo fixadora (guardar) da cuba e colocar 150ml de corante
(Nitrato de Prata), evitando derrama-lo sobre o gel. Agitar suavemente por 10
min.

14. Retirar a solugao corante, lavar rapidamente em &gua Mili Q e lavar

novamente com agua Mili Q por 2 min agitando suavemente.

15. Desprezar a agua Mili Q e colocar 150ml de solucao de revelacdo (Hidréxido
de sddio) junto com 0,5ml de formol (formoldeido). Agitar suavemente por cerca
de 10 min, observando a intensidade das bandas. Desprezar a solugdao de
revelacao e colocar a solugao fixadora que havia guardado, quando o gel estiver

corado.

16. Colocar os géis na solucdo fixadora glicerinada (secagem) e guardar em
geladeira até secagem definitiva. Se for guardar por tempo prolongado,

acrescentar um pouco de alcool.

17. Montar os géis entre folhas de papel celofane molhado.
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ANEXO 2B - PREPARACAO DE GEL DE POLIACRILAMIDA (40-45 CANALETAS)

1. Limpar as placas e espacadores com alcool.

2. Colocar os pentes tomando o cuidado para nao ficarem tortos ou fora do

lugar.
3. Preparar o gel: Bis-acrilamida 8% - 60 ml; TEMED - 60 uL, APS - 600 pL.

4. Aplicar o gel com a placa levantada e ir abaixando aos poucos para as bolhas

sairem.

5. Firmar as placas com os clipes e deixar polimerizar (cerca de 40min a 1 hora

para gel 8%).

6. Preparar a agarose, derretendo-a em banho-maria.

7. Encher a parte inferior da cuba com TBE 1X (novo ou usado).

8. Apdbs a polimerizacao do gel, retirar os pentes e lavar as canaletas com agua
Mili Q.

9. Retirar os espacgadores de baixo e colocar o gel no suporte. Ir colocando as

placas devagar e de lado, para que o TBE entre uniformemente na parte inferior

das placas e ndo dé bolha.

10. Prender as placas com os clipes na cuba (dois de cada lado, um mais em

cima e outro mais em baixo, com cuidado para nao amassar o gel).

11. Passar um filete (1ml) de agarose (liquido) entre a placa e a cuba para que
figue bem vedado. Esperar solidificar. Ndao esquecer de colocar uma placa por

tras e vedar (formando uma "piscina").
12. Encher a parte superior da cuba com TBE 1X novo.
13. Diluir as amostras em tampao de amostra 2X (6ul/6ul) e aplicar no gel.

14. Correr a 50V até os corantes se separarem e a 100-130V até o final da

corrida.

15. Ao retirar o gel das placas, cuidado para nao parti-lo ao meio. Levantar um

dos espacadores bem devagar e observar se o gel descola da placa.

16. Colocar o gel (preso em uma das placas) dentro de uma cuba com bastante
fixador e ir soltando as beiradas do gel com o espacador. Aos poucos, ir

balancando a cuba para que o gel solte por inteiro da placa.
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17. ApoOs deixar no minimo 10 min no fixador, sob agitacdao leve, retirar esta
solucao e acrescentar 300ml de solucao de nitrato de prata a 0,2% deixando por

8 a 10 min agitando.

18. Retirar a solugao de nitrato de prata e lavar rapidamente com agua Mili Q.
Acrescentar cerca de 300 ml de dgua MQ e deixar lavando por dois minutos sob

agitacao leve.

19. Retirar a agua e acrescentar 300 ml de revelador com formoldeido e deixar

até quando as bandas estiverem nitidas, sob agitacao leve.
20. Retirar a solugao reveladora e lavar o gel em fixador.

21. Guardar o gel na geladeira em solucdo fixadora glicerinada (10%) por, no

maximo dois dias e depois secar entre folhas de papel celofane.
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ANEXO 2C - SOLUCOES USADAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Bis-acrilamida 30%

Acrilamida (C3HsNO) 29 g PM 71.08
Bis (N,N-methylene-bis-acrylamide) O1lg PM 154.17
Agua MQ g.s.p. 100 ml
Bis-acrilamida 6 e 8%
traca Bis-crilamida 30% TBE 5 ,
concentragao is-crilamida () X Agua MQ
6% 20 ml 20 ml
g.s.p. 100 ml
8% 27 ml 20 ml
Solucao fixadora
Alcool etilico 100 ml
Acido acético 5 ml
Agua MQ g.s.p. 1L
Solugao corante / Solugdo de prata
para até 3 géis 1 litro
AgNO3 0,39 29
Agua MQ g.s.p. 150 ml g.s.p. 1.000 ml
Solucao de revelagao
para até 3 géis 1 litro
NaOH 0,75M 4,59 30g
Agua MQ g.s.p. 150 ml g.s.p. 1.000 ml
Obs: acrescentar 450 pl de formaldeido 0,1M antes de colocar a solugdo nos géis.
APS
Persulfato 1g
Agua DDW g.s.p. 100 ml
TBE 5x
Tris-Base 54 g
Acido boérico 27,5¢
EDTA 0,5 M pH 8 20 ml
Agua MQ g.s.p. 1L
TBE 1x
TBE 5x 200 ml
Agua 800 ml
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Anexo 3 - Tampoes de corrida para isoenzimas

a-GPD - Tris 0,678 M/Ac. Citrico 0,157 M pH 7,0.

Tris 83,2 ¢
Ac. Citrico 30,2 g
H>O dest. 750 ml
H>O g.s.p. 1000 ml
GPI - Tampao Fosfato 0,2 M, pH 7,4.
NaoHPO4 28,4 9
H>O dest. 750 ml
H>O dest. g.s.p. 1000 ml
HCI conc. g.s.p. pH 7,4
PGM e 6PGD - Tampao Tris-Maleato 0,15 M pH 7,4.
Tris 18,17 g
Acido Maleico 17,40 g
EDTA Na,.H,0 5,60¢g
MgCl,.6H,0 3,50¢g
H,O dest. 750 ml
H,O dest. g.s.p. 1000 ml
MDH - Tampao citrato 75 mM, pH 6,0.
Citrato Nas 2H,0 22,06 g
H>O dest. 750 ml
H>O dest. g.s.p. 1000 ml
HCI conc. g.s.p. pH 6,0
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ICD e PEP-2 - Tampado Tris 0,33 M/Citrato 0,0415M pH 8,6.

Tris 40,03 g
Acido Citrico 8,72 g
H>O g.s.p. 1000 ml
SOLUGCOES DE REVELAGCAO PARA ISOENZIMAS
a-GPD
Tris/HCI 0,03 M pH 8,0 2,1 mil
DL-glicerol-3-fosfato Na,.6H,0 384,4 mg
H>O dest. 8,7 ml
Piruvato de sddio 106,4 mg
B-NAD 10,2 mg/ml 1,00 ml
MTT 7,5 mg/ml 0,50 ml
PMS 1,0 mg/ml 0,20 ml
Agar 1,2 % 150 mg em 12,5 ml H»O dest.

GPI

Tris/HCI 0,3 M pH 8,0
NADP 12,2 mM
MgCl2.6H20 0,5 M
D-frutose-6P 20,4 mg/ml
G-6PD 375 u/ml
MTT 7,5 mg/ml
PMS 1,0 mg/ml
Agar 1,2 %

8,50 ml
1,00 ml
0,20 ml
0,50 ml
20 pul
0,50 ml
0,20 ml
150 mg em 12,5 ml H>O dest.
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PGM

Tris/HCI 0,3 M pH 8,0
NADP 10 mg/ml
MgCl.6H>0 0,5 M
«-D.glicose-1P 20mg/ml
G-6PD-375u/ml
Imidazol 367 mM
MTT 7,5 mg/ml
PMS 1,0 mg/ml
Agar 1,2 %

8,50 ml
1,00 ml
2,00 ml

1,00 ml
20 ul
0,20 ml
0,50 ml
0,20 ml
150 mg em 12,5 ml H>O dest.

MDH
Tris/HCI 0,3 M pH 8,0 8,5 ml
B-NAD 10 mg/ml 0,50 ml
Malato 1,1 M pH 7,2 2,30 ml
MTT 7,5 mg/ml 0,50 ml
PMS 1,0 mg/ml 0,20 ml
Agar 1,2 % 150 mg em 12,5 ml H»O dest.
ICD

Tris 0,135 M/citrato 0,042 pH 7,0

H,O dest.
Acido isocitrico
MgCl,.6H,0 0,5 M
NADP 10 mg/ml
MTT 7,5 mg/ml
PMS 1,0 mg/ml
Agar 1,2 %

5,50 ml
3,60 mi
20,0 ml
2,00 mi
0,70 mi
0,50 mi
0,20 ml
150 mg em 12,5 ml H>O dest.




PEP-2

Tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 3,0 ml
H,O dest. 8,7 ml
MnCl; 0,1 M 0,3 ml
L-aminoacido oxidase 1,0 mg
Peroxidase 1,0 mg
Leu-ala 10,0 mg
3-amino-9-etilcarbazol 0,50 ml (13,5 mg/0,5 etanol)*
Agar 1,2 % 150 mg em 12,5 ml H»O dest.

* Preparar com um dia de antecedéncia.

6PGD
Tris/HCI 0,3 M pH 8,0 8,50 ml
NADP 10 mg/ml 1,00 ml
Ac. 6-P glucénico 7,00 mg
MgCl,.6H,0 0,5 M 0,50ml
H>O 1,30 ml
Imidazol 367 mM 0,50 ml
MTT 7,5 mg/ml 0,50 ml
PMS 1,0 mg/ml 0,20 ml

Agar 1,2 % 150 mg em 12,5 ml H»O dest.
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CONDICOES DE MIGRAGAO PARA ISOENZIMAS

enzimas Migracgao Te_mpo Sle DiIuigéi_o do tampao P_6Io df:
V/mA migracao | de corrida para o gel | migracao
6PGD 180/25 180 1:10 +
PEP-2 200 120 2:5 +
aGPD 242/20 150 1:7 +
GPI1 242/20 180 3:4 +
PGM 242/24 180 1:10 -
MDH 242/25 150 1:10 + -
ICD 300 120 2:5 +
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ANEXO 4 - NOMES E CODIGOS DE IDENTIFICACAO DOS SISTEMAS ENZIMATICOS

Abreviatura Nome

PGM Fosfoglicomutase

MDH Malato Desidrogenase
GPI Glicose Fosfato Isomerase
ICD Isocitrato Desidrogenase

PEP2 L.Leucil Glicil Glicina Aminopeptidase
6PGD 6 Fosfato Desidrogenase
«-GPD «-Glicerofosfato Desidrogenase

ACON Aconitase

FDP Frutose-1-6-difosfato

FUM Fumarase Hidrase

GDH Glutamato Desidrogenase

GOT Glutamato Oxaloacetato Transaminase
IDH Isocitrato Desidrogenase

6PGDH 6-fosfoglutanato Desidrogenase
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