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RESUMO

Os simulideos pertencem a uma familia de dipteBasuliidae, com ampla
diversidade. Por ser um grupo recente na escalaeamogos geoldgicos, muitas espécies
podem ser cripticas e/ ou espécies irmas. Dentrautas espécies ja conhecidas algumas
possuem interesse econdmico abrangendo as areasanagicola, veterinaria e da industria
turistica. Algumas espécies podem ser vetoras eeteg etiologicos causadores de doencas
como oSimulium damnosunwetor da oncocercose na Africa. Outras importunammem e
animais de criacdo com®imulium pertinaxno Brasil. Muitas dessas espécies de interesse
econdmico pertencem a complexos de espécies, gsegra algumas similaridades entre si.
Mapear a fauna de Simullidae de um determinada l@dgmportante para se tentar conhecer
espécies semelhantes as espécies de interessen@miod ainda pra tentar incrementar as
informacdes existentes das espécies ja identifcadeomeadas. Alguns estudos taxondmicos
e de sistematica tem sido realizados para relaces@ecies proximas principalmente as de
interesse para o controle. Dependendo dos resaltdo® diferentes estudos essas espécies
“préximas” podem ser elevadas a categoria de messpécie ou separadas em espécies
distintas. Para essa separacdo € necessario e udtades taxondmicas onde os caracteres
morfologicos de larvas, pupas e do adulto sdo coadpa. Algumas vezes, entretanto,
somente por esses caracteres nao é possivel a@palessas espécies. Com isso se faz
necessario o uso de marcadores moleculares, destrguais, os dos genes do DNA
mitocondrial. O gene COX | tem sido usado para apeaar essas espécies. No Brasil, uma
das formas de controle & pertinaxtem sido realizada com a bactéria entomopatogénica
Bacillus thuringiensissubs.israelensis Neste trabalho, de 96 estirpes isoladas a pdetir
amostras de solos oriundos da Amazonia duas es@p271 e S2272 foram toxicas a larvas
de Simuliumsp. A caracterizacdo bioguimica e molecular daes destirpes mostrou que
ambas apresentavam amplicons correspondentes rescgelA, cry4Bcryl0, cryll, cytle
cyt2, e proteinas de 130kDa, 72kDa e 30kDa sendo civepabm as proteinas Cry4A e
Cry4B (130kDa), Cryl0 e Cryll (72kDa) e Cytl e C¢@PkDa) semelhante a@acillus
thuringiensis israelensjs S1806, utilizado como padrdo. A toxicidade dastginas
produzidas peld. thuringiensis israelensi®oram testadas individualmente e em conjunto.
Foi verificado que a proteina Cry4B apresentou ntaixicidade, no entanto, todas as toxinas
juntas apresentam sinergismo, sendo, portanto aomébrma para o controle do inseto.

Exemplares de borrachudos foram coletados em #&gus do Distrito Federal e Goias e



foram identificados perfazendo um total de 22 dggéBimulium dekeyserb. pertinaxS.
serranum S. spinibranchiumS. subpallidumS. dinelliy S. brachycladumS. lobatoj S.
rubrithorax, S. botulibranchium S. inaequale S. rappae S. subnigrum S. exiguum S.
anamariae S. jujuyense S. ochraceumsS. lutzianum S. perflavum S. rorotaense S.
hirtipupa, S. nigrimanumdessas 10 espécies foram registradas pela paives; na area de
estudo § serranus, Sdinellii, S. brachycladum, Shotulibranchium, S. anamariae, S.
ochraceum,S. lutzianum S. perflavum S. rorotaensee S. hirtipupa). Uma chave de
identificacdo com estas espécies foi confeccionaata auxiliar estudos nestas areas de
estudo. Além disso, diferentes populagbesSd@ertinaxidentificadas nas coletas e outras,
coletadas previamente em outros estados brasilgtara, Mato Grosso, Rio Grande do Sul,
Sao Paulo, Distrito Federal, Goias e Rondonia)nfiocaracterizadas molecularmente através
do gene Citocromo Oxidase | do DNA mitocondrialesias populagées, trés individuos de
cada estado foram separados para o estudo intt@rpdpulacional. Entre as populacbes e
entre os individuos de uma mesma popula¢a8.deertinax ndo houve diferencas génicas

significativas entre estas.
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ABSTRACT

Black flies are dipteran insects, from Simuliideemfly and possess a wide
diversity. Being a group in recent geologic timalec many species are cryptic and/or sister
species. Among many known species, some have econotarest, like in the medical,
agricultural, veterinary and tourism industry. Sospecies are vectors of etiologic agents of
diseases such &mulium damnosunvector of onchocerciasis in Africa. Others dibttine
man and livestock aSimulium pertinaxn Brazil. Many of these species of economic ieser
belong to species complexes that have some siti@arMap Simullidae fauna of a place is
important to try to know the rate of similarity faeten species of economic interest or to try
and improve the existing information of specieseadly identified and named. Some
taxonomic and systematic studies have been cortlucteelate closely related species of
mainly interest for the control. Depending on theuits of different studies these species are
"close" can be elevated to the category of the sseeies or separated into distinct species.
For such separation is necessary to use taxonayg\Wwhere the morphological characters of
larvae, pupae and adults are compared. Sometiroegver, only through these characters is
not possible to separate these species. Thusnédsssary the use of molecular markers,
among which the genes of mitochondrial DNA. The CIO3éne has been used to map these
species. In Brazil, one of the ways to cont®l pertinaxhas been conducted with the
entomopathogenic bacteriuBacillus thuringiensissubs.israelensis In this work, of 96
strains isolated from soil samples from the Amaeo new strains S2271 e S2272 of these
bacteria were toxic to larvae oSimulium spp. The biochemical and molecular
characterization of two strains showed that both daplicons corresponding to geregdA,
cry4B, cryl10, cryll, cytl andcyt2 and proteins 130kDa, 72kDa e 30kDa is compatiile
protein Cry4A e Cry4B (130kDa), Cryl0 e Cryll (728xand Cytl e Cyt2 (30kDa) similar
to Bacillus thuringiensis israelensisS1806, used as standard. The toxicity of theeprst
produced byB. thuringiensis israelensiwas tested individually and together. It was found
that protein Cry4B showed higher toxicity, howevall, toxins together have synergistic
toxins, making it the best way to control this icts€&Samples of blackflies were collected in
71 rivers in Goias and Distrito Federal and theyrewmlentified a total of 22 species:
Simulium dekeyser$. pertinaxS. serranumS. spinibranchiumS$. subpallidumS. dinellii S.
brachycladum S. lobatoj S. rubrithorax S. botulibranchiumS. inaequaleS. rappae S.
subnigrum S. exiguumS. anamariagS. jujuyenseS. ochraceunsS. lutzianumS. perflavum
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S. rorotaensgS. hirtipupa S. nigrimanumthese 10 species were recorded for the first time
the study areay serranus, Sdinellii, S. brachycladum, ®otulibranchium, S. anamariae, S.
ochraceums. lutzianumsS. perflavumS.rorotaensee S.hirtipupa). An identification key to
these species was made to aid research in these &ethermore, different populationsSof
pertinax identified in the collections and other previousblilected in other Brazilian states
(Parda, Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Sdo Paustrio Federal, Goias e Ronddnia) were
characterized molecularly through mitochondrial DE®X | gene. These populations, three
individuals from each state were separated forystigdintra-and inter. Among populations
and among individuals within populations 8f pertinax no genetic differences between

them.
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I-INTRODUCAO

A familia Simulidae Newman pertence a ordem Dipt&innaeus, subordem
Nematocera Berthold. Insetos dessa ordem possugnibdicdo mundial, estando ausente
somente na Antartida e em alguns desertos e ilde 080 ocorre agua corrente. De acordo
com as regides, recebem diferentes denominacfes. Ndfte do Brasil, as espécies de
Simuliidae s&o conhecidas popularmente como pi@mguanto na regido Sul como

borrachudosQurrie e Adler, 2008

Os adultos de Simuliidae séo vistos como pequemasas que medem entre 1,2
a 6,0 mm. Porém, a forma do corpo € totalmentersiivem seu desenvolvimento, pois sédo
insetos holometabolos, possuindo metamorfose céapiem quatro estagios de vida: ovo,

larva, pupa e adulto (Adler, 1994). (Fig. 1).

AEREO

AQUATICO

LARVA
Figura 1- Ciclo de vida de espécies de Simuliida® quatro estagios de desenvolvimento.

Desenho: Hamada, N.



O estagio adulto apresenta dimorfismo sexual. Adla® diferencas no formato
das genitalias, os sexos podem ser diferenciadodgrenato dos olhos. Os machos possuem
olhos holdpticos, cujas margens internas se tocanmegido dorsal e omatideos superiores
diferenciados dos inferiores, enquanto as fémeasugm olhos dicopticos, separados e 0s

omatideos nao séo diferenciados (Fig. 2).

Figura 2- Vista frontal mostrando diferencas noltadde Simuliidae. a) macho; b) fémea.

Fonte: Pereira, E.S.

Os estagios imaturos habitam quase todos os t@pa@snibientes aquaticos (Rey,
1973; Adler, 1994), ocupando, principalmente, cealas ou corredeiras e saidas de
barragens. Esses habitats podem ser classificanio® ¢ixos (cOrregos permanentes) e
temporarios (s6 existem em determinada época dp(Bnicefio-lragorry, 1943). Os adultos
de Simuliidae tém habitat terrestre. Os habitatsatieps sdo selecionados pela fémea, de
acordo com as condic¢des fisico-quimicas dos criadopara 0 acasalamento e ovoposi¢céo

(Hamada e McCreadie, 1999; Hamada e Adler, 2001).

As larvas séo principalmente filtradoras ndo sedsti alimentando-se de matéria
organica particulada fina, compreendendo organismlancténicos, perifiticos e até

microinvertebrados (Alencaet al, 2001). Os machos adultos alimentam-se de néetar



flores ou seiva de plantas (Ruas Netal, 1984; Neves, 1991), enquanto as fémeas adultas,

sdo hematofagas, necessitando de sangue para oramacnto dos ovos (Cunha, 2001).

A atividade hematofagica das fémeas de Simuliidaeaézada principalmente
durante o dia, embora algumas espécies, de acoma@s condicdes ambientais, possam ter
atividade bimodais, apresentando um pico de atigdhurante o periodo da manha e outro no

periodo da tarde (Py-Danief al, 1999).

As formas imaturas dos Simuliidae sdo abundantesonaunidade de insetos
aquaticos sendo importante na dieta alimentar deo®wrganismos, contribuindo para o
fluxo de matéria organica na rede alimentar deagsuisrmas jovens de insetos e também na
dieta de peixes (Burton e McRae, 1972; Ruas Netl, 1984; Adler, 1994; Alencaet al,
1999; Andradeet al, 2000). Além disso, podem ser utilizados comanbicadoras da
qualidade de agua, pois algumas espécies sadoisegcatambientes poluidos (Adler, 1994).

Os adultos de algumas espécies sdo de grandess#esécio-econémico, pois
guando em alta densidade podem causar sérios zm®juiPara as pessoas sensivéis as
picadas, podem induzir uma resposta alérgica,nmaft@io da pele, nduseas, cefaléia e febre
(Molloy, 1990). Infeccédo bacteriana localizada poderrer apds as pessoas cogcarem areas
picadas (Fig. 3a e 3b). Em areas agricolas ahbitadancia de Simuliidae reduz a qualidade
do trabalho, prejudicando a produtividade dos tretolores rurais (Souza, 1984; Adler e
Mason, 1997) e a producéo de alimentos de impaaauamercial, devido ao incObmodo que
causam aos animais durante a alimentacdo provocatrdss” nos mesmos (Campos-Gaona
e Andrade, 1999). Na industria turistica, a altanaldncia desses insetos impede o acesso a
areas gue poderiam ser exploradas economicamenitesypas picadas causam incomodos

(Aratjo-Coutinhoet al, 1988). Na area veterinaria, a importancia dosuléifeos esta



relacionada a transmissao de protozodrios e Blagme podem causar mortalidade em
grandes populacdes de aves, prejudicando a producao

No entanto, a maior relevancia desses insetogalationada a salde, pois sendo
as fémeas hematéfagas, sdo vetores e hospedeiropotmncial de virus, bactérias,
protozoarios e helmintos (Hamada, 1993; Adler, 19%dgumas espécies sdo vetores de
filarias comoMansonella ozzardManson, 1897, causadora da Mansonelosenehocerca
volvulus Leuckart, 1983, nematdide parasita de humanos daresm da Oncocercose

(Marcondes, 2001), doenca popularmente conheciti@ cegueira dos rios (Cunha, 2001).

Figura 3— a) Danos causados por adulto$dpertinaxem perna de crianca (oito anos) na
Balsa do rio Abuna/RO; b) Visdo proxima da picad&dpertinax Fonte: Pereira,

E.S.



Por serem as larvas de Simuliidae filtradoras mdetisas, alimentam-se também
de microrganismos como bactérias (Fredeen, 1963).

As bactérias sdo encontradas em diversos nichespgeenhando um importante
papel ecologico g.g. Moretti, 2003), dentre o qual pode se citar otefg@atogénico de
algumas espécies a diversos insetos (Bulla-Jr.,5)19Bactérias entomopatogénicas,
principalmente, da familia Bacillaceae do gén&acillus vem assumindo importancia
relevante em programas de controle biologico detassvetores e pragas agricolas.

Dentre as bactérias entomopatogénicas esporulaB@sl|lus thuringiensis
Berliner € a mais estudadas (Fig. 4a). Essas bactériasgmossopla distribuicdo, sendo
encontradas em ambientes terrestres e aquaticasir®ea Travers, 1989) e caraterizam-se
pela producdo de um cristal protéico (Fig. 4b) @g@o toxica para insetds. thuringiensis
sorotipo H-14 foi isolado de amostras coletadaseatdouros em Israel (de Barjac, 1978),
toxico as espécies de Culicidae e Simuliidae (Regal, 2001) e tem sido empregado em
programas de controle no oeste da Africa e Améasul (Regist al, 2000). No Brasil,
tem sido utilizado, sobretudo na regidao Sudestellep&a controle d&imullium pertinax
Kollar (Andrade e Branco Jr., 1991; Rabinovitthal, 2000; Regi®t al, 2000; Cavadost

al.,, 2001), tendo substituido com vantagens os uidai quimicos e diminuindo

consequentemente 0s impactos causados por estes.

eletrénica de varredura d@. thuringiensismostrando: (c) cristais; (e) esporo.
Fonte: EMBRAPA/CENARGEN.



As técnicas de biologia molecular tém facilitado egecucdo de estudos
filogenéticos de muitas populacdes de Dipteradamo Culicidae, Simuliidae e Tephritidae.
Para auxiliar os estudos entomologicos, muitos atkim@s moleculares estdo disponiveis
(e.g.Post e Flook, 1992; Wilson e Post, 1994; Tangl, 1995; Flook e Post, 1997; Dumas
et al, 1998; Davie®t al, 2000; Conret al, 2001; Duefast al, 2002; Morales-Hojast al.,
2002).

O DNA mitocondrial tem sido amplamente estudadca pasolver problemas
principlamente de sistematica, filogenia e estautpopulacional em varios grupos de
organismos. Este possui varios genes codificghtegdale e Lushai, 1998), dentre os quais
o gene Citocromo Oxidase subunidade | tem sido amghte empregado para estudos com
Simuliidae com intuito de diferenciar principlamemispécies cripticas ou grupos de espécies
de interesse econdmico.

Na Africa, estudos tém sido relatados para o grdpoespéciesSimulium
damnosunprincipal vetor de oncocercose na Africa (Higatzal, 2000; Krueger e Hennings,
2006). Pruest al. (2000), utilizaram o gene Citocromo Oxidase [IRMA mitocondrial para
inferir relacdes filogenéticas entre espécies deulidae em diferentes niveis taxonémicos e
espécies—irmas. Problemas filogenéticos tambéramforesolvidos para populacdes de
Simuliidae da Tailandia (Phayuhaseet al 2010). Esta ferramenta tem sido bastante
empregada em andlises filogenéticas de gruposmodxi Dayet al. (2008) por meio do gene
Citocromo Oxidase | conseguiram diferenciar doigfaigpos larvas deSimulium reptans
(Linnaeus) na Gréa-Bretanha, uma espécie tipica & wanedadeS. reptansvar. galeratum
gue existiam simpatricamente. Na regido Nearticeer® e Currie (2009) utilizaram esta
mesma ferramenta para criar um perfil de 65 espédistintas morfologicamente e de

espécies irmas.



O gene COX | tem mostrado ser uma ferramenta @ik pesolver questbes
principalmente de grupos de espécies irmas quepodem ser diferenciadas em todos os

estagios.

1.1 Justificativa

A importancia econémica e epidemioldgica de espétaefamilia Simuliidae tem
estimulado estudos em muitas areas como a taxon@uidogia, manejo, citogenética e

biologia molecular (Crosskey, 1990).

Simulium pertinaxKollar é considerado uma praga de grande impdganc
econbmica em varias regides do Brasil (Mardihal, 2000; Regist al, 2000; Campos e
Andrade, 2002). O controle deste inseto tem sidtizaelo com a utilizagcdo de inseticidas
sintéticos ou biolarvicidas (Mardimt al., 2000; Campogt al., 2001; Campos & Andrade,
2002; Araujo-Coutinhet al, 2003; Cavadost al, 2004 e 2005). Nas regifes Sudeste e Sul
do Brasil o controle d8. pertinaxt bastante complexo, pois muitas populacdes afeeaen
resisténcia aos inseticidas sintéticos (Ruas NE384; Mardiniet al., 2000; Campos &
Andrade, 2002). Porém, com os métodos de contl@mativos, como o uso de biolarvicida

(Bti), a densidade populacional de simulideos diminasiregides em foco.

No entanto, existem poucos produtos utilizados coiadenente nos programas de
controle biologico visto sua indisponibilidade n@ncado nacional e o seu alto custo de
importacdo. Uma das alternativas para contorna pstblema é o desenvolvimento de
produtos nacionais, que possam reduzir os custasdeiros, facilitando sua acessibilidade

aos agricultores ou 6rgaos de saude publica.



Nesse sentido, a identificacdo de novas estirpegelnas é um passo
fundamental no processo. Diversos grupos de pestpriss, em diversas partes do mundo,
buscam novas estirpes promissoras.

Simulium pertinaxé a espécie que afeta em maior proporcdo as pdesla
humanas e as criacdes de animais. Entender osegatieddispersao para mapear 0s principais
criadouros € importante para o desenvolvimentosttatégias efetivas de controle, visto que a

principal forma de controle desses insetos vidaab#tats das formas imaturas.

O conhecimento da estrutura genética populaciodal,fluxo génico entre
populacdes e a busca de uma identificacdo maislaagéo ferramentas importantes no
combate aS. pertinax Até hoje, poucos estudos utilizaram métodos nudees para
investigar a variabilidade genética intra e intgpydacional para esta espécie.

Neste estudo analises moleculares sobre popul@gdespéciés. pertinaxforam
realizadas fornecendo subsidios para melhor comgéieeda variabilidade genética intra e
inter populacional por meio do gene Citocromo Osgé&laubunidade I. E, ainda realizou-se
uma ampla amostragem de solos no municipio de Mar@m o objetivo de isolar, identificar
e caracterizar estirpes toxicas para espécies melilBiae de interesse econémico. Estas
estirpes poderéo ser utilizadas como base paraemdalvimento de produtos para programas
de controle biol6gico no Brasil, proporcionando umalhor qualidade de vida aos moradores

das regiées em foco ou em areas turisticas.



[I- OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais
Identificar as diferentes espéciesSImuliumpresentes na regido do Centro-oeste,
determinar a variabilidade genética de populac@&eS. gertinaxe selecionar estirpes e
thuringiensistdxicas a Simuliidae e analisar a toxicidade aegbnas isoladas.
2.2 Objetivos especificos
* Inventariar e obter informacbes sobre as espécessithulideos (Diptera:
Simuliidae) ocorrentes no Distrito Federal e emualgs localidades no seu
entorno, no estado de Goias, assim como fornecer eclmave para identificar
espécies da regido baseada em caracteristicasd dgorés;
* Determinar a variabilidade genética de diferentepufacfes deS. pertinax
provenientes de varios Estados brasileiros por meiGene Citocromo Oxidase |
(COI) do DNA mitocondrial;
* Isolar e identificarB. thuringiensisa partir de amostras de solo da cidade de
Manaus, Amazonia Central;
» Selecionar estirpes d@ thuringiensigatogénicas as larvas de Simuliidae;
» Caracterizar os aspectos morfoldgicos, bioquimécomleculares as estirpesBle
thuringiensistéxicas obtidas;
» Testar a susceptibilidade de estirpesBtigegathesare Bt medelindo banco de
bactérias do Cenargen/Embrapa.
» Testar a susceptibilidade de Simuliidae a toxinas €€Cyt deB. thuringiensis

israelensis



CAPITULO |

Distribuicdo e chave de identificacdo de pupas desmecies de Simuliidae
(Diptera) ocorrentes no Distrito Federal e alguma$ocalidades no estado de

Goias, Brasil

1. Resumo

Com o objetivo de inventariar e obter informac@aws s as espécies de simulideos
(Diptera: Simuliidae) ocorrentes no Distrito Fedleram algumas localidades no seu entorno,
no estado de Goias foram amostradas larvas cotetada/1 cursos d'agua. Uma chave para
identificar as espécies ocorrentes nessa regi&ealda em pupas, foi elaborada para subsidiar
estudos ecologicos e programas de controle populaicide espécies de Simuliidae
antropofilicas, quando necessario. Para difererespécies préoximas, morfologicamente
similares no estagio pupal, foram avaliados carestde larvas e/ou de fémeas. Foi coletado
um total de 22 espécieSimulium dekeysers. pertinax S. serranumsS. spinibranchiums.
subpallidum S. dinellii S. brachycladumS. lobatoj S. rubrithorax S. botulibranchiums.
inaequale S. rappaeS. subnigrumS. exiguumsS. anamariagS. jujuyensgS. ochraceuS.
lutzianum S. perflavumsS. rorotaensgS. hirtipupa S. nigrimanumDe todas as espécies ja
registratadas para o Goias e para o Distrito Fed&a incrustatum S. travassqi S.
cuasiexiguums. siolii, S. minusculumS. guianense S. scutistriaturmao estavam presentes
no presente estudo. Como resultado do inventéai@zaelo 10 espécies foram registradas pela
primeira vez, na area de estu@sgerranus, Sdinellii, S. brachycladum, ®otulibranchium,

S. anamariae, S. ochraceu,lutzianumS. perflavumsS.rorotaensee S. hirtipupa).



11

Palavras- chave borrachudo, insetos aquaticos, inventario, rie®reegos do Centro-Oeste,

taxonomia.

2. Abstract

In order to identify species of blackfly (Dipter&imuliidae) occurring in the
Federal District and in some localities in its sumdings, at state of Goias, insect samples
were collected in 71 rivers. A key to identify tepecies occurring in this region, based on
pupae, was prepared to support ecological studiépapulation control programs for species
of anthropophilic Simuliidae. To distinguish betweelosely related species that are
morphologically similar in the pupal stage, chagestof larvae and/or females were
evaluated. A total of 22 species were collec&ichulium dekeysers. pertinaxS. serranum
S. spinibranchiumS. subpallidumS. dinellii S. brachycladuS. lobatoj S. rubrithorax S.
botulibranchium S. inaequale S. rappae S. subnigrum S. exiguum S. anamariag S.
jujuyense S. ochraceum S. lutzianum S. perflavum S. rorotaense S. hirtipupa S.
nigrimanum Of all the species already described presentdras$Gand Distrito Federa§.
incrustatum S. travassqi S. cuasiexiguumsS. siolii, S. minusculum guianensee S.
scutistriatumwere not present in this study. As a result ofeimtery held 10 species were
recorded for the first time in the study aré&a ferranus, Sdinellii, S. brachycladum, S.
botulibranchium, S. anamariae, S. ochrace@n|utzianumsS. perflavumsS. rorotaensee S.
hirtipupa).
Key-words: aquatic insects, black fly, inventory, rivers ariceams of the midwest, Brazil,

taxonomy.
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3. Introducéo

A familia Simuliidae possui ampla distribuicdo gediga e por sua importancia
médico-veterinaria e econémica tem estimulado rawesiudos de ecologia, biologia, manejo,
controle quimico ou bioldgico, citogenética e deoteomia (e.g. Crosskey, 1990; Mardeti
al., 2000; Py-Daniekt al, 2000; Campos & Andrade, 2002; Hamaataal, 2002; Alvan-
Aguilar et al, 2005; Pepinelliet al, 2005; Medeiroset al, 2006; Hamadat al, 2010;
Figueird e Gil-Azevedo, 2010).

Ha no mundo, aproximadamente 2100 espécies de ifias)ldestas, 338 (16%)
estdo presentes na regido Neotropical e 94 no Brasil §Adt Crosskey, 2010). O
conhecimento sobre a distribuicdo de espéciesule habitats é importante para entender
padrées de diversidade e riqueza e, no caso deiesmie importancia médico-veterinaria e
econdmica é essencial para subsidiar programasodigole das espécies associadas ao
problema. Informacfes dessa natureza podem dinonuso de recursos financeiros, uma
vez que as acgles de controle, que no caso de BiasuBao direcionadas para os criadouros

dos imaturos, podem ser concentradas nas espégies-a

Embora haja na literatura registros de ocorréncidescricdo de espécies de
Simuliidae para a regido do Centro-Oeste do Bi@sg. Coscardn, 1981; Shelley e Py-
Daniel, 1981; Py-Daniel, 1987; Shelleyal, 2001; Luna-Dia®t al, 2004; Hernandéet al,
2008), ndo ha ainda chave taxon6mica disponivel Entificar as espécies ocorrentes nos

cursos d'agua nessa area, sendo esta util paralentidicacdo mais rapida desses insetos.

Os objetivos do presente estudo foram inventariabter informagdes sobre as
espécies de simulideos (Diptera: Simuliidae) otwes no Distrito Federal e em algumas
localidades no seu entorno, no estado de Goiasn assmno elaborar uma chave para

identificar espécies da regido, fornecendo subsioiwa estudos ecoldgicos e para programas
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de controle populacional de espécies de importanéidico-veterinaria e econémica, na area

de estudo.

4. Material e Métodos

As coletas dos imaturos de Simuliidae para confedgéchave dicotdmica foram
realizadas em algumas cidades satélites do Digteitieral e em alguns municipios de Goias
nos anos de 2003, 2007, 2008 e 2009, na regidod=@seste do Brasil, com predominio da
vegetacdo do Cerrado (Anexo 1) (Figs. 1 e 2).

As coordenadas geograficas dos pontos de coledmfoegistradas com o GPS
(GPSMAP 76S- GARMIN).

Larvas e pupas de Simuliidae foram coletadas nderedites substratos
disponiveis, tanto naturais (e.g. folhas decidi@bas da vegetacdo marginal e macrofitas
submersas, galhos, rochas e leito rochoso) quamtoduzidos pelo homem (e.g. sacolas
plasticas e roupas) (Fig. 2). A coleta foi realeg@or meio de catacdo direta, com auxilio de
uma pinca entomoldgica e os espécimes foram fixado®tanol absoluto. Algumas pupas
faradas (adulto envolto pela cuticula da pupa)rfon@antidas em tubos de polipropileno com
papel filtro imido até a emergéncia do adulto. &mala chave de identificacdo seja para
pupas, algumas estruturas de larvas como a capsidlica e o pronoto dos adultos foram
ilustradas, pois foram utilizadas para auxiliadantificacdo especifica. Para identificacdo
das pupas, caracteres como o casulo e os filameraoguiais foram utilizados.

Alguns adultos foram desidratados, de acordo cometodologia de Sabroski
(1966) e, montados a seco em alfinetes entomolggiaca visualizacdo de alguns caracteres
do térax. As espécies foram identificadas por ndsoliteratura especializada incluindo

trabalhos de descricdo de espécies, catdlagos egmtros de ocorréncias e chaves
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taxondmicas de outras localidades abrangendo aordgeotropical (e.g. Coscaron, 1981,
1987; Shelley e Py- Daniel, 1981; Maia-Herzegal, 1985; Hamada e Fouque, 2001;
Hamada e Adler, 2001; Hamada e Grillet, 2001; Haneadal, 2003, 2006; Gil-Azevedet
al., 2004; Luna-Diagt al, 2004; Gil-Azevedet al, 2005; Py-Daniett al,, 2005; Hernandez
et al, 2007, 2007; Hernandé# al, 2008). Todo o material identificado foi revisaplela
taxonomista de Simuliidae do Laboratorio de Insépgaticos/INPA-Manaus, AM.

As figuras que compdem a chave de identificacdanfoobtidas por meio de um
microscopio estereoscopio Leica M165C, conectadamaequipamento de aquisicdo de
imagem digital e um microcomputador, utilizando mgrama de auto-montagem Leica,
Aplicativo Suite V3. Estruturas menores foram fotdgdas sob um microscopio Optico
Olympus BX 51, com uma camera Olympus com sisteenagaiisicao digital modelo DP 72
utilizando o programa Cell D. Todos os espécimemtiicados foram depositados na
Colecao de Invertebrados do Instituto Nacional degBisas da Amazonia-INPA, Manaus-

AM/ Brasil.
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Figura 2- Principais tipos de habitats e substrd®salgumas localidades em que larvas
de Simuliidae (Diptera: Nematocera) foram coletadasDistrito Federal e
Goias. 1) Rio Cabano, Fazenda Saco; 2) Ponte Sigema/DF; 3) Morro da
Cruz/Sao Sebastido/ DF; 4) Rio Maranh&o/ Bacia idoTRcantins-DF 180; 5)
Rio Cocal/GO; 6) Rio Parana, proximo a “Jodo Cdrmapa’/GO 440; 7)
Cachoeira do ltiquira- Br020/GO; 8) Corrego do UruiMansdes do Lago
Norte/ DF; 9) rio S&o Bartolomeu/ DF 250; 10) CgoeSantos Dumont/
DF130-Planaltina; 11) Rio Lambaris/GO; 12) Rio Mabegira/ GO; 13)
Corrego DVO/DF-Planaltina; 14) Corrego da Rajadinb& 130; 15) Rio
Descoberto Fazenda Jibdia/ DF-130; 16) Corrego Sdma@/ DF180; 17)
Corrego Libéreo/ GO 118; 18) Corrego Roncador/ G@;119) Corrego das
Branca I/ GO 118; 20) Cérrego Vereda Grande/ DFE. 2@bCérrego Pipiripau/
DF230; 22) Coérrego Bananal/ Br020; 23) Corrego dwtdl Br020; 24)
Corrego da Palma/ DF205; 25) Cérrego Santana/ DFPA) Corrego
Lamardo/ DF125; 27) Embrapa Hortalicas/DF; 28) €gordas Lajes/ DF290;

29) Coérrego Rodeador/DF 430; 30) Brazilandia-Bras/GF.
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Resultados e Discusséo

Foram amostrados 71 cursos d'agua no Distrito Bedenas localidades amostradas
em Goias, onde foram coletadas 22 espécies (Angxpettencentes a oito subgéneros de
Simuliidae. As seguintes espécies foram coletadasDistrito Federal e GoiasSimulium
(Chirostilbia) dekeyseriShelley & Py-Daniel, 1981Simulium (Chirostilbia) pertinax Kollar,
1832; Simulium(Chirostilbia) serranusCoscaron, 1981Simulium(Chirostilbia) spinibranchium
Lutz, 1910;Simulium(C.) subpallidumLutz, 1910;Simulium(Ectemnaspisdinellii (Joan, 1912);
Simulium (Hemicnetha brachycladumLutz & Pinto 1932;Simulium (H.) lobatoi Luna Dias,
Hernandez, Maia-Herzog & Shelley, 200&imulium (H.) rubrithorax Lutz, 1909; Simulium
(Inaequalium botulibranchiumLutz, 1910;Simulium(l.) inaequale(Paterson & Shannon, 1927);
Simulium (I.) rappae Py-Daniel & Coscaron, 1982Simulium (l.) subnigrum Lutz, 1910;
Simulium (Notoleprig exiguum Rouband, 1906;Simulium (Psaroniocompsa anamariae
Vulcano, 1962;Simulium (P.) jujuyensePaterson & Shannon, 192%jmulium (Ectemnaspis
ochraceum Walker, 1861;Simulium (E.) lutzianum Pinto, 1931; Simulium (E.) perflavum
Roubaud, 1906Simulium (E.) rorotaenseFloch & Abonnenc, 1946Simulium (Thyrsopelma
hirtipupa Lutz, 1910 eSimulium(Trichodagmid nigrimanumMacquart, 1838. As espéci8s
serranus S. lobatoj S. rappaeS. exiguums. rorotaense S. hirtipupando foram coletadas no
Distrito Federal. Somente as espé@edrachycladune S. ochraceunmdo foram coletadas no
estado de Goias. As espéci®s subpallidum(49,3%), S. jujuyense(49,3%) eS. subnigrum
(46,5%) foram as que apresentaram as maiores freiqgéde ocorréncia (Tab. 1). As espéfies
dinelli, S. brachycladumsS. ochraceune S. rorotaenses6 ocorreram em um dos 71 locais

amostrados (Tab. 1).
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Para separar espécies muito similares no estagial pioi necesséario analisar

caracteristicas de outros estagios de desenvoltonflanva e/ou adulto).

Tabela 1- Espécies de Simuliidae coletadas em @dlidades no Distrito Federal e areas no
entorno no estado de Goias, numero de locais emoqageram, frequéncia de

ocorréncia (%).

Espécies Frequéncia (%)
S. jujuyense 35 (@9,3)
S. subpallidum 35 (@9,3)
S. subnigrum 33 (@6,5)
S. pertinax 21 (29,6)
S. inaequale 17 @3,9)
S. lutzianum 16 2,5)
S. nigrimanum 14 (19,7)
S. dekeyseri 11 (15,5)
S. spinibranchium 11 (15,5)
S. perflavum 8 (11,3)
S .rubrithorax 7 (9,9
S. anamariae 6 (8,5)
S. lobatoi 6 (8,5)
S. rappae 6 (8,5)
S. botulibranchium 3@.2)
S. exiguum 3@.2)
S. serranum 2 (2,8)
S. hirtipupa 2 (2,8)
S. brachycladum 14
S. dinellii 114
S. ochraceum 14
S. rorotaense 14

Seguem abaixo informacgfes sobre as espécies o area de estudo, estas sado

apresentadas de acordo com suas frequéncias dératar

Simulium (P.) jujuyense (Fig. 3). Esta espécie, assim coBwosubpallidumfoi a que apresentou

maior frequéncia de ocorréncia na area amostrasl&a¥%@ (Tab. 1). Ela ja havia sido registrada
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anteriormente na area de estudo (Adler e CrossB&)2Esta espécie co-ocorreu com a maioria
das espécies amostradas no presente estudo, &cstoranusS. dinellj S. brachycladune S.
rorotaense Quanto ao habito alimentar, as fémeas sédo aitanamtropofilicas (Hernandéz al,
2007). Registrou-se no presente estudo essa espé@ciatividade de antropofilia em alguns

lugares.

Simulium (C.) subpallidum- (Fig. 4). Esta espécigpresentou frequéncia de ocorréncia de 35%,
na area de estudo e, apresenta ampla distribua&vasil (Adler e Crosskey, 2010). A forma de
bifurcacédo dos filamentos branquiais das pupataéahte varidvel e, algumas vezes, confude-se
comsS. exiguum Para diferenciar essas duas espécies € neoessaminar a capsula cefalica das
larvas,S. subpallidunapresenta, em vista dorsal, mancha estreita,a&doeim caracteristica (Fig.
4) enquanto que a larva 8e exiguumnmao possui pigmentagéo na capsula cefalica, em digsal
(Fig. 19). Simulium subpalliduniTab 1 e Anexo 1) também ocorreu em uma ampladade de
corregos. No presente estudo, esta espécie cceacoom a maioria das espécies coletadas,

exceto,S. ochraceuns. rorotaense S. hirtipupa(Anexo 1).

Simulium (1.) subnigrum (Fig. 5). Esta espécie ja havia sido registradarenmmente na area de
estudo (Adler e Crosskey, 2010) e, ocorreu com tm@guéncia de 33% (Tab. 1) na éarea
amostrada. Ela foi coletada em corregos de dedssato ou semi-aberto, com leito contendo
cascalho ou argiloso. Esta espécie co-ocorreu comiaria das espécies da regido, excéto,
dinelli, S. brachycladunts. exiguune S. hirtipupa(Anexo 1). Ha registros de hematofagia desta
espécie em humanos no estado de Sdo Paulo e aamfilicavalos (Hernandet al, 2007;

Pepinelliet al, 2003).
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Simulium (C.) pertinax (Fig. 6). Esta espécie apresentou frequéncia deé@wia de 29,6% e,
sua distribuicdo esta de acordo com Adler e Crosg@10). Esta espécie foi coletada tanto em
ambientes de mata quanto em ambientes modificadlms lppmem, estando de acordo com
relatos existentes na literatura, de que ela teme foabilidade para se adaptar em diferentes
ambientes (e.g. Branco-Jr. e Andrade, 1992). Bgiéoge co-ocorreu com a maioria das espécies
coletadas, excet8&. serranusS. dinelli S. brachycladumS. ochraceune S rorotaense As
fémeas sdo altamente antropofilicas e, por essg éatuma das espécies que mais causa
problemas em areas de agricultura e turismo n@oegjl e sudeste do Brasil (Mardeti al,
2000; Campos e Andrade, 2002).

Simulium (1.) inaequale (Fig. 7). Esta espécie ja havia sido registradaremmente na area de
estudo (Adler e Crosskey, 2010) e, apresentou tegaé&ncia de 23,9% nos cérregos amostrados
(Tab. 1). Ela foi coletada principalmente sobréndsl deciduas ao longo do leito, concordando
com algumas observacdes da literatura (e.g. Cas@brias, 2007). Esta espécie co-ocorreu
com S.dekeyseriS. pertinaxS. spinibranchiumS. botulibranchiumS. rappaeS. subnigrums.
anamariag S. auripellitum, S.ochraceum, S. lutzianum, Slgearm e S. nigrimanurfAnexo 1).

As fémeas desta espécie podem ser antropofilicasafilicas (e.g. Coscaron, 1991; Shel&ty

al., 2004; Coscaron e Arias, 2007).

Simulium (E.) lutzanum (Fig. 8). Esta espécie é registrada pela primedzana regido Centro-
Oeste, com uma frequéncia de ocorréncia de 22,58. (I). Os coOrregos nos quais ela foi
coletada apresentavam, geralmente, dossel feclkado/eito do rio com solo argiloso, misto
(argiloso ou encascalhado) ou em forma de laje. (Eigg Anexo 1). Os espécimes foram
coletados sobre substrato (folhas submersas) ddagép marginal. Esta espécie co-ocorreu com

S. pertinaxS. serranumS. spinibranchiumS. subpallidumsS. rubrithorax S. botulibranchium
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S. inaequalgeS. rappaeS. subnigrumS. exiguumS. anamariagS. auripellitume S. nigrimanum
(Anexo 1).

Simulium (T.) nigrimanum (Fig. 9). Esta espécie ja havia sido registradaremmente na area
de estudo (Adler e Crosskey, 2010). Foi coletadacémegos com dossel aberto, com pouca
profundidade e leito com solo argiloso ou rochoEta co-ocorreu cor8. pertinaxS. serranum

S. spinibranchium S. subpallidum S. lobatoi, S. rubrithorax S. inaequale S. rappae S.
subnigrum S. exiguums. anamariaeS. auripellitume S. lutzianun(Anexo 1). As fémeas séo
antropofilicas (Coscaron e Arias, 2007).

Simulium (C.) dekeyseri (Fig. 10). Esta espécie ocorreu com uma frequéieid5,5% e, sua
distribuicdo esta de acordo com Adler e Crossk8$@p Possui grande similaridade morfologica
com a espéci&. pertinaxno estagio de pupa. De acordo com Shelley e PyeD@r981)S.
dekeyseripode ser encontrada principalmente em aguas lingmdse vegetacdo emergente e,
suas fémeas sao zoofilicas. No presente estBddekeyserico-ocorreu com a maioria das
espécies excet&. serranumsS. exiguumsS.ochraceunS. rorotaense S. nigrimanum.

Simulium (C.) spinibranchium (Fig. 11). Esta espécie ocorreu em 15,5% dos auias
amostrados e, sua ocorréncia na area de estudwigh $ido registrada anteriormente (Adler e
Crosskey, 2010). Larvas e pupas foram coletadasoeregos de dossel aberto, com leito rochoso
com pouca profundidade, caracteristicas similaéedigviam sido citadas, anteriormente, na
literatura (Coscardon, 1991, Coscarén e Arias, 2000 entanto, esta espécie foi coletada,
também, em um cOrrego altamente impactado (Anexuifero 42), que recebe aguas do lago
Veredinha, na cidade satélite de Brazlandia, D& {FiTab. 1 e Anexo 1). No presente estudo esta
espécie co-ocorreu cors. dekeyseriS. pertinax S. spinibranchium S. subpallidum S.

brachycladum S. lobatoj S. rubrithorax S. botulibranchium S. inaequale S. rappae S.
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subnigrum S. auripellitum S. lutzianumsS. hirtipupae S. nigrimanun(Anexo 1). Fémeas foram
capturadas em atividade de antropofilia, durameahbzacao do trabalho de campo, corroborando

com outros relatos na literatura (Hernaneeal.,, 2007).

Simulium (E.) perflavum (Fig. 12). Esta espécie € registrada pela primeirane Distrito Federal

e, com uma frequéncia de ocorréncia de 11% naasnestrada (Tab. 1). Larvas e pupas foram
coletadas em corregos com ambientes abertos. édene estudo, alguns pontos de coleta foram
realizados debaixo de pontes ao longo da rodovieDBRonde os espécimes foram coletados
geralmente em tufos de folhas verdes presentesimdu leito dos cérregos. No ponto de coleta
de numero 2 foram coletados em sacos plasticoa. ésgtecie co-ocorreu cos dekeyseriS.

pertinax S. anamariae &. jujuyenséAnexo 1).

Simulium (H.) rubrithorax (Fig. 13). No presente estudo esta espécie énagpspela primeira
vez no Distrito Federal, sua ocorréncia em Goidsjda sido observada anteriormente (Adler e
Crosskey, 2010). Esta espécie ocorreu com umaéneip de 9,9% dos locais amostrados (Tab.
1). Larvas e pupas foram coletadas em cérregosdassel aberto, aderidas principalmente a
rochas e, muitas vezes em aglomerados grandesjpaitinente onde a correnteza da agua era
muito alta, corroborando informacdes ja existentetiteratura (e.g. Coscardn e Coscaron-Arias,
2007). Essa espécie co-ocorreu dnaekeysers. pertinaxS. spinibranchiumS. subpallidum

S. lobatoj S. botulibranchium, S. inaequal&. rappae S. subnigrum S. auripellitum S.
lutzianume S. nigrimanun{Anexo 1).

Simulium (P.) anamariae (Fig. 14). Esta espécie é registrada pela primgrmem Goids e no
Distrito Federal (Anexo 1), com frequéncia de oéocia de 8,5% (Tab. 1). Os exemplares dessa

espécie coletados na area de estudo apresentarardif@menca morfolégica no casulo da pupa,
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guando comparado com a descricdo original. Pupds. @namariaeapresentam, tipicamente,
uma projecao anterior no casulo, que se bifurcalteexlo em dois prolongamentos longos,
estreitos, na regido anterior. Os exemplares cetaa area de estudo apresentaram no maximo,
uma pequena bifurcacdo na regido anterior do casesoltando em uma aparéncia similar ao
casulo deSimulium brevifurcatuniutz. No entanto, essas duas espécies se diferenciam pela
disposicdo das bifurcacdes dos filamentos brargjuean S. brevifurcatumestas se localizam
proximo da base das branquias e, 8manamariagos ramos se bifurcam primeiro proximo da
base, dividindo-se a primeira dorsal de imediats esecundarias quase na metade da longitude
total do comprimento do filamento. Esta espécierreti em coOrregos com dossel aberto e
fechado, com leito argiloso e vegetacao riparistot@m areas pouco antropizadas até locais com
grande impacto (Anexo 1). Esta espécie co-ocameuS. dekeyserS. pertinaxS. serranums.
subpallidum S. inaequalg S. subnigrum S. auripellitum, S. ochraceum, S. lutzianum, S.

perflavum e S. nigrimanu(@nexo 1).

Simulium (H.) lobatoi (Fig. 15). Esta espécie ocorreu apenas no estadods, onde ja havia
sido registrada anteriormente (Adler e Crosskey,020com uma frequéncia de ocorréncia de
8,5% (Tab. 1). Esta espécie co-ocorreu c®rdekeyseriS. pertinax S. spinibranchiums.
subpallidum S. rubrithorax S. rappae S. subnigrum S. auripellitum S. hirtipupa e S.
nigrimanum (Anexo 1). O hébito alimentar at¢é o momento é pocenhecido, no entanto,
alguns espécimes foram coletados picando o0 homeMamGrosso (Luna-Diast al,, 2004).
Simulium (I.) rappae (Figs. 16 e 17). Esta espécie ocorreu em Goiéaa @resenca ja havia sido
registrada nessa area anteriormente (Adler e GrpssR010); apresentou frequéncia de

ocorréncia de 8,5% na area de estudo (Tab. 1)iadfms observadas na espessura e numero de
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bifurcagcbes dos filamentos branquiais das pupag. (EV) dessa espécie corroboram as
observacdes de Hernandetzal (2007), para a regido sudeste do Brasil. Pelodatovariacbes
nos filamentos braquiais serem grandes, com o rigeffilamentos variando de quatro a seis,
sugere-se que futuros estudos, incluindo analiseeassdmicas e moleculares sejam realizados
com o intuito de determinar se essas variagbeegeptam diferencas intrasespecificas ou
interespecificas. Os imaturos foram coletados émegos de dossel aberto, leito com solo
argiloso ou rochoso, sobre folhas deciduas, gahusvegetacao riparia (Fig. 2, Tab. 1 e Anexo
1) concordando com observacdes existentes natlitarée.g. Coscaron, 1991; Coscaron e Arias,
2007). Esta espécie co-ocorreu cBndekeysersS. pertinaxS. spinibranchiumS. subpallidum

S. lobatoj S. rubrithorax S. inaequaleS. subnigrumsS. auripellitum, S. lutzianum, S. hirtipupa e
S. nigrimanun{Anexo 1).

Simulium (I.) botulibranchium (Fig. 18). Esta espécie é registrada pela primamna regido
Centro-Oeste, ocorrendo no Distrito Federal e emass@nexo 1), com frequéncia de ocorréncia
de 4,2% (Tab. 1). Os cérregos ocupados por egtécee apresentavam dossel aberto, leito
variando de rochoso a argiloso, com vegetacaoiaigamacrofitas aquaticas. Os espécimes
estavam aderidos a folhas deciduas e, as folhasgdtacdo marginal. Esta espécie co-ocorreu
com S.dekeyseriS. pertinaxS. spinibranchiumS. subpallidumsS. rubrithorax S. inaequalgeS.
subnigrum S. auripellitume S. lutzianunfAnexo 1).

Simulium (N.) exiguum (Fig. 19). Esta espécie foi coletada apenas erdg;onde ja havia sido
registrada anteriomente (Adler e Crosskey, 20X}y uma frequéncia de ocorréncia de 4,2% na
area amostrada (Tab. 1). Imaturos foram coletedoso6rregos de dossel aberto com leito do
tipo cascalho, com pouca vegetacao lateral, salthad deciduas, macrofitas e folnas submersas

da vegetacdo marginal, em areas com alta correrist@mespécie co-ocorreu c@npertinaxs.
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subpallidum S. auripellitume S. lutzianum{Anexo 1). De acordo com a literatura, esta @spéc
pode ser antropofilica ou zoofilica, dependendestacdo do ano e distribuicdo (Shelley, 1988).
Sua distribuicdo inclui, aléem do Brasil, VenezueGplombia e Equador onde é vetor da
oncocercose (e.g. Coscaron, 1991).

Simulium (C.) serranus (Fig. 20). Esta espécie ocorreu em 2,8% dos c@sragwstrados. Neste
estudo, ela foi registrada pela primeira vez nadgsstde Goias, anteriormente, ela s6 havia sido
registrada nos estados de Minas Gerais, Mato Ge&am Paulo (Adler e Crosskey, 2010). Ela
ocorreu no rio Mangabeira, em Goias, que € umarnigol e de agua limpa, com as espesies
subpallidum S. subnigrumS. anamarigS. lutzianume S. nigrimanum(Anexo 1). De acordo
com a literatura, as fémeas na regido da ChapadaGilomardes, no Mato Grosso séo
antropofilicas e agressivas (Coscaron, 1991; Cés@Arias, 2007).

Simulium (T.) hirtipupa (Fig. 21). Esta espécie é registrada pela prima@rana regido Centro-
Oeste e, ocorreu com uma frequéncia de 2,8% naadmeatrada (Tab. 1). Esta espécie co-
ocorreu comS. pertinax S. spinibranchiure S. auripellitum O habito alimentar das fémeas é
desconhecido (Coscarén e Arias, 2007).

Simulium (H.) brachycladum (Fig. 22). Esta espécie € registrada pela primesana regido
Centro-Oeste, no Distrito Federal, e, apresentoa fnegyliéncia de ocorréncia de 1,4% (Tab. 1).
Este cdrrego possui dossel aberto e leito em lajge espécimes coletados estavam aderidos ao
leito rochoso ou em folhas secas e soltas. SegQGwodoaron e Arias (2007) estas ocorrem em
corregos de fundo rochoso e 4guas limpas. Estagavdancontrada ocorrendo com as esp&ies
spinibranchiume S. subpallidunfAnexo 1).

Simulium (E.) dinelli (Fig. 23). Esta espécie € registrada pela primgmna regido Centro-

Oeste, no estado de Goias, mas ocorreu em apenasramd'agua (Tab. 1). De acordo com
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Coscardn e Coscardn-Arias (2007), as principaiactaristicas dos cérregos onde esta espécie
ocorre sdo aguas claras, as vezes quentes e eonivalt de Fe, Su e Cl. Esta espécie co-ocorreu
comS. dekeyseriS. subpallidune S. subnigrunfAnexo 1). Segundo Coscaron (1991) as fémeas

sdo altamente antropofilicas mostrando preferéelas maos e rosto.

Simulium (P.) ochraceum (Fig. 24). Neste estudo, esta espécie é regispraldgprimeira vez na
regido Centro-Oeste (Tab. 1). Larvas e pupas fa@etadas em folhas deciduas, em areas com
pouca correnteza. Esta espécie co-ocorreu $oimaequaleS.subnigrum$S. anamariaee S.
auripellitum As fémeas d&. ochraceum s.5&o0 altamente antropofilicas nha América Central e
na regido do Alto Amazonas, no Brasil. No Equasloias ilhas Caribenhas séo principalmente
zoofilicas (Hernandéet al., 2007).

Simulium (E.) rorotaense (Fig. 25). Esta espécie é registrada pela prim&zana regido Centro-
Oeste, ela é caracteristica da regido Amazonicac@eon e Arias, 2007), porém de acordo com
Adler e Crosskey (2010) registrou-se também parstado de Minas Gerais. No presente
estudo, o corrego em gue ocorreu esta espéecid@uads claras, com pequenas cachoeiras. Esta
espécie co-ocorreu coB subnigrumAs fémeas sao antropofilicas e zoofilicas, sealtando

sobre o gado (Coscaron e Arias, 2007).
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Chave de identificacdo de pupas de espécies de Siidae (Diptera) ocorrentes no Distrito

Federal e algumas localidades no estado de Goiasasil.

osmm

chegando as vezes,
INflados.........ccevviiiiii s 2

a

1. Filamentos branquiais néo filiformes]’. Filamentos branquiais filiformes
inflados, ou com filamentos espessodelgados, com filamentos entre nimero
levemende 6 a mais de 20 ramos.................. 3....

botulibranchium

2. Filamentos branquiais inflados, com 3. Filamentos espessos chegando
a 4 ramificacoes ..........

Simulium

vezes a levemente inflados, com 4 a
FAMOS.....ccvvvvveernnennnns Simulium rappae

com 6 ou 12 filamentos. Se 6 ram
casulo sapatiforme.............ccceevvvvnnnn 4.

.mais ramos. Se 6 ramos, caspul
chineliforme .......coovvovi e, 5

rugosidades irregulares
brachycladum

4. Filamentos branquiais em nuamero
6 ramos; regido cefélica e toracica 1
cobertas por numerosas projec
cuticulares esclerotizadas; casulo S

Simulium
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hirtipupa
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3. Filamentos com &apices pontiagudd®. Filamentos com apices arredondado
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o

de. Filamentos branquiais em numero |de
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5. Filamentos branquiais com seiS’. Filamentos branquiais com oito

MAIS FTAMOS. . ceneeeeee e eeeeeeees 9.
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6. Filamentos branquiais ramificando-
proximo da base................ Simulium
inaequale

/

é

s&'. Filamentos branquiais ramificando-se
distantes da base............ccccevveveeeerindd .

7. Casulo com projecédo dorsal media

.......................... Simulium anamariae

1 mm

n@,. Casulo sem projecéo dorsal medigna,
na regido anterior, bifurcada ou n@oa regido anterior.............cceeeeeeennn. 8...]

8. Filamentos branquiais com regi
apical mamiliforme............. Simulium

subnigrum

A8’
apical ndo mamiliforme......Simulium
jujuyense

Filamentos branquiais com regia
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I®’. Filamentos branquias com mais
oito filamentos..............ccevvvvvvvnnn. 21
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10. Filamentos branquiais ramificand
se proximo da base

010'. Filamentos branquiais ramificand
.l.se a diferentes distancias da base.16.)..

11. Filamentos branquiais com ar
basal espessa, rigida, que se afinam
direcdo ao apice Simulium
spinibranchium

1 mm

edl’. Filamentos branquiais sem Aaf

basal espessa

12. Casulo chineliforme sem expansd
laterais

€®’. Casulo sapatiforme, se chineliforn
com expansoes laterais

13. Tricomas toracicos com 1 a 2 ram
Simulium perflavum

13'. Tricomas toracicos com 3 a
Simulium dindlli

14. Casulo com expans0es laterais b
evidentes Simulium ochraceum

e, expanso

2mm
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15. Casulo com projecdes anteriores
forma de alcas Simulium
rubrithorax

imm

ebd’. Casulo com projecdes anteriof
nao formando alc¢as.Simulium lobatoi

2mm

es

16. Filamentos branquiais do ran
dorsal ndo arqueados, casulo com tex
de feltro, borda anterig
espessa Simulium lutzianum

nd6’. Filamentos branquiais do ran
lwarsal arqueados,
rtextura de feltro..........ccceeeeeeeiiiiiiis 17

sem casulo ¢

N0
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1 mm

147’ Casulo com tramas do tecif

visivel

18. Filamentos branquiais tdo long
gquanto o comprimento lateral
casulo.......cccceeeennnn Simulium dekeyseri

088", Filamentos branquiais mais curt

lgue
casulo

o

Ho

comprimento lateral

............... Simulium pertin

A

| mm

ax

d

0S
(0]

19. Os trés filamentos dorsaid9’.

originando-se distantes da base o
ramificacao secundaria be
distinta............. Simulium subpallidum

Os

trés filamentos dorsad
aoniginando-se proximo da base, com
nbtronco basal curto, ramificacdo prima

quase imperceptivel..........ccc.oee...

is
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20. Filamentos branquiais dispostos
forma desordenada...Simulium
exiguum

o

d®)’. Filamentos branquiais dispost
aproximadamente em u
...................... Simulium serranus

21. Casulo com fenestras laterais,
regido anterior;
branquiais Simulium rorotaense

17 a 23 filament

rmdl’. Casulo sem fenestras laterais,
Dsegido anterior; 18 a 20 filament
branquiais Simulium nigrimanum

A seguir, sdo apresentadas pranchas contendoag@iss que caracterizam cada

espécie coletada durante o desenvolvimento detstdoesia area amostrada.
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Simulium (Psaroniocompsa) jujuyense Paterson & Shannon, 1927

PUPA

1 mm

Figura 3Simulium jujuyenséDiptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: a)avidorsal e; b)

lateral; c) filamentos branquiais com seis ramos.
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Simulium (Chirostilbia) subpallidum Lutz, 1910

1 mm

0,5 mm

0,5 mm

Figura 4 -Simulium subpallidun@Diptera: Simuliidae). Pupa: a) vista dorsal; tailateral; c)
filamentos branquiais com oito filamentos. Larvavista dorsal da capsula cefalica;

b) vista ventral da capsula cefalica com géanglioesofageano pigmentado e fenda

gular em forma de “U”.
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Simulium (Inaequalium) subnigrum Lutz,1910

2mm

Figura 5-Simulium subnigrungDiptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: a)avidbrsal e; b)

lateral; c) filamentos branquiais com seis ramos.
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Simulium (Chirostilbia) pertinax Kollar, 1832

c)

1 mm

0,5 mm

Figura 6-Simulium pertinaXDiptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: ajavdorsal; b) vista
lateral; c) filamentos branquiais com oito ramoarva: a) vista dorsal da capsula
cefalica, mostrando o padréo de pigmentacéao; kg ventral da capsula cefalica, com

ganglio subesofageano pigmentado e fenda gulanemafde “V” aberto.
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Simulium (Inaequalium) inaequale Paterson & Shannon, 1927

Figura 7-Simulium inaequaléDiptera: Simuliidae). Pupa, vista geral: a) vidtasal e; b) lateral;

c) filamentos branquiais com seis ramos.
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Simulium (Ectemnaspis) lutzianum Pinto, 1931

Figura 8- Simulium lutzianum(Diptera: Simuliidae). Pupa: a) vista lateral e; dyrsal; c)

filamentos branquiais com oito ramos. Casulo cottuta de feltro.
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Simulium (Trichodagmia) nigrimanum Macquart, 1838

2 mm

Figura 9 -Simulium nigrimanungDiptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: ajavigirsal e; b)

lateral da pupa; c) flamentos branquiais com hos
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Simulium (Chirostilbia) dekeyseri Shelley & Py-Daniel, 1981

0,5 mm
0,5 mm

Figura 10-Simulium dekeyse(Diptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: alaviborsal; b) vista
lateral; c) d) filamentos branquiais com oito ramasva: a) vista dorsal da capsula
cefalica, mostrando o padrdo de pigmentacdo; I vientral da capsula cefalica,
mostrando o ganglio subesofageano pigmentado eafgathr em forma de “V”
fechado.
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Simulium (Chirostilbia) spinibranchium Lutz, 1910

2 mm

Figura 11-Simulium spinibranchiuniDiptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: adaviateral;

b) vista dorsal; c) filamentos branquiais com o#mos.
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Simulium (Ectemnaspis) perflavum Roubaud, 1906

2 mm

2 mm

Figura 12-Simulium perflavun{Diptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: ajavdorsal e; b)

lateral; c) filamentos branquiais com oito ramos.
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Simulium (Hemicnetha) rubrithorax Lutz, 1909

Figura 13-Simulium rubrithorax(Diptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: ajavékorsal e; b)
lateral; c) detalhe da regido anterior do casufn, \asta lateral; d) filamentos
branquiais com oito ramos. Larva: a) vista dorsdd)eventral da capsula cefélica,

mostrando fenda gular em forma de “Y” em 180 °C.
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Simulium (Psaroniocompsa) anamariae Vulcano, 1962

PUPA

a)

Figura 14-Simulium anamaria€Diptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: a)aviateral e; b)
dorsal; c) flamentos branquiais com seis ramadetalhe anterior da vista dorsal do
casulo. Larva: a) detalhe da regiao distal do aledoom as papilas ventrais; b) vista

dorsal da capsula cefalica, mostrando o padrédgieeptacao.
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Simulium (Hemicnetha) lobatoi Luna Dias, Herndndez,
Maia-Herzog & Shelley, 2004

Figura 15-Simulium lobatoi(Diptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: ajavidorsal e; b)
lateral; c) filamentos branquiais com seis ramaavé: d) vista dorsal da capsula
cefélica; e) vista ventral da cpsula cefalica, trapslo ganglio subesofageano

levemente pigmentado.
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Simulium (Inaequalium) rappae Py-Daniel & Coscaron, 1982

PUPA

Figura 16-Simuliulm rappadDiptera: Simuliidae). Pupa — Goias/ Formosa:isjavdorsal e; b)
lateral; c) filamentos branquiais com seis ramasia§ Alto Paraiso. d) vista dorsal
e; e) lateral da pupa; f) filamentos branquiais oqumatro ramos. Larva: a) vista

dorsal e; b) ventral da capsula cefalica.
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Simulium (Inaequalium) rappae Py-Daniel & Coscaron, 1982

Figura 17- Variacdo no numero e forma dos filamet@nquiais dSimulium rappadéDiptera:
Simuliidae). a) e b) ponto de coleta de nUmeroGdias-Alto Paraiso; c) ponto de
coleta de numero 12, Goidas- Formosa; d) ponto detacale nimero 7, Goias-

Corumba; e) ponto de coleta de niumero 11, Goiasnésa.
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Simulium (Inaequalium) botulibranchium Lutz 1910

2 mm

2mm

LARVA a)

0,2 mm
0,2 mm

Figura 18-Simulium botulibranchiuniDiptera: Simuliidae). Pupa: a) vista dorsal elatgral; c)
filamentos branquiais. Larva: a) vista dorsal evbitral da capsula cefalica com

fenda gular pouco profunda.
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Simulium (Notolepria) exiguum Rouband, 1906

LARVA

Figura 19-Simulium exiguungDiptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: a)avidbrsal e; b)
lateral; c) flamentos branquiais com oito ramoarva: a) vista dorsal totalmente

despigmentada e; b) vista ventral da capsula cafali
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Simulium (Chirostilbia) serranus Coscaron, 1981

0,5 mm

Figura 20-Simulium serranugDiptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: ajavitorsal; b) vista

lateral; c) flamentos branquiais com oito ramos.
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Simulium (Thyrsopelma) hirtipupa Lutz, 1910

Figura 21-Simulium hirtipupa(Diptera: Simuliidae). Pupa: a) vista dorsal e;l&feral; c)
filamentos branquiais com doze ramos; d) vistardhtdo casulo com rugosidades

irregulares.
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Simulium (Hemicnetha) brachycladum Lutz & Pinto 1932

1 mm

Figura 22-Simulium brachycladuniDiptera: Simuliidae). Pupa, aspectos gerais:ilanéntos

branquiais com seis ramos; b) vista dorsal do oas) vista lateral do casulo.
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Simulium (Ectemnaspis) dinellii (Joan, 1912)

Figura 23-Simulium dinelli(Diptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: a)avidorsal; b) vista

lateral; c) filamentos branquiais com oito ramos.
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Simulium (Ectemnaspis) ochraceum Walker, 1861

2 mm

1 mm

Figura 24-Simulium ochraceuniDiptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: a)avidbrsal; b)
filamentos branquiais com oito ramos; c) vista dbrdo casulo, mostrando a

expansao lateral e d) vista lateral do casulo.
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Simulium (Ectemnaspis) rorotaense Floch & Abonnenc 1946

Figura 25-Simulium rorotaensé@iptera: Simuliidae). Pupa, aspecto geral: a)avigirsal e; b)
lateral; c) casulo sem a pupa, mostrando as aberta regido anterior, lateral do

casulo; d) filamentos branquiais.



CAPITULO Il

Variabilidade genética (intra e inter-populacional) de Simulium pertinax
(Diptera: Simuliidae) baseado no gene Citocromo Odase | do DNA

mitocondrial

1. Resumo

A importancia econdémica e epidemiolégica de espéde familia Simuliidae tem
estimulado estudos em muitas ar&isulium pertinaxe a espécie que afeta em maior propor¢cao
as populacdes humanas e as criagdes de animaissib Bs técnicas de biologia molecular tém
facilitado estudos de muitas populacdes de DiptBeaa auxiliar os estudos entomoldgicos,
marcadores moleculares estdo disponiveis. Dente mddemos citar o Citocromo Oxidase |
(CQl), gene presente no DNA mitocondrial. Este wespondendo perguntas principalmente
sobre estudos de filogenia, evolugéo, ecologian@ndica das populagcbes. O presente estudo
buscou determinar a variabilidade genética de ehtes populagdes dSimulium pertinax
provenientes de varios Estados brasileiros por meiGene Citocromo Oxidase | (COI) do DNA

mitocondrial, visando entender os padrdes de difpeatesta espécie.

Palavras-chave:Citocromo Oxidase |, DNAmt, Simuliidae, Variabidide Genética.
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2. Abstract

The epidemiological and economic importance of Egeof the family Simuliidae
has stimulated studies in many are@snlium pertinaxis one of the mainly important specie
because affects a greater proportion to human ptipons and animal breeding in Brazil.
Techniques of molecular biology have facilitateadsts of many populations of Diptera. To assist
entomological studies, molecular markers are abkElaAmong them we can cite the cytochrome
oxidase | (COIl) gene on mitochondrial DNA. This @smmainly answering questions about
studying phylogeny, evolution, ecology and popolatdynamics. The present study investigates
the population structure dbimulium pertinaxin some regions of Brazil by the Cytochrome

Oxidase | in order to understand patterns of d&gef this species.

Key-words: Cytochrome Oxidase |, DNAmt, Genetic Variabilityptaliidae.

3. Introducéo

Os simulideos (Diptera: Simuliidae) sé&o insetosgdende importancia econémica
tanto na area médica quanto na area veterirfaripertinaxé considerado uma praga e tem sido
objeto de estudo em varias regides brasileirasdiviaet al, 2000; Regi®t al, 2000; Campos e
Andrade, 2002). As fémeas por apresentarem halatoatbfago voraz tém causado seérios
incdBmodos ao homem e a outros animais, diminuindmducédo agricola e o turismo, atividade

de desenvolvimento econdmico de muitas regideddiras (Souza, 1984).

Técnicas de biologia molecular tém facilitado estugopulacionais de Diptera, tais

como Culicidae, Simulidae e Tephritidae (Berloch#&B84). Os trabalhos de mosquitos e
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simulideos enfatizam principalmente a discriminagiddentificacdo de espécies irmas de

importancia médica.

Para auxiliar os estudos entomolégicos, a biolag@ecular tem disponibilizado
alguns marcadores. Ambos, DNA e proteina, revohag@m o campo de estudo das diversas
areas da biologia apresentando-se como uma fertanmenauxilio aos estudos de filogenia,
evolucao, ecologia e dinamica das populacéags Rost e Flook, 1992; Wilson e Post, 1994; Tang
et al, 1995; Flook e Post, 1997; Dumeatsal, 1998; Loxdale e Lushai, 1998; Davigsal, 2000;

Connet al, 2001; Duefiast al, 2002; Morales-Hojast al, 2002; Dayet al., 2008).

Marcadores baseados no DNA total, rDNA e DNA mitai@al tem sido empregados
em estudos de sistematica, filogenia e variabiBdageénética para espécies de Simuliidae
(Morales-Hojaset al.,2002; Dayet al, 2008; Rivera e Currie, 2009). O DNA mitocondgalim
marcador genético importante, pois 0s genes quanp@em sdo transmitidos maternalmente.
Possuem gendtipos com caracteres nao-recombinandé@smitidos pelo parental do sexo
feminino. Este marcador € uma molécula circulahdea, com 15 a 20 kilobases (kb) de
comprimento e composto de aproximadamente 37 genkicando para 22 tRNAs, 2 rRNAs e
13 mRNAs. Esses genes possuem 0s rearranjos getalrastaveis no DNA mitocondrial
(Avise, 1994). Os genes que codificam para prageisfdo organizados em categorias: ATP
sintetase, NADH desidrogenase (complexol), CoenZjnaitocromo c¢ redutase/Citocromo b
(complexo Ill) e citocromo C oxidase (complexo IWa categoria do Complexo IV encontra-se
0s genes MT-CO1, MT-CO2 e MT-CO3

(http://biologia.uab.es/biocomputacio/tutorial/se€&utorialdnamit.htm).
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Esta ferramenta tem sido empregada por causa dodgpsua heranca, pequeno
tamanho quando comparado com o DNA nuclear, natunép-recombinante e altos niveis de
polimorfismo. Portanto, € uma ferramenta util parastudo de processos como fluxo génico,
efeito fundador e, mais recentemente para infeaérfdogenéticas (Aviset al.,1987; Duefast
al., 2002).

Estudos moleculares com DNA mitocondrial tem siéalizados por meio do
sequénciamento de genes especificos, 0s quais dmrgmeviamente amplificados por meio de
PCR Polymerase Chain Reactipmomo um marcador. Sequéncias podem ser mapeadas c
algumas dezenas ou centenas de pares de basexorDe eom Avise (1994), essas sequéncias
podem ser usadas na construcao de filogenias ntelesipara avaliar evolugdo de um gene em
particular ou de uma familia de genes; avaliar leeragdes evolutivas entre as espécies; e,
construir filogenias de espécies diferentes. Porégta técnica possui um custo elevado,
principalmente quando um numero grande de indi\dduecisa ser avaliado, além de requerer
mais trabalho na preparagédo das amostras (Hoy).1994

Estudos baseados no sequénciamento dos genes QGSN04, 16SrRNA do DNA
mitocondrial, que séo utilizados como marcadoredecntares tém fornecido informacodes
importantes para responder questdes de relacdgeriitticas entre espécies Sienuliumspp.
(Krueger e Hennings, 2006; Phayuhaseinal.,2010).

Polimorfismos cromossomais tém sido comumente tragiss em Simuliidae
indicando variabilidade temporal e geografica. Tenal. (1995, 1996) ao analisarem sequéncias
dos genes de DNA mitocondrial, 16S e ND4, conseguidistinguir nove espécies cripticas do
complexoS. damnosurs.l. do oeste Africano, sendo seis delas considsregtores em potencial

da onconcercose. Duma&$ al (1998) caracterizaram cinco locus microssatélitesartir de



61

marcadores de DNA, para diferenciar populacbesSdelamnosuns.l. da savana de Mali,
demonstrando que essa ferramenta € eficiente ndoede estrutura de genética de populacdes.

S. pertinaxpertence ao subgéne@hirostilbia Enderlein com as seguintes espécies:
Simulium bifenestraturilamada & Pepinelli, 2004&imulium dekeyseishelley & Py-Daniel,
1981, Simulium distinctumLutz, 1910, Simulium empascad’y-Daniel & Moreira, 1988,
Simulium friedlanderPy-Daniel, 1987Simulium jefersonHamada, Hernandez, Luz & Pepinelli,
2006,Simulium obesuriulcano, 1959Simulium papaveroCoscarén, 198%5imulium pertinax
Kollar, 1832, Simulium riograndensé’y-Daniel, Souza & Caldas, 1988jmulium serranus
Coscaron, 1981Simulium spinibranchiuniutz, 1910, Simulium subpallidunm_utz, 1910.S.
pertinaxpossui semelhancas com algumas espécies do grupmbpertence. Esta espécie pode
ser confundida anatomicamente c8maneportopela semelhanca da pup&.edekeysempor ser
similar em todos os estagios, diferenciando somemesonoto da fémea (Shelley e Py-Daniel,
1981).

Esta espécie d8imuliumtem na Ameérica do Sul a sua distribuicdo geografité o
momento, restrita ao Paraguai, Bolivia, ArgentinBrasil. Neste ultimo ocorre nos estados do
Amazonas, Tocantins, Bahia, Distrito Federal, Gd&e Grande do Sul, Santa Catarina, Parana,
S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Mato Grddsto Grosso do Sul, Rondbdnia e Paraiba
(Adler e Crosskey, 2009). E uma espécie de tamarddio, de 2 a 4 mm, coloracdo geralmente
negra (Coscardon, 1987). Os estagios imaturos fae/goupas) apresentam oito filamentos

branquias, de largura e comprimentos semelhanieff6vedoet al, 2004) (Fig. 1).
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Figura 1- Estagios imaturos &mulium pertinaxa) larva com filamentos branquiais em detalhe;

b) aspecto geral da pupa.

Para se fazer a distincdo da espé&cipertinaxdas outras espécies do grupo o qual se
confunde, seria necessario obter todos os estagiatsiros (larva e pupa) e o estadgio adulto
(macho e fémea) para comparacdo dos caracteresologicbhs entre as duas espécies.
Normalmente a obtencdo de todos os estagios nas®vpl em uma mesma coleta. Por isso
estudos morfoldgicos conjuntamente a estudos nlalesu para identificar espécies irmas ou
cripticas sdo necessérios para identificar com mpr&@isisdo as espécies de interesse econdmico
(Coscaron, 1987).

Simulium pertina¥ a espécie que afeta em maior proporcéo as gdesldaumanas e

as criacbes de animais. Entender os padrbes dershspdesta espécie € importante para o

desenvolvimento de estratégias efetivas de controle

O conhecimento da estrutura genética populacidealluxo génico entre populacdes
e a busca de uma identificacdo mais rapida, ses@i@nfientas importantes para auxiliar
programas de controle no combat8.gertinax Poucos estudos utilizaram métodos moleculares

para investigar a variabilidade genética intrateripopulacional para Simuliidae. No presente
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estudo, determinou-se a variabilidade genética ideredtes populacbes d&. pertinax
provenientes de varios Estados brasileiros por m@iGene Citocromo Oxidase | (COI) do DNA

mitocondrial.

4. Material e Métodos

4.1. Espécie a ser utilizada como outgroup

Em estudos filogenéticos utilizam-se alguns indie&l como outgroup para tentar
relacionar o quanto as espécies do grupo em egtodem ser proximas ou semelhantes. No
presente estudo utilizou-se a sequénci§idaulium decuplumue codifica a proteina Citocromo
Oxidase | na mesma regido em que codifica para@gacias d8. pertinax A sequéncia d&.

decuplunfoi obtida por meio do sitevivw.ncbi.nlm.nih.gov/BLASY) (Pramual, 2011).

4.2. Area de Estudo

Este trabalho foi realizado com populacdesSdeertinaxdos estados do Para, Mato
Grosso, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Distrito Féd&oias e Rondonia/Brasil (Fig. 2). O
material (larva e pupa) foi coletado nos anos di32@004, 2007, 2008 e 2009. Os espécimes
foram retirados do substrato (folhas verdes, fotlexdduas ou sacolas plasticas) com auxilio de
pinca entomoldgica e fixados em frascos contenclmoébbsoluto 100% e guardados a 4 °C. No
laboratorio de Insetos Aquaticos, as amostras fagparadas de outras espécies de Simuliidae,
identificadas em nivel de espécie a partir de tares morfoldgicos de acordo com a chave de
Coscaron (1987); Gil-Azevedet al (2004); Gil-Azevedoet al (2005) e contabilizadas,

totalizando 606 individuos. Estas foram colocadas feascos devidamente etiquetados para
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posterior extracdo do DNA gendmico. As analiseseawares foram realizadas no Laboratério
de Bactérias Entompatogénicas, nucleo ControleéBiob da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia-DF/Brasil. Material testemm@ dessa pesquisa sera depositado na

Colecéao de Invertebrados do INPA.
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Figura 2— Locais de coleta das populagbesSdeertinax(Diptera: Simuliidae) nos diferentes

estados Brasileiros.
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4.3. Extracao de DNA Total

Para extracdo de DNA e posterior amplificacdo pbRRisando o oligonucleotideo
Citocromo Oxidase | foram utilizados 195 individubestes, os trés melhores resultados de cada
local visualizados no gel de agarose foram utibigaghara o sequenciamento “forward” e
‘reverse”.

O DNA total foi extraido de larvas, pupas e aduliesS. pertinax Este foi obtido
macerando-se um individuo inteiro por vez utilizzusé o protocolo adaptado de Ayrtsal.
(2002). No caso de pupa, foi retirado o casulo easw das larvas foi retirada uma das branquias
para ser depositado na Colecédo de InvertebradtddRid como material testemunho.

Os espécimes foram macerados com um bastdo de gidra seguida acrescentou-se
500 uL de tampé&o de lise (0,4 M NaCl, 2 mM EDTA, 10 mMsTHCI pH 8,0, 120ug mL*
proteinase K e 1, 5% SDS). Posteriormente inciggow homogenato a 65 °C por 3 h;
acrescentou-se 420 de NaCl 5 M e por varias vezes inverteu-se o tagbatrifugando-os por 20
min a 12000xg. Colocou-se 4G do sobrenadante em um novo tubo de plasticoeseentou-
se 460uL de isopropanol gelado e manteve-se a solucaor@sn20 °C por 16 horas. No dia
seguinte, centrifugou-se as amostras a 12000 rpn2@aninutos e em seguida descartou-se o
sobrenadante acrescentando f0@le etanol 70 % gelado. Centrifugou-se a solu¢&d0®0 rpm
por 10 min, descartando o sobrenadante e acreadenta00 UL de etanol 70 % gelado.
Centrifugou-se a 12000 rpm por 10 min, descartamdgmbrenadante. O excesso de etanol foi
retirado em papel toalha. As amostras foram cdiaEaem speed vac por 20 minutos e

posteriormente foram ressuspendidas comul08m TE 0,1X.
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Todo DNA foi preservado em microtubulos de 1,5 minddentificacdo e as eluicbes

do DNA mantidos em caixas e conservados a mend8 262 o momento do uso.

4.3.1 Reacgbes de amplificacdo de fragmentos de Dldé&r PCR com COlI

As reacdes de amplificacdo foram realizadas emnweltinal de 30 pL de reacéo
contendo 19,8 uL de agua miliQ, tampdo TBE 10xs(HCI, Acido Bérico e EDTA), 0,5 pl
dNTPs 10 mM, 1 pl de cada oligonucleotideo COI ddeca 10 uM com as sequéncias
HCO2198 5' TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA 3' ¢C0O1490 5'GGT CAA CAA
ATC ATA AAG ATA TTG G 3' (Folmeret al., 1994), 0,25 U/uL delaq DNA polimerase
(Amersham) e 5 pl de DNA (100 ng). As analises déADforam realizadas adaptando o

protocolo de Mattos (2007).

4.3.2 Obtencao de Perfis Eletroforéticos

As amplificacbes foram efetuadas em termociclad®efQ 100 MJ Research)
programado para 35 ciclos, contendo uma etapadmdesnaturacdo de 5 minutos a 94 °C. Cada
ciclo foi constituido de uma etapa de desnaturdedd minuto a 94 °C, anelamento por 1 minuto
a 45 °C e extensao por 1 minuto a 72 °C. Aposabsseifoi realizada uma etapa de extenséo final
de 5 minutos a 72 °C. Os produtos de amplificagéani visualizados em gel de agarose 1,5 %
submerso em tampé&o TBE 1x (Tris borato 9mM e EDTWM), fotografados e arquivados no
sistema Eagleeye. Em todos os géis, marcadoresadsanmolecular (Ladder 100 bp-GIBCO)

foram usados para a determinacao do tamanho dpadrdaos amplificados.
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4.3.3 Purificacao e Quantificacdo dos Produtos dedR
Para purificacdo dos produtos foi utilizado o Kit IlVITROGEN, Pure Link" PCR
purification. Para a quantificacdo dos produtoP@R foi utilizado o marcador "Lambda" com

100 ng, 300 ng e 500 ng, a fim de determinar viseate a concentracdo das amostras em estudo.

4.3.4 Obtencao das sequéncias dos Produtos de PCR

O sequenciamento dos produtos do DNA-PCR foi fatihzando o aparelho ABI
3730 DNA Analyser, um sistema de analise de DNAt8eapilares com a tecnologia Applied
Biosystems. As reacdes de sequenciamento foraas feitlizando um Kit BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing. As sequéncias foram anakspdlo software Sequencing Analysis 5.3.1

utilizando o Base Caller KB (http:/genoma.ib.usf2page _id=170Acessado em 12/ 2010).

4.3.5 Estudos de variabilidade genética de populag$ deSimulium pertinax
Para manipulacdo das sequéncias foi utilizado o grama Bioedit

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htrlcessado em 12/2010), para o alinhamento das

mesmas por meio do programa Clustal W e Neighlinirig, método UPGMA versdo 3,6
(agrupamento de pares ndo ponderados baseadoglizaaminética) para agrupar as sequéncias
relacionadas (Thompsaat al, 1997). As sequéncias foram traduzidas em amidosictestando
as trés posicdes do cédon.

Uma das sequéncias nucleotidica consenso foi d¢dafeno site do BLAST

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST acesso 02/2011) e comparada com outras sequédeias

Simulium para verificar se codificava a proteina Citocro@ridase | na mesma regidao de

interesse.
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As sequéncias nucleotidicas foram cortadas em eggifide apresentaram maior
homogeneidade totalizando fragmentos de 534 pldasHeram conferidas, com o auxilio do
programa MEGA 3.0 (Andalise Genética de Evolucdoddolar) (Kumaset al, 2004).

Usando o programa MEGA 3(&umar et al, 2004) arvore filogenética foi obtida
baseada nos valores de distancia 2 Parametroswledsipelo método deeighbor-joining(NJ).

As frequéncias dos haplotipos nas populacdes fastimadas usando o programa
DNASP (Sequéncias Polimorficas do DNA) 8Rbzas e Rozas, 1999).

O programa utilizado para a analise da variabikdgenética foi o Arlequin versao
3.11 utilizando o método estatistico Amova que id@sem avaliar a estrutura genética da
populacdo por meio do indice de fixacdo de estirmagenética (Fst) a fim de fornecer
informacdes das medidas de diversidade genéticeiodenentre populacdes. Isto é feito pela
permutacdo dos haplétipos, individual, ou popula&ipentre individuos, populacées ou grupos
de populacbes (Excoffiegt al., 2006). Quanto mais proximo do valor 1, infere-spytacoes
diferentes. Este programa lida com vérias formagadi®s haplotipos e genotipicos. No primeiro
contexto, os dados genéticos podem ser apreserdgatios forma de haplotipos, ou seja, uma
combinacdo de alelos em um ou mais loci, senddtagsudas analises de genomas hapldides
como exemplo o DNA mitocondrial. Por isso aqui eesdtudo foi definido cada sequéncia como

haplotipo.

5. Resultados e Discusséo
Foram separadas 37 populacdesSdepertinaxabrangendo sete estados brasileiros
(Para, Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Sdo Pausitd Federal, Goids e Rondbnia). Destas

populagbes, trés individuos de cada estado foraparagos para 0 estudo intra e
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interpopulacional. Houve pouca variacdo no tamatdm sequéncias (niumero de nucleotideos)
analisadas entre os individuos de uma mesma pé@uuklentre as populacdes (Tab. 1) quase
imperceptiveis quando os fragmentos dos produtesng#ificacdo a partir de espécimesSle
pertinax foram visualizados em gel de agarose (Fig. 3). Bkisdos de Morales-Hojadt al
(2002) houve variagdo do tamanho do fragmento (ndimhe nucleotideos) amplificado entre os

individuos a partir do gene IGS-ETS do DNA ribosabem populacdes d& sanctipauli

Tabela 1- Local de coleta dos espécimes examinde8gnulium pertinaXDiptera: Simuliidae)
com coordenadas geograficas, data de coleta, (dividimos utilizados para o
sequenciamento da regido amplificada com o oligeotideo COIl e nimero de pares de

bases de cada sequéncia.



Regiéo Procedéncia Latitude/ Longitude Datade | n Estagio (n°)pb
(S/0) coleta
PA-1=Rurépolis/Cérrego do 04° 05'35,6"/ 55° 00'27,2"| 23.10.200y pupa 900
PA Grim
Norte PA-2=Rurépolis2/ Rio Tinga 04° 10'49,7"/ 55° 14'81,| 22.10.2007| 1 pupa 715
PA-3=Rurépolis3/ Rio Tinga 04° 10'49,7"/ 55° 14'81,| 27.10.2007| 1 pupa 718
RO-1=Rio Abuna (exemplar 2) adulto 678
RO RO-2=Rio Abuna (exemplar 1) 09° 40'21,1"/ 24.05.2007| 3 adulto 715
RO-3=Rio Abuna (exemplar 3) 65° 26'52,5” adulto 718
DF-1=Corrego da Rajadinha 15° 44,469’/ 47° 39,86702.10.2008) 1 pupa 713
DF DF-2=Co4rrego Estanislau 15° 49,729’/ 47° 34,007’ .1062008| 1 pupa 917
DF-3=Co6rrego do DVO 15° 37,336/ 47° 42,726" 022008 | 1 larva 715
Centro GO-1=Corrego Roncadorl 24.05.2007 pupa 777
Oeste GO GO-2=Corrego Roncador2 14° 43,868’/ 47° 32,644’ | 24.05.2007| 2 pupa 716
GO-3=Goiés 15° 49'37,1"/ 48° 46’34,8" 26.06.2003 pupa 712
MT-1=Nova Xavantina- pupa 714
MT Corrego do Chupador
(exemplar 2) 11.12.2009| 3
MT-2=Nova Xavantina- 14°50'08.2" 052°30'05.0" pupa 715
Corrego do Chupador
(exemplar 1)
MT-3=Nova Xavantina- pupa 703
Corrego do Chupador
(exemplar 3)
SP-1=Cérrego da Barreira 22° 40'30,7"/ 44° 34'46,1"| 15.05.2008 pupa 715
Sudeste SP (Usina)
SP-2=Cérrego da Mata 22°55'49,9"/ 48° 24'19,9"| 12.05.2004 pupa 720
(Botucatu)
SP-3=Rio Italine (Itatinga) 23°09'42,9"/ 48° 37'50,| 11.05.2004| 1 pupa 714
RS-1= Cérrego Santo Cristo 27° 47°'41,9"/ 54° 435337| 11.09.2004| 1 pupa 779
Sul RS RS-2= Cérrego da Calha 29°19'32,1"/ 51° 39'32|4"5.09.2004| 1 pupa 716
RS-3= Rio Sdo Marcos 28°51'59,6"/ 50° 56'21,5" @F.2004| 1 pupa 718

71
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Figura 3- Gel de agarose mostrando os produtosng#ifecacdo do gene Citocromo
oxidase | do DNA mitocondrial de espécimesSimulium pertinaxcoletados
em diferentes estados Brasileiros. Linha 1, 2 m&.cador de quantificacdo
Lambdacom 1, 3 e 5 uL; de 4 a 6: Parg; 7 a 9: Mato @08 a 12: Rio
Grande do Sul; 13 a 15: Sdo Paulo; 16 a 18: Disk#deral; 19 a 21: Goias;

22 a 24: Rondonia.

Para garantir a homologia entre os sitios comparadpartir do alinhamento
multiplo de todas as sequéncias, as regides igieifinais foram excluidas.

A partir dos célculos obtidos pelo programa MEGRA,4as frequéncias dos
nucleotideos foram determinadas. Para todas aéms&ge analisadas obtiveram-se altas
taxas de Adenina (28,8%) e Timina (36,9%) e, tasvalentes para Citosina (17,6%) e
Guanina (16,7%), de todas as populagOeS.grertinaxTab. 2).

Na andlise da composicdo de bases nucleotidicasyvaram-se diferentes
taxas de substituicbes de transi¢cao (negrito)revérado (italico). A razéo das taxas de
transicao/transversao foi para purinas de k1 =QB2¢/ para pirimidinas de k2 = 10,62,
com transicao/transversao geral de R = 4.33. Tadgsosicdes que contémaps e

dados perdidos foram eliminadas do conjunto desladde anteriomente foi escolhido a
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opcdo de exclusdo completa. Houve um total de S5#8zleatideos examinados no

conjunto final (Tab. 3).

Tabela 2- Frequéncia da composi¢cdo nucleotidictodies os sitios das sequéncias das

populagbes d8&. pertinaxanalisadas. T: Timina, C: Citosina, A: Adenina:e G

Guanina.
Composisao nucleotidica

Populacbes T(U) C A G

DF-1 37.3 17.1 29.1 16.6
DF-2 37.6 16.8 29.2 16.4
DF-3 37.3 17.1 29.1 16.6
GO-1 37.3 17.1 29.1 16.6
GO-2 37.3 17.3 28.9 16.6
GO-3 37.1 17.3 29.1 16.6
MT-1 36.6 17.8 28.8 16.8
MT-2 36.8 17.6 29.6 16.1
MT-3 37.6 17.6 28.0 16.8
PA-1 36.5 17.8 28.8 17.0
PA-2 36.6 17.8 28.6 17.0
PA-3 36.9 17.6 28.7 16.8
RO-1 36.4 17.9 28.9 16.8
RO-2 36.1 18.3 29.1 16.6
RO-3 36.2 18.1 29.1 16.6
RS-1 37.6 174 28.0 16.9
RS-2 36.9 17.6 28.7 16.8
RS-3 36.9 17.6 28.7 16.8
SP-1 36.9 17.6 28.7 16.8
SP-2 36.9 17.6 28.7 16.8
SP-3 36.9 17.6 28.7 16.8

Total 36.9 17.6 28.8 16.7
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Tabela 3- Estimativa da probabilidade maxima conwpde padrdo de substituicdo de

nucleotideos.

A T C G
A - 2.72 1.3 15.58
T 2.13 - 13.76 1.23
C 2.13 28.9 - 1.23
G 27.02 2.72 1.3 -

Do conjunto de 22 sequéncias representadas cada pana585 pb
nucleotidicos de todas as populacbesSdeertinax 422 sitios foram invariaveis e 124
sitios sdo polimérficos. Ocorreram 143 mutacbes 60nsitios oferecendo informacgdes
para parcimonia.

De todas as sequéncias obteve-se 16 haplétipos d)abom uma alta
diversidade haplotipica de 0.9481. Duas populaddd’io Grande do Sul compartinham
o mesmo haplétipo (haplétipo 15) com as trés pade@s de Sdo Paulo, representantes
das regides Sul e Sudeste Brasileiro. O haplétipse € compartiihado por uma
populacdo de Goids e por uma populacdo do Disffederal, representantes de
populagcdes d8&. pertinaxda regido Centro-Oeste. O haplétipo seis é coittpadd entre
uma populacdo do Para e uma populacdo do Mato Grosgresentante das regidoes
Norte e Centro-Oeste. Os outros haplétipos forampresentados por diferentes
popula¢gbes do Brasil. As populagdes de Rondoniasaptaram um maior nimero de
haplotipos onde cada individuo corresponde a urfotipp diferenciado. As populacdes

de S&o Paulo compartinham o mesmo haplotipo.
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Estes resultados sdo confirmados ao se analisamdrabrama (Figura 4) que
foi obtido pelo métodmeighbor- joining modelo nucleotideo 2 Parametro de Kimura.
Este leva em consideracdo que as taxas de trarsig@mverscdo sdo diferentes, mas

assume frequéncias de bases iguais.

Tabela 4— Numero de haplétipos encontrados nasedifes populagcbes geogréaficas de
Simuium pertinaxio Brasil. Distrito Federal (DF-1, DF-2, DF-3)pi@s (GO-
1, GO-2, GO-3), Mato Grosso (MT-1, MT-2, MT-3), RdPA-1, PA-2, PA-
3), Rondodnia (RO-1, RO-2, RO-3), Rio Grande do @R-1, SP-2, SP-3) e

Sao Paulo (SP-1, SP-2, SP-8).decuplungé a espécie do grupo externo.

Haplétipos N° de haploétipos Distribuicdo

1 1 DF-1

2 1 DF-2

3 2 DF-3/ GO-1
4 1 GO-2

5 1 GO-3

6 2 MT-1/ PA-2
7 1 MT-2

8 1 MT-3

9 1 PA-1

10 1 PA-3

11 1 RO-1

12 1 RO-2

13 1 RO-3

14 1 RS-1

15 5 RS-2/ RS-3/ SP-1/ SP-2/ SP-3
16 1 S. decuplum




76

PA-1
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Figura 4- Dendrograma das estimativas de relaqiies as sequéncias das populacdes de
Simulium pertinax (Diptera: Simuliidae) do Brasil demonstrando suas
similaridades. Distrito Federal (DF-1, DF-2, DF-@pias (GO-1, GO-2, GO-
3), Mato Grosso (MT-1, MT-2, MT-3), Para (PA-1, RAPA-3), Rondbnia
(RO-1, RO-2, RO-3), Rio Grande do Sul (SP-1, SBf23) e Sdo Paulo (SP-1,
SP-2, SP-3)S. decupluné o grupo externo.
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Observa-se na matriz de distancia genética (Tabasada no modelo de 2
Parametros de Kimura, que compara as sequénciag |pa@r, que nao houve uma
distancia genética interpopulacional entre os iidios das populacdes de S&do Paulo
examinadas. Ao contrario, para as populagbes d@Riode do Sul houve uma distancia
genética interpopulacional maior de 0,09 (9%) destrando baixa similaridade entre
essas populacdes. Para as populagdes do Distderdrehouve uma distancia genética
interpopulacional variando de 0,01 a 0,02, demandty alta similaridade entre os
individuos das populagbes amostradas para estoesddserva-se a mesma distancia
genética inter e intrapopulacional para os indiegaxaminados para o estado do Para e
Goids com 0,02 e 0,03 respectivamente, ndo haversdon diferencas entre os
individuos de uma mesma populacao e entre popwacBedistancia genética entre os

individuos de todas as populacdesSdeertinaxneste estudo variou de 0,01 a 0,09.
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Tabela 5- Matriz com resultados dos estudos pojas deSimulium pertinaxcom a espécie do grupo exte®ionulium decuplum

pelo método de distancia.

PA-1 | PA-2 | PA-3 | RO-1 | RO-2 | RO-3 | DF-1 | DF-2 | DF-3 | GO-1 GO-2 GO-3 MT-1 | MT-2 | MT-3 | SP-1 | SP-2 | SP-3 | RS-1 | RS-2 | RS-3
PA-1
PA-2 0.00
PA-3 0.02 | 0.02
RO-1 0.01 [ 0.01 | 0.02
RO-2 0.01 [0.01 | 0.03 | 0.01
RO-3 001 [0.01 |0.02 |0.01 | 0.00
DF-1 005 [ 005 | 005 | 005 |0.04 |0.04
DF-2 006 [ 006 | 006 |006 |0.05 |0.05 |0.01
DF-3 005 [ 005 | 005 |005 |0.04 |0.05 | 001 |O0.02
GO-1 005 [005 |005 |005 |0.04 [005 |001 |0.02 |0.00
GO-2 005 [ 005 | 006 |005 |0.04 |005 |003 |0.04 |0.03 |O0.03
GO-3 005 [ 005 | 005 |005 | 004 |[004 |000 |O0.01 |0.01 |O0.01 0.03
MT-1 000 [ 000 | 002 |001 |001 [0.01 |0.05 |O0.06 |0.05 |O0.05 0.05 0.05
MT-2 006 [ 006 | 006 |006 | 006 |006 |006 |006 |006 |O0.06 0.06 0.06 0.05
MT-3 009 [ 009 |0.08 |009 |0.09 |009 |007 |0.06 |0.07 |O0.07 0.08 0.07 0.09 0.07
SP-1 002 [001 |001 |002 |002 [002 |005 |0.06 |0.05 |O0.05 0.06 0.05 0.01 0.06 0.08
SP-2 002 [001 |0.01 |002 |0.02 |002 |005 |O0.06 |0.05 |O0.05 0.06 0.05 0.01 0.06 0.08 0.00
SP-3 002 [001 |001 |002 |0.02 |002 |005 |0.06 |0.05 |O0.05 0.06 0.05 0.01 0.06 0.08 0.00 0.00
RS-1 009 [009 | 008 |009 |0.08 |0.08 |006 |0.06 |0.07 |O0.07 0.07 0.07 0.09 0.07 0.01 0.09 0.09 0.09
RS-2 002 [ 001 |001 |002 |002 |002 |005 |0.06 |0.05 |O0.05 0.06 0.05 0.01 0.06 0.08 0.00 0.00 0.00 0.09
RS-3 002 [ 001 |001 |002 |0.02 |002 |005 |0.06 |0.05 |O0.05 0.06 0.05 0.01 0.06 0.08 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00
S.decuplum | 019 | 019 |018 |019 |019 [019 | 018 | 017 |0.18 | 018 0.18 0.18 0.19 0.17 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
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Os valores de diferenciacdo genética intra e iomracional foram
calculados pelo indice de estrutura populacionstl) (fara as 21 sequéncias (haplétipos)
das populagbes d&. pertinax. Com 1023 permutacfes entre os haplotipos, observa
gue a variancia intrapopulacional entre todas gmilpgdes deS. pertinaxfoi maior
(5,75641) correspondendo a aproximadamente 66,8Wtegpopulacional (2,85545)
correspondendo a 33,1%. Observa-se com isso due es grupos ha uma menor
variabilidade do que dentro dos grupos. A permuatagdre os haplotipos dos diferentes
individuos deS. pertinaxdas varias regifes examinadas mostra um indifeaigio Fst
de 0,33 determinando (Tab. 6) com isso que ndoahéa tvariabilidade entre os
individuos dentro e entre as populacdes.

Observa-se que entre as populacdes da regido Nonsiderando os estados
do Para e Rondonia, ha uma variancia 94% dentrpajadacdes e de aproximadamente
6% entre as populacbes com indice de estruturalgmpnal de Fst de 0, 06 (Tab. 7).
Para a regido do Centro-Oeste considerando o tDistederal e os estados do Goias e
Mato Grosso ha uma variancia intrapopulacional@el8 e interpopulacional de 10,8%
com indice de estrutura populacional de Fst de(@ah. 8). Considerando os indices de
estrutura populacional para as regides Norte e r@G€wste, observa-se que as
popula¢gdes do Centro-Oeste possuem uma baixawatmopulacional em relacdo as
popula¢cdes do Norte. Ao analisar as Tabelas 638 dleserva-se que ha maior variacao
entre os individuos da mesma populacdo do que entlieiduos de populacdes
diferentes. Com isso, podemos inferir que ha mevamabilidade genética entre
individuos de populacdes diferentes do que entdévioluos da mesma populacéo,

provavelmente por haver maior troca génica enseses
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Tabela 6- Analise da variagdo molecular de popesgEeSimulium pertinaXDiptera:

Simuliidae) de alguns estados brasileiros.

Fonte de variagéo Grau de liberdade Soma do€omponentes de % de variagdo
guadrados variancia
Interpopulacional 6 83, 367 2, 85545 Va 33,16
Intrapopulacional 5, 75641 Vb
13 74, 833 66, 84
Total 19 158, 200 8,61186

Tabela 7- Analise da variagdo molecular de popesgESimulium pertinaXDiptera:

Simuliidae) da regido Norte com os estados do @&andonia

Fonte de variagédo Grau de liberdade Soma dosComponentes de % de variagéo
guadrados variancia

Entre populacdes 1 8, 367 0, 45370 Va 5, 87

Dentro das

populacdes 3 21, 833 7,27778 Vb 94,13

Total 4 30, 200 7,73148

Tabela 8- Analise da variagdo molecular de popesgESimulium pertinaxDiptera:
Simuliidae) da regidao Centro-Oeste com o Distriemldfal e os estados do

Goias e Mato Grosso

Fonte de variagédo Grau de liberdade Soma do€omponentes de % de variagdo
guadrados variancia

Entre populacdes 2 21, 556 0,96296 Va 10, 88

Dentro das 7, 88889 Vb

populacdes 6 47, 333 89, 12

Total 8 68, 889 8, 85185

Pelo dendrograma (Fig. 4), observa-se que todas@dacdes possuem um
grau de similaridade entre si. Pode-se inferir @dsema que populacdes &e pertinax
migraram do Sul do Brasil para o Norte. E, pelalaindade dessas popula¢des podemos

sugerir que esses insetos podem viver em constesta génica por um provavel
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corredor natural existente entre essas populaé@ses dados corroboram com os dados
da Tabela 6 onde a porcentagem de variagdo enprepatacdes foi de 33% com pouca
diferenca apresentando um indice de fixacdo d8,B3t

Quando Campost al (2001) compararam seis populacbesSdeertinaxde
diferentes localidades do Brasil a partir de esgtudom cromossomos politénicos
demonstraram também néo haver variagéo entre asagdps comparadas.

Ao contrario, em estudos filogenéticos com 147\itlios de 16 populacdes
de Simulium taniTakaoka & Davies, revelou uma alta diferenciacéonétea entre as
regides do norte, oeste e sudeste da Tailandiadosa gene Citocromo Oxidase | do
DNA mitocondrial. Sugere-se que houve uma expaps@alacional durante o periodo
do Pleistoceno o que gerou uma grande diversidagalgcional pela resposta que as
espécies deram em relagao as flutuacdes climaicapoca (Pamuat al, 2005).

Inicialmente, por estarem os simulideos mais astigoncentrados em
regides no norte do globo terrestre, sugere-sdigeimam origem em ambientes frios, de
corregos pequenos e de areas montanhosas. Estasjvaaadaptacdo passaram a
colonizar habitats de ambientes alterados em queoasicdes de temperatura e
nutrientes imitam um criadouro de rio natural (Adieal, 2010).

A dindmica de distribuicAo das diferentes espédes Simuliidae esta
associada aos fatores climaticos dos locais dedapéo e as caracteristicas destes como
0 substrato de adeséo, correnteza, abastecimesitood&deiras, luz, condic¢des fisico-
guimico dentre outros (Figueiré e Gil-Azevedo, 208) pertinaxocorre em aguas claras
de ambientes I6ticos ou em aguas lentas de ambiemadificados antropicamente, tendo

esta espécie uma forte habilidade de se adaptatifenentes ambientes (Branco-Jr. e
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Andrade, 1992; Coscarén e Arias, 2007). As fémeams antropofilicas com picadas
bastante incobmodas. No presente estudo imaturd. gertinaxforam coletados em
varios substratos, naturais ou artificiais, inde@@ plasticidade de locais utilizados para
reproducéo desta espécie. Esta espécie € muitatesd® no sul do Brasil e no nordeste
da Argentina e Paraguai (Coscardn e Arias, 20033. Ntimos anosS. pertinaxem sido
encontrada em outras regides do Brasil como o G&xiste e Norte. De acordo com
Adler et al. (2010) os simulideos migram de pequenas a lorigé#dias dependendo da
especie.

Por ter o Brasil uma extensa rede hidrogréaficarligeela onde os grandes
rios possuem muitos afluentes e por estes insetem a grandes distancias, sugere-se
aqui que as diferentes populacdes Slepertinaxtenham divergido de uma mesma
populacéo ancestral, a qual pode estar, ao longendjpo, conquistando grandes espacos
geogréficos.

Sugerem-se duas hip6teses: primeiro por ser umaciespaltamente
generalista, migrou para outros tipos de criadouorgjuistando habitats diferenciados,
tanto de ambientes antropisados quanto de ambidntabnente naturais, o que
caracterizaria uma conquista de grandes amplitgdegraficas. E segundo, em muitos
lugares, principalmente no norte do Brasil, flomegbriméarias tem sido alvo de grandes
desmatamentos. Esses lugares sofrem colonizacaohpatem e animais domésticos
proporcionando oferta de alimento para esses imsdton de modificarem o aspecto
fisico, quimico e biologico, sugerindo uma irradi@@daptativa.

O gene utilizado no presente estudo tem resolvidbl@mas taxonémicos e

filogenéticos em muitas populacdes de Simuliidaall(Bt al., 2005; Dayet al, 2008;
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Rivera e Currie, 2009). No presente estudo, os ladaleculares s&o limitados pelo

baixo numero de haplétipos examinados. Sugere-seaigunimero maior de sequéncias
de individuos das mesmas populacdes seja analadose estabelecer uma biblioteca
com o gene Citocromo Oxidase |I. Com isso em estddagos os perfis dessas

sequéncias podem ser utilizados para criar um oddiggbarras para identificacdo 8e

pertinaxdas diferentes regides brasileiras.



CAPITULO Il

Selecdo de estirpes amazonicas dBacillus thuringiensis Berliner

patogénicas a larvas de Simuliidae (Insecta: Dipta)

1. Resumo

Os borrachudosSimulium spp.) possuem ampla distribuicdo geografica e
guando em alta densidade, podem causar sériosizm®jeconémicos, pois além de
serem vetores de doencas, incomodam o ser hunturteos animais gerando prejuizos a
saude, agropecuadria e para a industria turistioa tas alternativas para controle deste
inseto sdo os bioinseticidas a baseBdeillus thuringiensisentretanto existem poucos
produtos utilizados comercialmente nos programasodéole bioldgico, no Brasil visto
o alto custo de importacao e a dificuldade de sugsgao. Um dos fatores importantes
para a sintese de novos bioinseticidas é a desaatenovas estirpes toxicas. Assim, o
presente estudo teve como objetivo isolar e caraateestirpes amazonicas Bacillus
thuringiensis toxicas aSimulium spp. Foram isoladas 96 estirpes a partir de solos
coletados na Amazonia e duas destas, S2271 e $a5tearam alta toxicidade a larvas
de Simuliumspp. A caracterizacdo bioquimica e molecular das @stirpes mostrou que
ambas apresentavam amplicons correspondentes aescggdA, cry4B crylQ cryll,
cytl e cyt2 e proteinas de 130kDa, 72kDa e 30kDa sendo ciwepabm as proteinas
Cry4A e Cry4B (130kDa), Cry10 e Cryll (72kDa) e LgtCyt2 (30kDa) semelhante ao
Bacillus thuringiensis israelensi§1806, utilizado como padréo.

Palavras chave:controle biolégico, bioinseticida, borrachudBsgillus thuringiensis
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2. Abstract

The blackflies §imuliumspp.) have broad geographic distribution and when
occurring in high density, can cause serious ecamdamage, since in addition to being
disease vector, they disturb being and other asimyaldamaging health, livestock and
the tourist industry. One of the alternative fantol of this insect is the use of
bioinseeticides based dBacillus thuringiensisalthough, there are few products used
commercially in biological control programs, in Biladue to the high import cost and
difficulty of its acquisition. One of the importafactors for the synthesis of new
insecticides is the discovery of new strains toxi€hus, the present study has as an
objective to isolate and characterize Amazon sra@hBacillus thuringiensistoxic to
Simulium sp. Ninety-six strains were isolated freail collected in the Amazon and two
of these showed high toxicity to larvaeSifnuliumspp. The biochemistry and molecular
characterization of the two strains show that hwthduced amplicons with primers for
cry4A cry4B, cryll, cytl andcyt2 genes and produced protein profiles similar ta tia
the standard Bti 1806 with bands with molecularghts around 130kDa, 72kDa and
30kDa, consistent with Bti-like proteins Cry4A a@dy4B (~130kDa), Cry10 and Cryl1l
(~72kDa) and Cytl and Cyt2 (~30kDa).

Key-words: biological control, bioinsecticide, blackflieBacillus thuringiensis

3. Introducéo
Simulideos sdo considerados uma praga de grandet@npia econémica em
varias regides do Brasil (Mardiat al, 2000; Regi®t al, 2000) com grande impacto em

populacbes humanas e as criacdes de animais. @oleokesses insetos tem sido
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realizado pela utilizacdo de inseticidas sintéticodiolarvicidas (Mardinet al, 2000;
Cavadost al, 2004 e 2005). Nas regides Sudeste e Sul dolBrasintrole deste inseto
€ um sério problema, pois muitas populacbes ap@senesisténcia aos inseticidas
quimicos utilizados (Mardinét al, 2000; Campos e Andrade, 2002). Porém, o uso de
biolarvicidas a base deacillus thuringiensis subespecieisraelensis (Bti), vem
apresentando 6timos resultados reduzindo a demsip@pulacional de simulideos nas
regides em foco (Mardirt al., 2000).

Bacillus thuringiensis possui ampla distribuicdo, sendo encontrado em
ambientes terrestres e aquaticos (Martin e Trat®89). E uma bactériaram-positiva
e aerbbica. A primeira mencao a doencas em ingetosada por Bt data de 1902,
guando Ishiwata no Japdo descreveu uma bactériaruémpte responsavel pela
mortalidade do bicho-da-sedBpmbix mori(Linnaeus) e a chamou dgacillus sotto
(Ishiwata). Em 1911, Berliner, na Alemanha, red®ssu a mesma bactéria isolada de
lagartas conhecidas popularmente por tracas-dahfgrAnagasta kuhniellgZeller) e,
em 1915, chamou-a dBacillus thuringiensis em homenagem a regido de onde as
lagartas foram coletadas (Whiteley e Schnepf, 1¥86s, 1992). Bacillus (por sua
forma cilindrica)thuringiensis(em homenagem a regido alema da Turingia) e caeate
se pela producdo de um cristal protéico com ac@iwadpara algumas espécies de
Culicidae e Simuliidae (Rabinovitet al, 2000; Regiet al,, 2001).

Bacillus thuringiensissorotipo israelensis(H-14) tem sido empregado em
programas de controle no oeste da Africa e na Araétdo Sul, estando o Brasil entre os
pioneiros (Regiset al, 2000) apresentando bons resultados. Apesao, disgstem

poucos produtos utilizados nos programas de cenbmlogico visto a dificuldade de



87

aquisicado e ao alto custo de importacdo. Assimséamecessario o desenvolvimento de
produtos nacionais, que estejam disponiveis noaderaeduzindo assim os custos de
aquisicao, e facilitando a acessibilidade aos algoies e Orgaos Publicos de Satde.
Embora Bti seja ativo no controle de mosquitosrdmrudos, quironomideos
e outros dipteros incobmodos, outras estirpes de®sbrotipos apresentaram toxicidade
a dipteros, como por exemplo as pertencentes apetibsmedellin e jegathesan
apenas estirpes do sorotipsraelensis foram usadas em campo para controle do
borrachudo. Neste estudo a toxicidade de estirpd3athco de Bactéria do Laboratério
de Bactérias Entompatogénicas, Cenargen/Embraptenpentes aos 3 diferentes
sorotipos foram avaliadas, assim como a toxiciadeovas estirpes isoladas de solos da
Amazébnia. Essas novas estirpes foram caracterizddaacordo com caracteristicas

morfoldgicas, bioquimicas e moleculares.

4. Material e Métodos

4.1 Coleta das Amostras de Solo

As estirpes utilizadas neste trabalho foram isdadpartir de 200 amostras de
solo provenientes do municipio de Manaus e arred@eexo 2). Estas amostras foram
retiradas abaixo de 10 cm a partir do solo expd*toa isso, primeiramente abriu-se um
pequeno buraco com auxilio de uma ‘boca de lobig. (B e posteriormente com auxilio
de uma colher, uma pequena quantidade de tercalfmtada em saco plastico, levada ao

laboratorio e mantida em temperatura ambiente gasterior isolamento.
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4.2 Isolamento

Todas as amostras foram utilizadas para o isolamdad estirpes bacterianas.
O isolamento foi realizado no Laboratério de BaagEntomopatogénicas da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DRBrautilizando a metodologia

descrita pela Organizacdo Mundial de Saude (WoealtH Organization, 1987).

Figura 1— a) método de coleta das amostras decsmoboca de lobo. (b e c) solos
argilosos com e sem vegetacao respectivamentee@m)solo arenoso. Fonte:

Pereira, E.S.

Um grama de cada amostra de solo foi colocado bostestéreis com 10 mL
de solucéo salina (NaCl 8,5¢g/L) e agitado em vopexdois minutos. Em seguida, 1,5
mL foram transferidos para microtubos estéreis lemstidos a choque térmico (12
minutos a 80 °C e 5 minutos no gelo). As amostreni diluidas 1000 vezes em solugéo

salina estéril, semeadas em placas de Petri canterib EMBRAPA (Monneragt al,



89

2007) sélido, contendo 100 pl/mL de penicilina eulmadas a 30 °C por 48 horas.
Colbnias detectadas foram crescidas em meio EMBRAiIBAiIdo, incubadas em

incubador rotativo a 200 rpm, 28 °C por 72 horatunte intervalos de 24, 48 e 72
horas, foram observadas por meio de microscopiaadptn contraste de fases (Olympus
PH-2) para acompanhamento do desenvolvimento dagugas (esporos e cristais) de

acordo com as caracteristicas descritas por Silee¥¢k e Monnerat (2001).

4.3 Bioensaios Seletivo contra Larvas déedes aegypte Culex quinquefasciatus
(Diptera: Culicidae).

Para selecionar as estirpes patogénicas a Sinwyliita primeiramente
realizada uma pré-selecado das estirpeBdehuringiensisprovenientes de solos da
Amazonia a partir de bioensaio seletivo utilizatalvas deAedes aegypfiLinnaeus)e
Culex quinquefasciatuSay, visto a facilidade de obtencé&o desses ingetosriacéo
massal mantida na Embrapa Recursos Genéticos ecBabgia e a inexistencia de uma
metodologia de criacdo de Simuliidae em laboratorio

As estirpes de Bt foram crescidas em meio EMBRARM(neratet al,
2007) durante 72 horas em agitador rotativo (LABAEI incubador-Shaker Modelo
3526), a 200 rpm e a 28°C. O bioensaio foi redbzeolocando 1 mL do caldo final das
estirpes crescidas, em copos plasticos de 250 amiteiedo 100 mL de agua e 25 larvas
de 2° estadio dA. aegyptiou deC. quinquefasciatud. thuringiensisgsraelensigBti),
estirpe S1806, foi utilizado como padrdo e contpaisitivo. Esta estirpe foi originaria da
colecdo do Instituto Pasteur denominada Bti T140@ara os controles positivos,

negativos e para as linhagens a serem testadas fitilzadas duas repeticdes. O ensaio
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com larvas déA. aegyptifoi avaliado apds 24 horas e p&aquinquefasciatuapés 48
horas, quando foi realizada a leitura do numerolasieas mortas. As estirpes que
causaram 50% ou mais de mortalidade do total dadagxaminadas foram consideradas
patogénicas (Monneradt al, 2005), e selecionadas para a realizacdo dosidaiues

seletivo e de dose com larvasSieuliumspp.

4.4 Bioensaios contra Larvas de Simuliidae

Para o biensaio com as larvas de Simuliidae foessfrio fazer uma
padronizacédo deste método de bioensaio levandmesideracéo a biologia deste inseto,
visto que este se desenvolve em agua com turbal§nom oxigénio) na agua para

completar seu ciclo de vidRara isto algumas etapas sao descritas a seguir.

4.4.1 Obtencéo dos Insetos
Sacolas plasticas foram colocadas em um coérrego Fdaenda

Sucupira/Embrapa (15°54°20,2"S 48°00'40,0"W) lozatla no Distrito Federal, na
cidade satélite do Riacho Fundo, para colonizag&datvas (Fig. 2). Cinco dias depois,
as sacolas foram retiradas dos corregos e coloesddmldes contendo agua do corrego
(Fig. 3a), tampados e levados imediatamente ao rh#h@® de Bactérias
Entomopatogénicas para utilizacdo no bioensaio. |&bmratério, as larvas foram
colocadas em beckers de 600 mL contendo 100 mlgde do cérrego e colocadas em
incubador rotativo a 130 rpm, para simular o anteieratural em torno de 28°C. As
larvas ficaram aderidas a parede dos recipieni@® & realizacdo dos bioensaios, as

coletas ocorreram diariamente. A identificacdo dsgécies de Simuliidae foi feita a
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partir de caracteres morfolégicos de larvas e pgeggindo a chave taxonb6mica de

Coscaron (1987) e chave desenvolvida no capitukrian

Figura 2- Sacos plasticos colocadas nos leitogdlwegos para colonizacao e obtencédo de

larvas de Simuliidae para os bioensaios. FonteiraeE.S.

4.4.2 Estirpes Utilizadas

Para o bioensaio seletivo, foram utilizadas asrpesti amazonicas que
mataram mais de 50% das larvasQlequinquefasciatus A. aegyptie oito estirpes da
Colecdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotegaplpgrtencentes a diferentes
sorotipos: 2B. thuringiensis israelensigS1785 e S1806), esta ultima originaria do

Instituto Pasteur, registrada como T1401,B1 thuringiensis jegathesarS2023),
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proveniente do Instituto Pasteur registrada com@, TR B. thuringiensis medellin
(S1704) proveniente do CIB, Medellin, Colédmbia, isegda como 163-0131, B.
thuringiensis aizawai(S1576), 2B. thuringiensis kustak{(S1905 e S1450) e B.

thuringiensis tenebrioni€S1122). A estirpe S1806 foi utilizada como cor@nobsitivo.

4.4.3 Bioensaio Seletivo

As estirpes de BtB. thuringiensis jegathesai$2023, B. thuringiensis
israelensisS1806 e S1789. thuringiensis medellir§1704,B. thuringiensis aizawai
S1576,B. thuringiensis kurstak61905 e S1450 B. thuringiensis tenebrioni§1122)
foram entdo submetidas a bioensaios contra lae&stulium.

Apobs crescimento das estirpes, 0s ensaios fordima@as colocando-se 1mL
do caldo bacteriano crescido (cultivado em meio RABA) (Monneragt al, 2007) por
72 horas em agitador rotativo a 200 rpm e a 30°@exker contendo 100 mL de agua do
criadouro e 25 larvas deimuliumspp. Para o controle negativo, foi utilizado sot@en
agua do criadouro sem a adicdo da bactéria. Oseteckoram entdo colocados em
incubador rotativo a 120 rpm proporcionando basta@racao as larvas (Fig. 3b), os
ensaios foram realizados em triplicata totalizaaddinal 75 larvas para cada tratamento.
Os dados referentes a mortalidade das larvas faxaiiados 24 horas ap0s o inicio do

ensaio.
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Figura 3-Bioensaio de simulideos. (a) larvas cdétano campo; (b) beckers contendo

larvas em agitacdo. Fonte: Pereira, E.S.

4.4 .4 Bioensaio de Dose

As estirpes que mataram 50% ou mais nos bioensatetivos foram
submetidas a bioensaios de dose contra larvaSimelium spp. para determinar a
concentracao letal necessaria para matar 50% ddggép testada (Gb).

Para a realizagdo deste bioensaio, as estirpestigioeforam crescidas em
meio EMBRAPA (Monneraét al,, 2007) durante 72 horas em agitador rotativo,rp@o
a 28°C, centrifugadas a 10.000 rpm por 30 min. @, 4bngeladas por 18horas e
liofilizadas em liofilizador Labconco modelo Lypleko por 18h. Foram feitas diluicdes
com as culturas bacterianas liofilizadas segundoetodologia descrita para 0 ensaio
comA. aegyptino Procedimento Operacional Padrdao (POP) do Leb@ade Bactérias
Entomopatogénicas. A concentracao final de catigpesariou entre 2,5 e 500 ng/mL
(Tab. 1).

Para cada amostra testada reservaram-se trésdetmsaio com 10, 9,9 e 9

mL de agua destilada, nomeando-os respectivamentebd A, B e C. Posteriormente
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pesou-se 0,05g da amostra e transferiu-se parasb@ de ensaio A. Em seguida,
transferiu-se 100uL do tubo A para o tubo B e deatesferiu-se 1000uL para o tubo C.

Aliguotas retiradas da solucdo C foram pipetascdeda com a Tabela 1 e colocadas nos

béqueres.

Tabela 1- Aliquotas de estirpes de Bt utilizadaseadizacdo de bioensaio com larvas de

Simuliidae.
Dose Suspenséo das | Concentracdo (ng/ mL)
Aliquotas (uL/mL) final no recipiente

1 50 2,5

2 100 5

3 200 10

4 400 20

5 800 40

6 1000 50

7 1500 75

8 2000 100

9 3000 150

10 4000 200

11 8000 400

12 10000 500

Como testemunha foi utilizada agua destilada seipdadde bactéria. O
ensaio foi realizado em triplicata. A contagemndmero de larvas mortas foi realizada
24 horas apo0s o inicio do ensaio. Os dados delidaxde obtidos foram analisados por
meio de Probits (Finney, 1971) para determinacaGlda(concentracao letal necesséria
para matar 50% das larvas testadas). Essas sdtmaen posteriormente caracterizadas

para determiner seus sorotipos, composi¢cao de genegerfis protéicos.
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4.5 Caracterizacao das Estirpes Toxicas
4.5.1 Caracterizacdo Soroldgica

As estirpes foram caracterizadas de acordo conotogmio descrito por De
Barjac e Frachon (1990). Os soros utilizados foggmtilmente cedidos pelo Instituto
Pasteur Paris.
4.5.2 Caracterizacdo de Proteinas por meio de SD&BE

A caracterizacdo bioquimica das estirpes foi feitameio de eletroforese de
proteinas em gel desnaturante de poliacrilamidaS(BBGE 10%). A extracdo de
proteinas foi realizada segundo o protocolo desgdr Lecadetet al (1991), com
algumas modificacOes. As estirpes foram crescidasneio EMBRAPA (Monneraéet
al., 2007) por 72h em incubador rotativo (Labline @62 28° C e 200 rpm. Em seguida
4,5 mL da cultura bacteriana foi centrifugada ensragentrifuga (Eppendorf 5410) a
14.000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi descartad sedimento foi lavado duas
vezes em 1,5 mL de NaCl 5M, resuspendido em 1,5dmlsolucdo de inibidores de
proteases (1 mM de PMSF + 100 mM de EDTA) e cergaflo em velocidade méaxima
14000 rpm por 15 minutos por duas vezes (JouardBRPara finalizar, o sedimento foi
ressuspendido em 200 pL da solugdo de PMSF 1 mPITAERO00 mM. A estirpe S1806
foi utilizada como padréo.

As amostras foram desnaturadas a 100° C por 5 osirautarregadas em gel
desnaturante de poliacrilamida SDS-PAGE numa cdrasgio de 10%. O gel foi corado
em solugcédo de Comassie Blue corante (40% de medasoluto, 10% de acido acético e

25% de Comassie blue 250R) por 16 horas e descamadsolucdo descorante (40%
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metanol absoluto e 10% de &cido acético) até a ledawisualizacdo das bandas

protéicas.

4.5.3 Caracterizacado Molecular

As estirpes selecionadas foram caracterizadas @uamresenca de genes
codificadores de proteinas Cry, por meio da técuieaPCR (reacdo em cadeia da
polimerase) utilizando oligonucleotideos especéfipara a deteccdo dos geogd, cyt2,
cry4A, cry4B, cryl0 e crylBravoet al, 1998; Ibarraet al, 2003).

A extracdo de DNA foi realizada a partir de adagibago protocolo descrito
por Sambrooket al. (1989). As reacOes de PCR foram realizadas erostue
polipropileno 0,2 mL em termociclador MJ Researdhe. (PTC-100"). Foram
transferidos 10L de DNA de cada amostra para um tubo de polipeapilcontendo 8,0
UM de cada oligonucleotideo especifico, 5 mM de dXi¥, tampdo ddaqlOx e 2,5 U
deTaqDNA polimerase para uma reacao dgub0 As condicdes de amplificacdo foram
descritas por Bravet al. (1998) e Ibarrat al. (2003). Apés amplificacéo, 20 pl de cada
produto de PCR foi carregado em gel de agarose, I;é6fado com brometo de etidio e
visualizado em luz ultra-violeta. A estirpe S1806 HB. thuringiensis subespécie

israelensidoi utilizada como padréo.

5. Resultados e Discussao
Das duzentas amostras de solo, 96 estirp&ttaringiensisforam isoladas.
Essas estirpes foram nomeadas e depositadas nacaColele Bactérias

Entomopatogénicas da EMBRAPA Recursos Genéticastedologia.
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Essas estirpes foram testadas inicialmente coatve@d de mosquitos e as
toxicas foram entdo testadas contra larvasSdaulium pois estes tiveram de ser
coletados no campo, estando, portanto disponiweisienor niumero. A identificagdo das
larvas coletadas para os bioensaios revelou que@fénciam &imulium perflavum
Roubaud, espécie tipica de ambientes abertos@paados como era o local de coleta.

Das 96 novas estirpes, duas, S2271 e S2272, caud@@o de mortalidade
em bioensaios seletivos contra larvasAdeaegyptie C. quinquefasciatusA estirpe
S2271 pertence ao sorotifgraelensis enquanto a estirpe S2272 foi auto-aglutinante e
ndo pode ser sorotipada. Ambas estirpes produzarapiicons com oligonucleotideo
para identificar os genesy4A cry4B, cryl0, cryl] cytl e cyt2 e produziram perfis
protéicos similares aos da estirpe padrdao S18@6i(@i4) com bandas de peso molecular
de aproximadamente 130kDa, 72kDa e 30kDa, correlgpmio as proteinas: Cry4A e
Cry4B (~130kDa), Cryl10 e Cryll (~72kDa) e Cytl ¢XJy30kDa).

Dessas 10 estirpes, seis causaram 100% de madakdarvas de Simuliidae
em bioensaios seletivos (S2271 e S2272 proveniatdesmazonia, S1785, S1806,
S2023 e S1704 da colecdo da EMBRAPA). Essas estiggam entdo submetidas a
bioensaios de dose para se determinar a concemteteéipara matar 50% da populacéo
alvo (ClLso).

As estirpes S1785, S2271 e S1806 foram as maisagxapresentando €L
entre 9,5 e 15,1 mg/mL sendo consideradas similgoés seus intevalos de confianca
estdo entre 7,1 — 21,8 (Tab. 2). A estirpe S22#2saptou Cky de 18,3 mg/mL, de

acordo com o intervalo de confianca € semelhaptige S180Bt jegathesar{S2023)
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e Bt medellin (S1704) foram agrupados num terceiro grupo deciwede (inferior)
apresentando valores de4gde 89,1 e 108,2 mg/mL (Tab. 2).

As estirpesBt kurstaki (S1450 e S1905) aizawai (S1576) sdo tOxicas a
insetos da ordem Lepidoptera (Monnezttl, 2007),Bt tenebrionis(S1122) é téxica a
insetos da ordem Coleoptera (Marteisal, 2007) e nenhuma delas foi toéxica a larvas de
Simulium.

Bt medelline Btjegathesammostraram toxicidade para espécies de Culicidae
(Orduzet al, 1991; Kawalelet al, 1995; Restrepet al, 1997; Wirthet al, 2004). Em
estudos, o sorotipisraelensisfoi descrito como téxico as larvas de espécieSidmilium
(Myburgh e Nevill, 2003, Petrgt al, 2004; Stoops e Adler, 2006), mas até hoje nao
existem relatos da atividade toxica de estirpes stwstiposjegathesane medellin a
simulideos, como realizado neste trabalho. Estymteminares realizados coit
jegathesare Bt medellinmostraram que ainda que estas estirpes sejanasdara larvas
de mosquitos, elas sdo 10 vezes menos toxicas dteisnaelensisem condi¢cdes de
laboratorio (Thieryet al, 1999). Os resultados deste trabalho c®mulium séo
semelhantes aos obtidos c@ulex pipiend.innaeus éAedes aegpti, mostrando que Bt
jegathesare medellinproduzem valores de G4.6-10 vezes maiores que 0s obtidos com
a estirpe sraelensistestada. A nova estirpe amazonica, S2272 tamipgéesentou alta
toxicidade, entretanto, ainda que nado tenha sidactaizado seu perfil génico indicou
ser similar ao Bti. Estudos preliminares mostramgme outra estirpe de Bt (LFB-
FIOCRUZ 1035) isolada no suldeste do Brasil apriesealta toxicidade contra larvas de

Simulium pertinaXCavadost al. 2005).
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Tabela 2- Toxicidade de estirpesBcillus thuringiensiLso (mg/mL) contra larvas de

Simuliumspp.
Sorotipo CLso Intervalo confianca
Estirpes (mg.mL™) (mg.mL™)

S2271 Israelensis 9,5 7,1-12,4
S1785 Israelensis 10,5 7,2-12,6
S1806 Israelensis 15,1 10,3-21,8
S2272 autoaglutinacdo 18,3 13,1- 26,4
S1704 Medelin 89,1 72,2-106,3
S2023 Jegathesan 108,2 81,2-136,5

Os resultados de caracterizacdo obtidos mostratemaq estirpes S1785,
S2271 e S2272 apresentaram perfil protéico sentelham da estirpe padrdo S1806
apresentando proteinas de peso molecular em terd8@k Da, 72k Da e 30k Da sendo
compativel com os das proteinas Cry4A e Cry4B (kD&), Cry10 e Cryll (~72kDa) e
Cytl e Cyt2 (~30kDa) (Fig. 4). Todas essas proseis@o efetivas contra dipteros
(Monnerat e Praca, 2006). Os sorotipogedellin (S1704) e jegathesan(S2023)

apresentaram perfis de proteinas distintos eméaelag do sorotipsraelensigFig. 4).
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Figura 4-Eletroforese em gel de poliacrilamida désrado com Dodecilsulfato de sédio

(SDS-PAGE 10%) das estirpes toxicaSimuliumsp. M=marcador; 1: S1806

(padréo), 2: S1785, 3: S2271, 4: S2272, 5: S17082623.

As duas estirpes amazonicas (S2271 e S2272) afaemenprodutos de
amplificacdo por PCR nos tamanhos esperados ngfeseacom oligonucleotideos
descritos para detecgdo dos getrgdA (459 pb),cry4B (321 pb),cryll (345 pb),cytl
(478 pb) ecyt2356 pb) (Fig. 5). Esses resultados complementgrarfil de proteinas
obtidas para as estirpes estudadas mostrando riiiaida entre estas estirpes com o

sorotipoisraelensis
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M cytl cyt2 cryll
0 180622712272 0 180622712272 0 1806 22712272

1806 22712272 0O 1806 2271 2272

Figura 5-Caracterizagdo molecular das estirpes §227272, mostrando fragmentos de
DNA para a deteccéo da presenca dos geyids cyt2, cry4A, cry4B, cryl0 e
cryll M=marcador; O= controle negativo; S1808%; S2271 e S2272=

estirpes amazonicas.

Neste capitulo foi mostrado que os sorotipos desiBtelensis, medellire
jegathesan sdo toxicos a larvas deimulium Todavia as estirpes pertencentes ao

sorotipoisraelensiforam as mais toxicas.



CAPITULO IV

Susceptibilidade de Simuliidae a toxinas dBacillus thuringiensis

israelensis Berliner 1915

1. Resumo

Algumas espécies deSimulium causam serios prejuizos econdmicos,
incomodam seres humanos e outros animais, geraefldzos na agricultura, saude e
turismo. Uma alternativa para o controle dessetonéeo uso ddacillus thuringiensis
sorovarisraelensis(Bti). Esta bactéria produz vérias toxinas Cryye €produtos a base
destas tem sido amplamente utilizada em programasmrole biolégico de simulideos.
Trabalhos realizados com outras ordens de insétasnmostrado que algumas dessas
proteinas mostraram um efeito sinérgico. Porém, Ind@iorelatos sobre a atividade
individual das toxinas contra larv&imulium Este estudo avaliou a toxicidade de
proteinas puras e da mistura de Bti para determimapossivel efeito sinérgico contra
larvas deSimulium As toxinas testadas foram CytlAa, Cry4AA, CrydByllA e
Cry10A. Cry4B apresentou a maior toxicidade, seguydr Cry4A e Cryl1A. Cryl0A e
CytlA nado foram téxicas. Efeitos sinérgicos foramtedtados em muitas misturas
toxicas, mas maior fator de sinergismo (4,6) fosevgado com a mistura de toxinas

indicando ser a melhor para controlar simulideos.

Palavras chave:borrachudosBacillus thuringiensisProteinas Cry, Sinergismo.
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2. Abstract

Some species ddimuliumcause serious economic harm annoy humans and
other animals, creating losses in health, agricelland tourism industry. One alternative
for controlling this insect is the use dacillus thuringiensisserovar israelensis
(Bti). This bacterium produces several Cry and ©xins and products based on it have
been widely used in biological control programsbtdckflies. Works undertaken with
other orders of insect have shown that some ottpesteins showed a synergistic effect.
Although there are no reports relating the actiatyindividual toxins againsbimulium
larvae. This study examined the toxicity of singtel mixed proteins of Bti to determine
a possible synergistic effect against larva&ofiulium The toxins tested were CytlAa,
Cry4AA, Cry4B, Cryl1A and Cryl0A. Cry4B showed thighest toxicity followed by
Cry4A and CryllA. Cryl0A and CytlA were not tox®ynergic effect was detected in
many toxin mixtures, but all toxins togheter prasdnthe higher synergism factor, 4.6,
indicating to be the best to control black flies.

Key-words: blackflies,Bacillus thuringiensisCry protein, Synergism.

3. Introducao

Os simulideos conhecidos no Brasil como “pium” aurédchudos possuem
ampla distribuicdo e seus estagios imaturos habifaase todos os tipos de ambientes
aquaticos loticos e lénticos (Adler, 1994). Os tmulpossuem grande relevancia por
serem vetores e hospedeiros de virus, helmintogzwarios e bactérias (Hamada, 1993;
Adler, 1994). Na area meédico-veterinaria sdo vstate filarias comoMansonella

ozzardie Onchocerca volvulugMarcondes, 2001). Quando em alta densidade, aluma
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espécies causam prejuizos econdmicos, pois serfdmaas hematofagas, incomodam o
ser humano e outros animais gerando prejuizosUdesaa agropecuaria e na industria

turistica (Ruas Neto e Matias 1985; Adler e Mad®97).

As larvas de Simuliidae sao filtradoras nédo sedstivalimentam-se de
matéria organica em suspensao além de microrgasisamo bactérias (Fredeen, 1963).
Essas bactérias podem ser encontradas em divacdws mlesempenhando importante
papel ecoldgico entre os quais o efeito patogéaécalgumas espécies a diversos insetos
(Bulla-Jr., 1975). Dentre as bactérias entomopaticgé esporulantes mais estudadas
estaBacillus thuringiensisEsta produz cristais compostos de proteidan@otoxinas)
com potencial inseticida para o controle de alguesgsecies de Culicidae e Simuliidae
(Regiset al, 2000; 2001). As-endotoxinas, também denominadas proteinas Cryt,e Cy
apresentam agao extremamente toxica a diversassodeensetos (Brawet al, 2007).

O uso de biolarvicidas a base de Bti tem sido eggwle no controle
biolégico como forma alternativa ao uso dos ingddi sintéticos. O modo de acdo das
toxinas Cry tem sido caracterizado em insetos damrLepidoptera e Diptera (Braebd
al, 2007; Fernandegt al, 2008). E necessario que a proteina passe p@svtapas até
gue atinja a forma téxica: Apés a ingestao dosaisie esporos pelas larvas suscetiveis,
ocorre a solubilizacdo do cristal pelo pH alcalieoa consequente liberacdo das
protoxinas, no lumen intestinal. Essas protoxinds seconhecidas e cortadas por
proteases intestinais, para produzir toxinas atigses se ligam a receptores especificos
presentes nas células epiteliais do intestino mé@ionsequentemente poros sao

formados na membrana que permitem a passagemdiviens e agua, resultando em
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inchaco e lise das células do epitélio intestinalp®sterior morte das larvas (Braatoal,
2007; Pigott e Ellar, 2007).

Bacillus thuringiensisisraelensis produz quatro proteinas Cry (Cry4Aa,
Cry4Ba, Cryl0Aa e CryllAa) e duas proteinas CyttiBy e Cyt2Ba) toxicas que
individualmente mostram atividades contra larvas ndesquitos principalmente dos
génerosAedes Anopheles Culex As proteinas Cry4 e Cryll sdo as principais #sin
com atividade larvicida para aegypti(Chenet al,, 2009; Fernandezt al., 2009).

Essas proteinas quando em conjunto mostram uno sfagérgico em alguns
insetos. Péreet al, (2005; 2007), demonstram que a proteina Cytly&aemn sinergismo
com a proteina Cryll melhorando a efetividade degstés CytlAa insere-se na
membrana formando poros (estrutura pré-poro oligmae funcionando como um
receptor de membrana para Cryll em larvas de niobgunandez-Lunat al. (2010)
realizaram testes de concentracdo Unica mostraimdwgismo entre toxinas dBt
israelensisCyt1Aa em conjunto com Cry4Ba e com CryllAa coldraas do mosquito
Anopheles albimanusetor da malaria no México. Sinergismo tambénrm@eoentre as
toxinas CytlAa e Cry4A dBt israelensispara larvas dos primeiros estadiosTdeula
paludosa(Meigen) sendo o mecanismo da proteina CytlAa désmido para esta
espécie de tipulideo (Oestergaatal, 2007).

Bacillus thuringiensisvém sendo também bastante empregado nos
programas de controle biologico para larvas de Bolmae (Myburgh e Nevill, 2003;
Petryet al.,2004; Stoops e Adler, 2006), no entanto ndo ledaglde susceptibilidade de

toxinas puras as larvas de Simuliidae. Por isspresente estudo teve como objetivo
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analisar a toxicidade de proteinas isoladas e anjumm Cry e Cyt de Bt verificando

guais séo as proteinas toxicas no Bti e a possivaigia entre elas.

4. Material e Métodos

4.1 Toxinas Bt
Todos o0s genes de toxinas Bt usados nesse estudm fexpressos

individualmente emB. thuringiensis israelensiscristalifero, estirpedQ7 @acillus
genetic Stock Center). O vetor utilizado foi o pHb3Aranteset al, 1991) onde foram
clonados os genes codificadores das seguintesimasteCytlAa, Cry4A, Cry4B e
Cry11A. O gene codificador da toxina Cryl0Aa flmmado em pSVP27A e expresso em
B. thuringiensis israelens@cristalifero, estirpe IPS78/11. Esse gene foiado de uma

estirpe brasileira de Bt chamada S1804.

4.2. Obtencao dos Insetos

A toxicidade das estirpes de Bt contra larvas deiédeos foi determinada
utilizando um método adaptado do descrito por Beetoal (1991). Os insetos foram
coletados diariamente de um rio localizado na fdaesxperimental da EMBRAPA, em
Brasilia (DF). A identificacdo das espécies colatadoi realizada baseada em
caracteristicas morfolégicas das larvas e pupaacdedo com a Chave taxonémica de

Coscaron (1987).
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4.3. Bioensaio Seletivo

Estirpes de Bt expressando diferentes toxinas forahlivadas em meio
EMBRAPA (Monneratet al, 2007) (suplementado com eritromicina (15mg/mL) o
clorafenicol (34 mg/mL), quando necessério parautentdo dos plasmideos) por 72
horas em incubador rotativo a 200 rpm e 28 °C. nQaa porcentagem de esporulagéo
era superior a 95% foram realizados testes adictimd mL do caldo final de cada
estirpe (toxinas individualizadas) em beckers d&rmQ contendo 100 mL de agua do rio
e 25 larvas de d8imuliumspp. Os beckers foram colocados em incubadoivotat130
rpm a 28 °C e os experimentos foram realizadosrigicata. Como controle negativo
foi usado agua do criadouro sem adicdo da bact@ddos da mortalidade das larvas

foram avaliados 24 horas apos o inicio dos testes.

4.4 Bioensaio de Dose

Toxinas que mataram mais de 50% das larvaSigelliumforam utilizadas
em bioensaios quantitativos. Para a realizacdoedesssaios Bt, contendo genes
expressando diferentes toxinas foram crescidos @i BMBRAPA como descrito
anteriormente e entdo os esporos foram submetidestafugacdo a 12.000g por 30 min
a 4° C. Posteriormente eles foram congelados pdroiss e liofilizados em liofilizador
Labconco modelo Lyphlock por 18 h.

Para cada amostra testada (toxina pura) reservrésséubos de ensaio com
10, 9,9 e 9 mL de agua destilada, nomeando-os atdsggmaente de tubo A, B e C.
Posteriormente pesou-se 0,05 g da amostra e tranrséepara o tubo de ensaio A. Em

seguida, transferiu-se 100 pL para o tubo B e demtsferiu-se 1000 pL para o tubo C.
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A solucao C foi utilizada para a realizacéo do bsaéo de dose de acordo com a Tabela
1.

Para o calculo da Gbda mistura utilizou-se duas estirpes ao mesmo tempo
pesou-se 0,025g de cada uma (1:1) e transferiaseqtubo de ensaio A. Em seguida,
continuou-se o protocolo acima descrito. A soluGafwi utilizada para a realizagdo do
bioensaio de dose de acordo com a Tabela 1.

Para o célculo de todas as estirpes juntas, pes0i8% g de cada amostra e
transferiu-se para o tubo de ensaio A. Posterio@rsgguiu-se 0 mesmo protocolo acima
descrito. A solucdo C foi utilizada para a real@ado bioensaio de dose de acordo com
a Tabela 1.

Os testes foram realizados em triplicata e o ctfoo deixado sem adicédo da
bactéria. Os testes foram realizados em triplieatvaliados 24 horas apds o inicio do
teste por meio da Andlise de Probit (Finney, 19&ka determiner a Gb.(concentracao

necessaria para matar 50% das larvas testadas.

4.5. Determinagéo do Fator de Sinergismo

O fator de sinergismo foi determinado pela formidgcrita por Tabashnik
(1992). Clsog esperada = [ra+rb/Gbat+Clseb], onde ra é a proporcdo relativa a
guantidade da toxina®, rb é a proporgéao relativa a quantidade da toxibiaCLsea € a
CLsoobtida experimentalmente pela analise de Probibxiaa a eCLsob € a Clsgobtida
experimentalmente pela analise de Probit da tdxind&xiste sinergismo quando o valor
da Clso esperada € maior que o limite superior do interdal confianca (P = 0, 095) da

CLso obtida experimentalmente. Neste caso, o fatorimergismo (FS) € determinado



109

dividindo-se o valor da Gk esperada pelo valor da §lobservada para as combinacoes

das toxinas, conformeS= CLso esperada/ Gy observada.

Tabela 1- Aliquotas de estirpes de Bt utilizadaseadizacdo de bioensaio com larvas de

Simuliidae.
Dose Suspenséao das Concentracao (ng/
Aliguotas (mg/mL) mL) final no
recipiente
1 1000 50
2 2000 100
3 3000 150
4 4000 200
5 5000 250
6 9000 450
7 13000 650
8 17000 850
9 21000 1050

5. Resultados e Discusséo

As toxinas Cry4A, Cry4dB e CryllA causaram 100% damrtalidade das
larvas, ndo ocorrendo o mesmo para as toxinas @Qy#ACryl0A em bioensaios
seletivos.

Combinagbes de toxinas foram entdo testadas e @ents misturas
também causaram 100% de mortalidade em bioensaiesives: CytlAa+Cry4A,;
CytlAa+Cry4B; CytlAa+CryllA; Cry4A+Cry4B; Cry4dA+CIgA; CrydA+Cryl0A;
Cry4B+Cryl1A,; Cry4B+Cryl10A; Cryl1A+Cryl0A,;

CytlAa+Cry4A+Cry4B+Cryl11A+Cryl0A. Essas toxinas aas e misturadas foram
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submetidas a novos bioensaios para determinar @wetvacao letal para matar 50% da
populacéo alvo (Cdg), como mostrado na Tabela 1.

Do grupo das toxinas isoladas, a toxina Cry4B foimais toxica,
apresentando Ghde 92 mg/mL, seguida de Cry4A (560 mg/ii). e Cryl1A (830
mg/mL?). A mistura de amostras contendo Cry4B e Cry4édpriu a mais tdxica das
combinacdes testadas neste estudosd®&¥mg/mL') e esta interacdo apresentou um
fator de sinergismo (FS) de 2,9. Combinacdes deasytroteinas Cry4B+CryllA e
Cry4A+Cry11A foram também sinergisticas (FS 1,6&réspectivamente). Misturas de
Cry4B, Cry4A e CryllA com CytlAa (que ndo era téxisozinha) apresentaram
interacdes sinergisticas, assim como as combinag@®e3ry4B, Cryl1lA com Cryl0A
(Tab. 2). Cry4A testado com Cryl0A apresentoudacte, mas nao existem evidéncias
gue esta interacdo seja sinergistica. O valor dg&3perada esta dentro do intervalo de
confianca de 95% do valor da &lobservada. Isso indica que ndo ha efeito sinérgico
entre essas duas proteinas.

Cryl0OA e CytlAa, que nao eram toxicas quando tastagoladamente
também nédo foram téxicas em conjunto. A misturdadias as toxinas produzidas pela
estirpe apresentou o maior fator de sinergismo ¢€3),6 (Tab. 2).

Proteinas Cry4A, Cry4B e CryllA s&o as principasponsaveis pela
atividade tdéxica doB. thuringiensisisraelensis para o mosquitoAedes aegypti
(Crickmoreet al, 1995; Cheret al, 2009; Fernandeet al, 2009), sinergismo entre
toxinas aumenta toxicidade (Crickmoet al, 1995) podendo retardar ou evitar
resisténcia (Wirttet al, 1997). Crickmoret al. (1995) demostraram que e aegypti

existe sinergismo entre Cry4B e Cryl1lA como obskrvaaraSimuliumnesse estudo.
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Em A. aegyptiCytlAa interage sinergiticamente com Cry4A, Crny@dEryl1A (Wuet
al., 1994; Crickmoreet al, 1995). Fernandez-Lura al (2010) demonstraram que existe
sinergismo entre CytlAa e Cry4Ba e CryllAa em krda mosquitoAnopheles
albimanus Wiedemman novamente como foi obtido neste trabaBinergismo foi
também observado entre toxinas CytlAa e Cry4A pmmt@gios jovens dfipula
paludosa(Meigen) (Oestergaart al, 2007). EntChironomus teppetskuse, entretanto,
engquanto CytlAa sinergiza com Cry4A, parece quéagnaiza com Cryl1A (Hughes
al., 2005).

Foi sugerido que CytlA age de forma sinergisticen €®@ryl1A emA.
aegypti funcionando como um receptor de membrana paral@ry facilitando a
formacdo de um pré-poro (Pértal., 2005, 2007). Os resultados obtidos nessesasstud
indicam acao sinergistica de CytlA, mas ndo podserii sobre sua fungcdo como

receptor.
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Tabela 2- Toxicidade Gk (mg/mL) de estirpes dBacillus thuringiensisisraelensis

contra larvas de Simuliidae.

Toxinas de Bt

CLso (mg.mL™)

CLso (mg.mL™)

Fator de

(proporcoes relativas) Observada Esperada sinergismo (FS)
Cry4B 92 (55-120) - -
Cry 4A 560 (430-690) - -
CryllA 830 (790-890) - -
Cry10A - - -
CytlAa - - -
Cry4B +Cry4A (0.5 : 0.5) 54 (33 -70) 160 2.9
Cry4B+Cry11A (0.5: 0.5) 110 (78 - 150) 180 1.6
Cry4A+Cry11A (0.5: 0.5) 370 (250 - 460) 670 1.8
Cry4B + CytlAa (0.5: 0.5) 120 (110 - 130) 200 1.7
Cry4dA+CytlAa (0.5: 0.5) 840 (780 - 920) 1100 1.3
Cryl1A+CytlAa (0.5: 0.5) 710 (610 -860) 2000 2.8
Cry4B+Cry10A (0.5: 0.5) 97 (70 - 120) 200 2.1
Cryl1A+Cry10A (0.5:0.5) 1000 (920 - 1100) 2000 91.
Cry4A+Cry10A (0.5: 0.5) 1700 (1200 - 7100 1300 -
CytlAa+Cry 10A (0.5:0.5) - - -
CytlAa+Cry4A+ Cry4dB
+Cry11A+Cry10A 87 (62-110) 400 4.6

(0.2:0.2:0.2:0.2:0.2)

* (FS) = ClsgEsperada/ Ci{;Observada

Os resultados obtidos neste estudo mostraram qu#BQF a proteina mais

toxica, e quando ela € usada em conjunto com aaigl@rorre sinergismo. Desta forma,

esses resultados indicam que para o controle, lromestratégia é usar todas as toxinas

presentes na bactéria, como tem sido feito ao lolegoanos nos programas de Controle

Bioldgicos ja implantados no Rio Grande do Sul (@itairetal., 2000).

Até entdo, ndo ha relatos do mecanismo de acaprdesinas Cry e Cyt

para larvas de Simulidae sendo este trabalho pmeen estudos de sinergimo para este

inseto. Propfe-se para trabalhos futuros deternsimraecanismo molecular basico da

interacdo especifica das proteinas Cry com asaséhld intestino médio de larvas de
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Simuliidae a fim de identificar possiveis recepsodestas proteinas. E, posteriormente
um ensaio de competicdo pra se conhecer a ligagi@e@mmpeticdo das proteinas em

estudo aos receptores de membrana extraidos didsosl
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I1l- CONCLUSAO

Capitulo 1

*.
°

Neste estudo, a técnica de bioensaio foi desemlmkyivalidada e sera utilizada

para futuros estudos;

X3

*

Os diferentes sorotipos de Bt, subspedellin, proveniente do CIB, Medellin,
Colébmbia, Bt, subsp.siaelensise Bt, subspjegathesanambas do Instituto
Pasteur apresentaram atividade contra espécigsrdgium sendo que Bti foi o

mais toxico.

Capitulo Il

% A proteina Cry4B foi a que apresentou melhor ef&igco. Entretanto a mistura
de todas as proteinas (Cry4A, Cry4B, Cryl0A, CryELEyt1Aa) apresentou o
maior fator de sinergismo, indicando ser esta dhandlorma de ser usado para
produzir um produto que possa ser utilizado em rarogs de controle para
Simuliidae;

« Propbe-se para trabalhos futuros determinar o nsoanmolecular basico da
interacdo especifica das proteinas Cry com asasétld intestino médio de larvas
de Simuliidae a fim de identificar possiveis reoegd destas proteinas. E,
posteriormente um ensaio de competicdo para seecenha ligacdo e a
competicdo das proteinas em estudo aos recepteresethbrana extraidos de

simulideos.
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Capitulo 111
+« Das 18 espécies de Simuliidae ja registradas amete para o Distrito Federal
e Goias, 10 foram identificadas no presente esti#]ol0 espécies tiveram
primeiro registro para essas areas;

« Foram identificadas 22 espécies as quais foramizadhds para o
confeccionamento de uma chave dicotdmica de ides¢dio para a regido do
Distrito Federal e para os lugares amostrados tad@sle Goias. Esta ajudara na
identificacdo de espécies Simuliidae para estadoede forma mais rapida e
precisa. Esta chave dicotébmica é o primeiro rafatsimuliofauna encontrada no

Distrito Federal e arredores, na regidao do Cenest©brasileiro;

Capitulo IV
% Foi estabelecida uma estratégia para analise p& ®G@partir de amostras

conservadas ha sete anos (material coletado nesdan2003, 2004, 2007, 2008
e 2009);

+ Obteve-se éxito no protocolo adaptado para extragd®@NA deS. pertinax

anteriormente utilizado para extragdo de Culicidae;

« As sequéncias de DNA mitocondrial obtidas aqui éoem informacdes a nivel

molecular que conjuntamente aos estudos morfolégiantribuem para o

entendimento e separagdo da esp&cipertinaxde outras espécies do mesmo

grupo. Observa-se isso ha matriz de distancia iganédm grande similaridade

entre os individuos avaliados, diferenciando asdanespécie outgroup;
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< Entre as populagBes e entre os individuos de umsmmepopulacdo d&.

pertinax ndo houve diferencas génicas entre estas.
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Anexo 1- Datas de coleta, lugares amostrados, enadhs, coletores (col.) e espéciesSdauliumspp. (Diptera: Simuliidae)

coletados em Goias e Distrito Federal, Brasil.e@oks: EP, Eleny Pereira; LS, Luis Siqueira; F&ipe Ramos; MX,

Murilo Xavier; NH, Neusa Hamada. JF, Jerfeson Qdavda Silva; MP, Mateus Pepinelli; RK, Regina Kikij LF, Livia

Fusari; AF, Adnilton Fonseca. Espécies:Sl: dekeyseri2: S. pertinax 3: S. serranum4: S. spinibranchium5: S.

subpallidum 6: S. dinelli; 7: S. ochraceum8: S. lobatoj 9: S. rubrithorax 10: S. botulibranchium11: S. inaequalgl12:

S. rappae13:S. subnigruml4: S. exiguuml5:S. anamariagl6: S. jujuyensgl?: S. bipunctatuml8: S. lutzianum19:

S .perflavum?20:S. rorotaensg21:S. hirtipupa 22: S .nigrimanumdnc: dados néo coletados.

14/x/2009

n°/ Latitude Col. Espécies
Data de coleta Localizacéo Longitude coletadas

1
18/x/2007 DF/cidade satélite Ceilandia, cérrego das Pedras 15° 47 12,3'S EP; LS 2,4,5,10, 11,13,
20/x/2007 48° 08’ 16
23/xi/2009 23,8870

2 DF/cidade satélite Riacho Fundo, Embrapa, Fazenta® 54’ 20,2"S EP; FR 2,11, 13, 15, 16,
27/ix/2007  Sucupira 48° 00’ 40,0"0 19
12/xii/2008

3 DF/cidade satélite Gama, corrego Ponte Alta 16°300B"S EP;LS 5,11
04/x/2007 48° 07’ 04,0"0
15/x/2009

4 DF/cidade satélite Sdo Sebastido, setor de Chacaras 15° 55’ 25,2"S EP;LS 11,13
04/x/2007 Morro da cruz 47°46’ 40,0670
30/xi/2009

5 GO0-430/ Planaltina de Goiés divisa com o Distrito 15° 30’ 18,5”"S EP;LS 2,15, 16, 18, 22
06/x/2007 Federal, Ponte sob o Rio Maranhao 47° 37 06,4"0
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ne/ Latitude Col. Espécies
Data de coleta Localizagéo Longitude coletadas

6 GO/ Planaltina de Goias, RioCocal (estrada de)terra  15° 16’ 0,24"S EP;LS 5, 14, 16, 18, 22
06/x/2007 47° 41’ 25,90
14/x/2009

7 EP;LS 3,5,13,15, 18, 22
06/x/2007 GO-230/Agua Fria de Goias, povoado de Mato Sego, ri 14° 59’ 6,96"S
01/x/2008 Mangabeira 47° 54’ 10,6"0
14/x/2009

8 GO/Agua Fria de Goias, fazenda Saco, rio Cabano 01%43,3"S EP;LS 4,5,9, 13
06/x/2007 47° 52’ 25,00
14/x/2009

9 GO-116/Formosa de Goias, estrada de Formosa 13P928°S EP;LS 4,11,12, 16, 18
09/x/2007 47° 20' 37,3"0

10 GO-116/Formosa, entrando 4 Kms no ramal do 15° 17’ 48,4’S EP;LS; 14

09/x/2007 restaurante "S&o Jodo Cara Limpa”, rio Parana 47° 23 36,1"0 MX

16/x/2009

11 GO-116/Formosa, cachoeira do Itiquira 15° 21’ 58,5” EP;LS 2,5,8,12,13, 22
09/x/2007 47° 27’ 4,86"0

12 DF- 205/cidade satélite Sobradinho Il, proximo &kk EP;LS 11, 13, 15, 16, 17
09/x/2007 sitio Renascer, em frente a Chacara “Boca da Ponte” 15° 34’ 23,22"S
19/x/2009 47° 56’ 26,9"0

13 DF-205/cidade satélite Sobradinho Il, Povoado Rémei EP;LS 5,16, 18, 22
09/x/2007 sentido Fercal, cérrego Pedreira 15° 30’ 34,3"S
19/x/2009 47° 57’ 38,1"0

14 BR-080/cidade satélite Brazlandia, proximo a palici 15° 37’ 19,08"S EP;LS 11, 13, 16, 19
12/x/2007 Rodoviario Militar 48° 11’ 58,5"0
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19/x/2009

ne/ Latitude Col. Espécies
Data de coleta Localizagéo Longitude coletadas

15 BR-080, Km 24/Pr6ximo ao Clube Mediterraneo, rio do 15° 35’ 29,2"S EP;LS 13
12/x/2007 Sal 48° 11’ 49,60

16 BR-080/Padre Bernardo, Goids, rio Taboquinha EP;LS 1,2,8
12/x/2007 15° 21’ 3,18’S
16/x/2009 48° 13' 54,00

17 GO-230/entre Padre Bernado e Mimoso de Goiasoso d 15° 06’ 10,8"S EP;LS 3
12/x/2007 Meninos 48° 14’ 20,10

18 DF-205/Planaltina de Goias, rio da Palma EP;LS 5, 16, 22,
12/x/2007 15° 28’ 52,3"S
21/x/2008 48° 02' 59,40
19/x/2009

19 DF/Mans6es do Lago Norte, Brasilia, Cérrego do Urub 15° 45’ 0,5"S EP;LS 1,11, 13, 15, 16
17/x/2007 47° 48’ 55,60

20 DF-250/Cidade satélite Planaltina, Rio S&o Bart@om EP;LS 5,16
17/x/2007 15° 44’ 2,7"'S
21/x/2009 47° 40’ 32,470

21 DF 130, Km 6/ cidade satélite Planaltina, proximovale EP;LS 13,16
17/x/12007 do Amanhecer, corrego Santos Dumont 15° 41’ 4,26"S
23/x/2009 47° 39' 8,340

22 GO/Planaltina de Goias, estrada de terra indoBita@ca, 15° 25'34,8"S EP 2,5, 14, 16, 18,
01/x/2008 rio Lambaris 47° 38'23,22"0
14/x/2009

23 BR-180/Cidade satélite Planaltina do DF, cérrego do  15° 37°20,16"S EP 1,2,4,9,10,11,
02/x/2008 DVO 47° 42'43,56"0 13,18
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04/xi/2009

ne/ Latitude Col. Espécies
Data de coleta Localizagéo Longitude coletadas

24 DF-130/Fazenda Velha, corrego da Rajadinha 15°41pS EP 2,5,11, 13, 16, 18
02/x/2008 47° 39'52,02"0
21/x/2009

25 DF-180/Serra Jibdia Fazenda Jibdia, rio Descoberto 15° 52'4,98"S EP 5, 16
03/x/2008 48°16'41,470
15/x/2009

26 DF-190/cidade satélite Samambaia, divisa com Santo 15° 56’32,58"S EP 511
03/x/2008 Antbénio do Descoberto, cérrego Samambaia 48° 14'47,16"0

27 GO-118/Agua Fria de Goias, corrego Liboreo 14° 56355 EP;MX 13,16
06/x/2008 47° 35'56,22"0
16/x/2009

28 GO-118, Km 93/Agua Fria de Goias, estrada saindo de 14° 43'52,08"S EP;MX 2,5,13,16
06/x/2008 Sao Gabriel indo para Séo Joao da Alianca, corrego  47° 32’38,64"0
16/x/2009 Roncador

29 GO-118, km 73/Agua Fria de Goias, ribeirdo das Bxdn  14° 53'48,9"S EP;MX 2
06/x/2008 47° 35'1,62"0
16/x/2009

30 DF-205/Distrito Federal, corrego Vereda Grande 3B9,66”S EP 13
07/x/2008 47° 34'8,88"0

31 15° 36'39”
09/x/2008 DF-230/cidade satélite Planaltina, corrego Piriiipa 47° 32'36,54” EP 16, 18
19/x/2009

32 DF-120/cidade satélite Parano4, corrego Estanislau 15° 49'43,74’S EP 2,5,16,18
16/x/2008 47° 340,420
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n°/ Latitude Col. Espécies
Data de coleta Localizacao Longitude coletadas

33 BR-020/Asa Norte indo para a cidade satélite 15°43'42,12"S EP; FR 16
20/x/2008 Sobradinho, proximo a Embrapa Cenargen, cérrego  47° 54'35,52"0
25/xi/2009  Bananal

34 BR-020/Asa Norte indo para a cidade satélite 15° 42'21,48’S EP; FR 2,5,11, 16, 19
20/x/2008 Sobradinho, proximo a Embrapa Cenargen, cérrego dat7° 53'29,34"0

Torto

35 DF-205/cidade satélite Sobradinho I, DF, rio daial EP
12/x/2007 15° 28 52,3"S 5,9, 16, 22
21/x/2008 48° 02’ 59,4"0
19/x/2009

36 DF-140/Entre as cidades satélites Santa Maria e Sdo 16° 00'52,02"S EP 13,16
23/x/2008  Sebastido, proximo Escola Classe Jatai, corregausan 47° 48'5,58"0
23/x/2009

37 DF-125/ cidade satélite Paranoa, DF, Vilarejo Capdo 15°57'10,98"S EP
23/x/2008  Seco, corrego Lamaréao, 47° 33'3,42"0 11, 13, 16, 19
23/x/2009

38 DF/cidade satélite Recanto das Emas, Embrapa 15° 55'15,12"S EP; FR 13,15
24/x/2008 Hortalicas, area nova 48° 09'27,06"0

39 DF-290/estrada que liga o Engenho das Lajes aeidad 16° 01'44,46"S EP 5
24/x/2008  satélite Gama, corrego das Lajes 48° 14'28,44"0

40 DF-120/ cidade satélite Paranoa, corrego Cariru 525¢,92"S EP 18
27/x/2008 47°31'33"0
04/xi/2009

41 DF-430/cidade satélite de Brazilandia, DF, corrego ~ 15° 40'22,08"S EP 16
28/x/2008  Rodeador 48° 06'24,24"0

26/x/2009
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n°/ Latitude Col. Espécies
Data de coleta Localizac&o Longitude coletadas

42 DF/cidade satélite Brazilandia, DF, estabelecim@&rés 15° 41'11,52"S EP; LS;
28/x/2008 gas, suspiro do Lago Veredinha 48° 12'1,32” AS 4,5,7
26/x/2009

15°48'29,5"S NH

43 GO/Pirenépolis, ribeirdo Santa Maria, cachoeirat®am855'10,0”0 5,8
9/i/2003 Maria

44 GO/Pirendpolis, cérrego Lajeadinho °48'41,0’S NH 1,25 11
9/i/2003 48°55'6,8"0

45 GO/Pirendpolis, cérrego do Lazaro °15°52,7’S NH 1,2,5,13, 16,
9/i/2003 48 55'32,2"0 19

46 BR-070/Pirendpolis, serra dos Pirineus, corrég8alaa 1%547'16,7"S NH 13, 20
9/i/2003 48 52'16,8"0

47 GO/Colinas do Sul, Goias WB'55,7’S NH 1,5, 6,13, 23
11/i/2003 47°55'31,3"0

48 GO/Pirenépolis, serra dos Pirineus, morro Cabeludo,  1548'26,1"S NH 1,4,13
11/i/2003  pequeno tributario do cérrego Cabeludo (abaixospas 48 49'59,2"0

pelas pedras)

49 GO/Pirenopolis, Goias, morro Cabeludo, cérrego t3api  15°48'41,9”S NH 1,13
11/i/2003  do Mato 4851'22,6"0

50 GO/Pirenopolis, Goias, morro Cabeludo, cérrego da 15°48'54,1"S NH 13
11/i/2003  Cachoeira do Macaco 48°52'21,6"0

51 GO/Pirenopolis, Goias, parque dos Pirineus, cérrego  15°48'58,8”S NH 1,2,13,16
11/i/2003  Barriguda 48°53'11,4"0

52 GOJ/Alto Paraiso, Vale da Lua, corrego Temporario °1191,5”S NH 10
14/i/2003 47°47'24,5"0
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n°/ Latitude Col. Espécies
Data de coleta Localizacao Longitude coletadas
53 GO-241/Colinas do Sul, Goias, pequeno corrego que 14°13'55,7”’S NH 11, 16, 19
14/i/2003  corre para baixo das piscinas termais do Eden 47°55'31,3"0
54 GO- 080/ Colinas do Sul, Morro Vermelho, Sitio do 15°48'41,9”S NH 19
14/i/2003  Antbnio Carlos dos Santos, a 14 Km de Sao Jorge 48°51'22,6"0
55 GO/Formosa, Bacia do Rio Sao Francisco, corrego 15°34'00,5”S NH; JOS 4,5,9,13, 18, 22
30/vi/2003  Urucuia 47°00'59,2"0
56 GO/ Formosa, Salto do Itiquira 2'03,6”S NH; JOS 2,5,8,12, 22
1/vii/2003 47°27'15,0"0
57 GO/Pirendpolis, cérrego Barriguda °$8’46,1”S NH; JO; MP; 5,12, 13, 16
26/vi/2003 4855'17,1"0 RK
58 GO/ Pirendpolis, cérrego Lajinha UB'41,2”S NH; JO; MP; 2,4
24/vil2003 48°55'06,7"0 RK
59 BR-030/Formosa, Goias, sitio de Jose, rio Praim °29'%1,1”S NH; JOS 9
30/vif2003 47°00'0,60"0
60 GO/Alto Paraiso, rio Saltadeira, cachoeira dostélgs 1406°'06,5"S NH; JOS 1,13
7/viii/2003 47°29'53,8"0
61 GO/Formosa, rio Banderinha °P8’50,9”S NH; JOS 59, 12,18, 22
7/viil2003 47°20'32,7°0
62 GO/Alto Paraiso, rio das Pedras °33830,7"S NH; JOS 1,2,4,5,8, 12,
7Iiii/l2003 47°15'38,5"0 16, 21
63 BR-414/ Corumbéa de Goiés, salto do Corumba °4937,1"S  NH; JOS; MP; 2,5,8,9, 22,
26/vi/2003 48°46'34,8"0 RK
64 GO/Formosa, corrego Jenipapo °2A547,8"S NH; JOS 4,5, 13, 16, 18,
2/viil2003 47°22'34,0"0 22
65 GO- 346/Formosa, corrego Bezerra °3%06,5”’S NH; JOS 11, 16, 19
30/vi/2003 47°07'32,2"0
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n°/ Latitude Col. Espécies
Data de coleta Localizac&o Longitude coletadas

66 GO-116/Formosa, cérrego Lavadeira °15813,5”’S NH; JOS 5,13
2/vii/2003 47°28'17,8"0

67 GO-116/Formosa, cérrego Palmeira °1857,9”S NH; JOS 2,5,18, 22
2/vii/2003 47°27'58,7"0

68 GO-116/ Formosa, cérrego Muzungo °4B04,8’S NH; JOS 5, 16, 18
2/vii2003 47°21'43,3"0

69 BR-010/Teresina de Goias, Poco Encantado- °52024,3’S NH; LF; EP; AF 2,4,16,21
6/ii/2007 47°15’41,2"0

70 GOJ/Alto Paraiso de Goias, Cachoeira Loquinhas (Sr. 13°52'33,1’S NH; LF; EP; AF 13
6/ii/2007  Onorio) 47°15’40,4"0

71 GO/ Colinas do Sul de Goias, Cachoeira da Igrejinha  14°08'56,1”S NH; LF; EP; 5,11, 22
6/iii/2007 48°05'10,2"0 AF
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Anexo 2. Numero das amostras, data, localizac@betoces das amostras de solo coletadas na Amaa@sideira. N: nUmero de

amostras, Lat.: Latitude, Lon.: Longitude, Col.]&ores: AS, Aldaléia Santos; EP, Eleny Pereige Selmo Costa;

Bacillus: Amostras positivas paiacillus Bti= Amostras positivas paiacillus thuringiensis israelensis

DATA -LOCALIZACAO

6/i/2008- AM 010/ Rio Preto da Eva LAT. LON. +
N COL. Bacillus Bti
1 Km 18, proximo ao Posto Br/Barreira 02° 57’ 49,260° 00’ 55,6” AS X
2 Km21 02° 56’ 31,4” 60° 00" 39,7" AS X X
3 Km 24, préximo ao Balneario Recanto da Harmonia 2° 8% 09,1” 59° 59 45,5” AS X
4 Km 27, proximo Reserva Ducke 02°54'21,9" 59°BR7” AS
5 Km 30, proximo a Vivenda D. Carmita 02° 53 28,59° 57’ 33,5” AS X X
6 Km 33, préximo ao balneéario Agua Fria 02° 52514, 59° 56’ 54,4” AS X
7 Km36 02° 50’ 55,6” 59°56’ 48,1” AS X
8 Km39 02° 49’ 30,77 59°56’ 26,9” AS X
9 Km 42, proximo a Granja 02° 47 57,0 59°55’'55,2” AS
10 Km 45, proximo ao sitio Vovo Raidina 02° 46,32 59°55’ 23,2” AS X X
11 Km 48, proximo Fazendas 02°45'16,4” 59°54252 AS
12 Km 51, proximo a Taberna 4 Irmaos 02° 44’ 38,89° 53’ 37,5” AS
13 Km 54, proximo ao 12° Comando Militar 02° 48,4y 59°52'20,7” AS X
14 Km 57, proximo ao sitio Flor do Campo 02° 43228 59° 51’ 04,8” AS X X
15 Km 60 02044’ 11,9" 59°49 54,1” AS X X
16 Km 63, proximo ao Hoteleiro Comercial 02° 43,44 59° 48’ 24,1” AS X
17 Km 66 02° 44’ 07,7 59° 46’ 58,2” AS X
18 Km 69, proximo ao SPA Tropical 02044 24,0 3% 32,1" AS
19 Km72 02043’ 22,2" 59° 44’ 46,4” AS X
20 Km 75, proximo ao Hotel Fazenda Cowboy 02° 462 59°43' 19,0” AS
21 Km 78, proximo a Usina Termelétrica 02° 41’ 88,59° 42’ 28,0 AS
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DATA -LOCALIZACAO

6/i/2008- AM 010/ Rio Preto da Eva LAT. LON. COL. + Bti
N Bacillus
22 Km 81, préximo a Ramala Sao Benedito 02° 413'25,59° 40’ 53,9” AS
23 Km 84, proximo a Vivenda Abila Madyr 02° 40’21, 59° 39’ 39,9” AS X X
24 Km 87 02°39'21,3" 59°38'43,2" AS
25 Km 90 02° 38’ 03,7" 59°37' 34,9” AS X X
26 Km 93, proximo a Fazenda Fato & Nico 02° 37359, 59° 66’ 00,5” AS X
27 Km 96, proéximo ao Sitio Abengoado 02° 38’ 50,439° 34’ 52,4” AS X
28 Km 99 02° 39’ 59,3 59°33'55,1” AS X
29 Km102, préximo a Bodega do Brother 02° 40’ 47,B9° 32’ 47,9” AS
30 Km 105, préximo a Escola Mun. Divino Espiriton&a 02° 41’ 40,07 59° 31’ 31,6” AS X
31 Km 108, proximo a Fazenda Nova Esperanca 022@13” 59° 30’ 50,8” AS X
32 Km 111, préximo ao Bar Carioca 02° 44’ 06,4” 89°44,3" AS X
33 Km 114 02° 45’ 31,9" 59°29' 14,3" AS X
34 Km 117, préximo a Chacara Green Ville 02° 47502 59° 28’ 23,4” AS X X
35 Km 120, préximo ao Sitio Sonho Meu 02° 48’ 22,9B9° 27" 37,5 AS X X
36 Km 123, préximo ao Sitio Bom Futuro 02° 48’ 35,%9° 26’ 33,5” AS X
37 Km 126, proximo a Fazenda Terra Prometida 025889” 59° 25’ 14,8” AS X
38 Km 129, préximo ao Sitio Sao Vicente 02° 51721, 59° 24’ 36,5” AS X
39 Km 131, préximo a Chacara Eliza 02° 52’ 30,6” ° B9 44,5” AS X
40 Km 134, préximo ao Ramal do Cafezal 02° 52918,059° 22’ 7,5” AS X X

15/i/2008 - AM070/Estrada Manaus-Manacapuru
(Manoel Urbano)

41 Km 7, Préximo ao posto Equador 03° 10’ 10,2” 68°35,1” EP; AS X X
42 Km 10, Proximo a Olaria 03° 10’ 37,6” 60° 06,89 EP; AS X
43 Km 13, proximo a entrada da comunidade ParqadBddes 03° 11’ 24,6” 60° 08 04,9 EP; AS X X
44 Km 16 03°11'52,2” 60° 09 34,0 EP; AS X X
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DATA -LOCALIZACAO

15/i/2008 - AM070/Estrada Manaus-Manacapuru LAT. LON. COL. +
N (Manoel Urbano) Bacillus
45 Km 19 03°11'58,2" 60°11'06.9" EP;AS X X
46 Km 22 03°11'18,7" 60°12'29,3" EP;AS X X
47 Km 25 03°10'11,3" 60°13 32,8" EP;AS
48 Km 28, Proximo ao restaurante Trés irmaos 03103” 60° 14’ 44,8° EP;AS X
49 Km 31 03° 09’ 46,8” 60°16' 06,9" EP; AS X X
50 Km 33 03°09'57,9” 60°17' 25,1" EP;AS
51 Km 36 03°09' 31,77 60°18'55,9" EP;AS
52 Km 39 03° 09’ 05,3” 60°20'34,2" EP;AS X
53 Km 41, préximo ao restaurante Bicho preguica ®11,3” 60°21'43,2" EP; AS X
54 Km 44 03° 08 13,0 60° 23 054" EP;AS X X
55 Km 47 03° 09’ 24,7" 60°23'51,5" EP;AS X
56 Km 50 03?10’ 00,1” 60°25'06,8" EP;AS
57 Km 53 03°10'16,3” 60° 26’ 05,1” EP;AS X
58 Km 56 03°11'46,6” 60° 26’ 34,1" EP;AS X
59 Km 59 03°13'19,4” 60°26'50,3" EP;AS X
60 Km 62 03° 14’ 09,8” 60° 28 00,7 EP;AS
61 Km 65 03° 14’ 24,4 60° 29 34,9" EP;AS X
62 Km 68, proximo ao sitio Vovo Querida 03° 14’06, 60° 32’ 00,5 EP; AS X
63 Km 71, proximo ao sitio Kabocéos 03° 13 27,80° 83 29,3" EP; AS X
64 Km 74 03° 13 47,4” 60°35 20,5 EP;AS
65 Km 77 03° 14’ 28,6” 60° 36’ 25,0" EP; AS X X
66 Km 81 03°15'40,6” 60°37'13,4" AS;EP X
67 Km 84 préximo a Entrada a Estrada de Novo Airdo 03°1547,0” 60° 38 58,1 AS;EP X
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DATA -LOCALIZACAO

15/i/2008 - AM 352/Estrada Novo Airéo LAT. LON. COL. + Bti
N Bacillus
68 Km 4, proximo ao sitio Praiano 03°14'52,1” &% 02,8° AS;EP X
69 Km 7, proximo ao restaurante Recanto da Rosa 1938,8” 60°39'31,1" AS;EP X
70 Km 10 03°12'16,8” 60°40'54,4” AS;EP X
71 Km 13 03°11'32,4” 60°42'29,00 AS;EP X
72 Km 16 03°10'32,1” 60°42'37,4” AS;EP
73 Km 20, préximo ao sitio Felicidade e restaurdmés Manias 03° 09’ 10,77 60°42'53,5" AS;EP
74 Km 24, proximo ao refagio Verde 03° 07’ 43,6” °@@’' 05,6” AS;EP X
75 Km 26, proximo ao sitio "Nosso sitio Papie” 08°27,0” 60°44'57,77 AS; EP X
76 Km 30, préximo ao sitio Santa Rosa 03° 05’ 50,460° 46’ 19,6” AS; EP X
77 Km 33, proximo a Chacara dos meninos 03° 0Y'56, 60° 47’ 25,8 AS; EP X
78 Km 36, proximo ao sitio da Tia Julia Benacon 08°31,9” 60°48'48,54” AS; EP X
79 Km 38, proximo ao sitio Jonatas 03° 04’ 24,2 ° 69 50,8 AS;EP X
80 Km 41, proximo ao sitio Maria Arlete 03°03'84, 60°51"13,6” AS;EP X
81 Km 44, préximo ao sitio Luz do Sol 03° 02’ 16,6760° 52’ 00,3 AS; EP X
82 Km 47 03°00’' 51,77 60°52'45,9" AS;EP X
83 Km50 02°59' 25,07 60°53 28,77 AS;EP X
84 Km 52, préximo ao sitio Filhos do Homem 02° 886" 60°54'51,9" AS;EP X
85 Kmb55 02°58'08,5” 60°56' 13,2 AS;EP X X
86 Km 58 02°57' 18,8 60°57' 24,2 AS;EP
87 Kmé6l 02° 55'49,6” 60°57' 48,6 AS;EP X
88 Km 64 02° 54’ 17,77 60°58 02,8" AS;EP
89 Km 67 02° 52’ 40,5” 60°58 15,5" AS;EP X
90 Km 70, préximo ao sitio Coladinho 02°51'13,0"60° 58’ 02,4 AS; EP X X
91 Km73 02° 50" 30,6” 60°56’43,9” AS;EP X X
92 Km76 02°49'26,8” 60°55 37,6” AS;EP X X
93 Km79 02°47°'51,9” 60°5530,5" AS;EP X
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DATA -LOCALIZACAO

15/i/2008 - AM 352/Estrada Novo Airao LAT. LON. COL. + Bti
N Bacillus
94 Km 82 02° 46’ 35,0 60°56' 17,7 AS; EP X
95 Kma85 02° 45 03,4” 60°56'25,5" AS; EP X
96 Km88 02° 43 33,4” 60°56'22,1" AS;EP X
97 Kmo9l 02°42'10,1” 60°56'01,6” AS;EP X
98 Km94 02° 40’ 46,2” 60°56'22,3" AS; EP X
99 Km97 02°39'37,9” 60°56'50,2" AS;EP X
100 Km 100, na entrada da cidade Novo Air&o 0208%” 60°56'29,9" AS; EP X

28/i/2008 - Cidade de Manaus

101 Lagoa do Japiim, ao lado do supermercado Macro 03°06’39,1” 59°58 51,0” EP X
102 Bairro Col6nia Oliveira Machado, estrada deeBao 03° 08 52,77 59° 59’ 48,8” EP X X
103 Porto do Bairro da Gldria 03° 07’ 37,3 60° 02" 08,4” EP X X
104 Porto do Bairro de S&o Raimundo 03° 07’ 30,4”0° @&’ 31,2” EP X X
105 Bairro de S. Jorge, em frente ao Comando MiitaAmazodnia 03° 05 02,3” 60° 04’ 24,6” EP X
106 Bairro da Ponta Negra, condominio Jardim Europa 03° 04’ 23,3” 60° 05’ 18,6” EP X
107 Bairro da Ponta Negra, porto Marina Taua 03183%” 60° 06’ 34,5” EP X
108 Estrada do Turismo em frente a boate Celeit;m®@p 03° 03 20,3 60° 04’ 544" EP X X
109 Estrada do Turismo em frente a boate Touro &ouc 03°01' 43,00 60° 03 55,2” EP X
110 Estrada do Taruma, préximo a cachoeira Grande 3°0D 00,3 60°03 31,1" EP X X
111 Estrada do Taruma, préximo ao balneéario Esg&orpi 02°59'53,6” 60°02'50,0” EP X X
112 Estrada da Vivenda verde, proximo ao café Garim 02° 58 57,4” 60° 03 58,7" EP X X
113 Estrada da Vivenda verde, proximo ao café negiOtoriel 02° 58 45,0 60° 05 03,5” EP X X
114 Estrada da Vivenda verde, proximo ao Recargd\daras 02° 58 40,3” 60° 05’ 56,9” EP X
115 Estrada da Vivenda verde 02°57'57,1” 60° 06’ 14,6” EP X X
116 Estrada da Vivenda verde, no final 02° 58’ 50,660° 05’ 39,7” EP X X
117 Estrada do Taruma, logo apGés a cachoeira 0B75B  60°02'57,9” EP X X
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DATA -LOCALIZACAO

28/i/2008 - Cidade de Manaus LAT. LON. COL. + Bti

N Bacillus

118 Bairro Nova Cidade, proximo ao Detran 02° 5983 60°01'13,9" EP X X

119 Bairro Nova Cidade 03° 00’ 03,9” 60° 00’ 14,3" EP X
Bairro Nova Cidade,avenida Margarita, proximo a&o&s Estadual

120 Roberto dos Santos Vieira 03° 00’ 15,5" 59°58 42,4” EP X

121 Bairro Nova Cidade,avenida Margarita 03° 00238 59° 57 38,2” EP X

122 Bairro Nova Cidade, préximo ao Jardim BotamiodNPA 03° 00’ 27,3” 59° 56’ 25,9” EP X

123 Estrada Grande Circular, préximo ao Nildo Apgegas 03°01'09,9" 59°49 35,6” EP

124 Bairro Jorge Teixeira, proximo ao Distrito dgai8e Leste Disa 03° 02’ 35,0 59° 56’ 20” EP X

125 Entrada do Ramal do Brasileirinho 03° 01’ 35,2'59° 54’ 55,2” EP X

126 Ramal do Brasileirinho, préximo ao sitio Passos 03° 01’ 20,5” 59°53 16,7" EP X

127 Ramal do Brasileirinho, km 9 03° 00’ 59,5 59°52'15,9” EP X

128 Ramal do Brasileirinho, préximmo ao sitio Fé[Reus 03° 00 46,9” 59°50’49,1” EP X

129 Ramal do Brasileirinho, abatedouro do Aleméo °01310,57 59°49 354 EP X

130 Bairro do Aleixo, estrada Alameda Cosme Fareir 03° 04 46,3” 59° 56’ 04,4” EP X
Bairro do Aleixo, estrada Alameda Cosme Ferreirdximo ao numero

131 residencial 11.000 03° 05’ 53,07 59°55'16,8” EP X
Bairro do Aleixo, estrada Alameda Cosme Ferreira)xipmo a

132 Fazendinha Ipé 03° 05 36,77 59° 53 58,6” EP X
Bairro Colbnia Antbnio Aleixo, préximo a praca doodto de

133 Abastecimento d'agua 03° 05 03,4” 59°53 429" EP X
1/ii/2008 - Cidade de Manaus

134 Bairro do Aleixo, estrada V-8, poximo ao INPA 3°0@5’ 25,3 59° 59’ 32,8” EP X

135 Bairro do Parque Dez, avenida Tancredo Nevézimo ao Mindu 03°04'54,3” 60°00 21,2” EP X

136 Bairro de Flores, rua Marqués de Quixamorbidiximo ao posto Shell 03° 03’ 38,7" 59°59'485" PE X X

137 Bairro de Flores, avenida Timbiras, proximdossaPousada” 03°02' 54,5 59°58 57,3” EP X
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DATA -LOCALIZACAO

1/ii/2008 - Cidade de Manaus LAT. LON. COL. + Bti
N Bacillus
138 Bairro Cidade Nova, avenida Marques Teixeira °01346,9° 59°58'22,6” EP X X
139 Bairro Cidade Nova, avenida Ramo-D, quadra 9 °0@305,4” 59°57'41,6” EP X X
140 Bairro Cidade Nova, proximo a igreja Catoliém Sodo Batista 03° 02’ 38,8” 59°58'19,0” EP X
141  Bairro Manoa, rua 3 03°01' 13,2 59°5942,0" EP X
142  Bairro Galiléia, avenida principal 03° 00’ 42,9 59° 58’ 58,3” EP X X

Bairro Cidade Nova, avenida D, conj. Sérgio Ped¢etm, proximo a

143 Unidade Basica de Saude 03° 00’ 56,2” 59° 58 02,1” EP X X
144  Bairro Cidade de Deus, avenida Grande Circular 03°01' 34,2” 59°56’ 02,7” EP X X
145  Estrada do aeroporto, préximo ao terminal tagisle cargas 03°01'42,2” 60°02' 24,5 EP X
146  Estrada Torquato Tapajos, proximo ao Fastline 3°0Q 18,77 60° 01 28,5” EP X X
147  Bairro Parque das Laranjeiras, conjunto Shingda N, nimero 7 03° 03 59,9” 59°59 552" EP x
148  Bairro Parque Dez, no portal do Japao 03° 2”1 59°59 43,6” EP X X
149  Bairro Coroado, conjunto Petros 03° 04’ 29,5” 9° 58’ 56,0” EP X X
150 Bairro Distrito Industrial, entrada da estr&®dmaquequara 03° 05 14,6 59° 55’ 30,4” EP X
151  Bairro Distrito Industrail 11, estrada do baifPuraquequara, km 3 03° 04’ 10,4” 59° 54’ 35,8” EP x X
152  Bairro Distrito Industrail 11, estrada do baifPuraquequara, km 6 03° 03 14,5" 59° 53 48,0” EP x X
153  Bairro Distrito Industrail 11, estrada do baifPuraquequara, km 9 03°03 47,77 59°52'22,9” EP x
154  Bairro Distrito Industrail 11, estrada do baifPuraquequara, km 12 03° 03 40,4” 59°50'54,77 P E X X
155  Bairro Puraquequara, final do bairro, beiraido 03° 03 45,6” 59°50’ 44,6” EP X X
156 Bairro Puraquequara, balneario Remanso do Boto 03° 04’ 16,6” 59° 50’ 55,6” EP X X
157  Bairro Grande Vitoria, rua Londriz, nimero 1257 03° 03 37,5” 59°55'25,7” EP X X
158 Bairro Santa Inés 03°02'49,9” 59°5525,8” EP X X
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DATA -LOCALIZACAO

1/ii/2008 - Cidade de Manaus LAT. LON. COL. + Bti

N Bacillus
159 Bairro Aleixo, préximo ao colégio Agricola 038’ 16,2” 59°55'46,4” EP X X
160 Bairro Distrito Industrail, rua Armando Mendes 03°05’'52,6" 59°56’14,1” EP
161 Bairro Distrito Industrial, avenida dos Oitste 3100 03° 06’ 05,3 59°57 14,3” EP X

Bairro do Mauazinho, avenida Solimdes, proximo larit@ Masa de
162 Amazbnia 03°06’'51,1” 59° 56’ 54,6” EP
163 Bairro do Mauazinho, avenida Solimdes 03° @64 59° 56’ 15,1” EP
164  Bairro do Mauazinho, conjnto Jardim Maud, rda 2 03° 06’ 47,77 59°5542,3" EP
165 Bairro Ceasa, avenida Abiurana, BR- 319 032078 59° 56’ 54,2” EP
166 Bairro Ceasa, avenida Abiurana, BR- 319 039077 59° 56’ 30,7” EP

Bairro Distrito Industrial, Vila Buriti, proximo a@omando Militar da
167 Marinha 03° 08 19,77 59° 56’ 46,6” EP

Bairro Distrito Industrial, Rua rio Quixito, proxinao posto da
168 Remam 03° 08 10,6” 59°57 13,0" EP
169  Bairro Distrito Industrial, Rua rio Quixito 088’ 27,4” 59°57'11,9” EP
170  Bairro Distrito Industrial, rua Itauba 03° G/L,6” 59° 58 04,9” EP
171  15/ii/2008 - Cidade de Boa Vista do Ramos a 270 kaa cidade de

Manaus 02°58 10,07 57° 35 25,0” EP
22/ii/2008 - Estacdo Experimental de Sivicultura Topical do
INPA, Km 60-BR 174

172  pastagem 02° 25 16,2" 59°52'29,9” EP
173 pastagem 02°25'19,4" 59°52'32,7" EP
174  pastagem 02°25'25,8" 59°52’'38,1" EP
175 pastagem 02° 25 27,00 59°52'39,1" EP
176 pastagem 02°25'27,6" 59°52'40,2” EP
177 pastagem 02°25'27,5" 59°52'22,7" EP
178 pastagem 02° 25 28,5" 59°52'41,1" EP
179 pastagem 02° 25 28,5" 59°52'41,0" EP




154
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22/ii/2008 - Estacéo Experimental de Sivicultura Topical LAT. LON. COL. + Bti
N do INPA, Km 60-BR 174 Bacillus
180 pastagem 02°25'29,8" 59°52'42,0” EP
181 pastagem 02°25'30,9" 59°52'43,0" EP
182 pastagem 02°25'34,3" 59°52' 454" EP
183 pastagem 02° 25’ 38,3” 59°52'49,9” EP
184  capoeira 02° 25 40,5 59°53 14,3” EP
185 capoeira 02°25'38,9” 59°53 09,7” EP
186 capoeira 02° 25 15,5 59°53 05,1” EP
187 capoeira 02°25' 23,07 59°53' 15,9” EP
188 capoeira 02°25'17,6” 59°53 05,7" EP
189 capoeira 02°25'14,9” 59°53 10,8” EP
190 capoeira 02°25' 23,1 59° 53 22,4" EP X
191 capoeira 02°25'17,6” 59°53 05,7" SC X
192 capoeira 02°25'14,5" 59°53' 09,5” SC X
193 capoeira 02° 25 23,5 59°53' 09,9” SC X X
194  capoeira 02°25'42,0" 59°53 10,5” SC X
195 capoeira 02° 25 45,1 59° 53’ 20,9” SC X
196 capoeira 02°25'42,3” 59°53 14,6” SC X
197 capoeira 02° 25 15,17 59°53 19,7" SC X
198 capoeira 02°25'41,77 59°53 14,9” SC X X
199 capoeira 02°2541,1" 59°53 174" SC X
200 capoeira 02°25'445" 59°53 25,1 SC




