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Tabela 1:

LISTA DE TABELAS

Médias e desvios-padrio das mensuragdes (mm) do comprimento de
cabeca, torax, abdome, distancia interocular (DIO), distancia anteocular
(DAO), distancia pés-ocular (DPO), didmetro dos olhos (DO), 1°, 2°. e
3° segmentos da proboscida (Probl, Prob 2 e Prob 3) de adultos machos
de trés populacdes de T. rubrovaria . P<0,0001 = extremamente

significativo; P< 0,05= significativo; P>0,05 = Nao significativo
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RESUMO

Atualmente sdo admitidas 143 espécies da subfamilia Triatominae que estdo agrupadas em
18 géneros e seis tribos. Essa classificacdo baseia-se principalmente em caracteristicas
morfoldgicas. Dentre essas espécies temos Triatoma rubrovaria, que pode ser encontrado
no Estado do Rio Grande do Sul (Brasil), Uruguai e em algumas regides da Argentina.
Algumas espécies de Triatominae apresentam coloracdo e caracteristicas morfoldgicas
semelhantes, o que dificulta a identificacio dos exemplares. Ferramentas como a
morfometria, citogenética, retrocruzamentos e técnicas de biologia molecular sdo
metodologias importantes para a identificagdo dessa subfamilia. Estudos morfométricos
prévios realizados com trés populagdes de T. rubrovaria mantidas no Insetdrio de
Triatomineos do Laboratério de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
revelaram a existéncia de diferencas morfométricas estatisticamente significativas entre a
colbnia de Cagapava do Sul (CS) e as duas col6nias de Quarai (QI e QII). Diferengas no
padrdo de cor do pronoto entre as trés populagdes também foram observadas. A fim de
avaliar a variabilidade genética dessas populacdes, analisaram-se as seqiiéncias
nucleotidicas do Citocromo B (Cyt B) e 16S, pertencentes ao DNA mitocondrial e o 28S,
ao DNA nuclear. Dentre os marcadores utilizados, o Cyt B apresentou maior variabilidade,
seguido do 28S e 16S, respectivamente. Devido ao seu maior polimorfismo o Cyt B

mostrou-se um marcador eficaz para estudos de variabilidades populacionais.

Palavras-Chave: Triatoma rubrovaria, Citocromo B, 16S, 28S, seqiienciamento,

variabilidade populacional.
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ABSTRACT

Currently 143 species of the subfamily Triatominae, grouped into 16 genera and 6 tribes
are recognized. This classification is mainly based on morphological characteristics. These
species include Triatoma rubrovaria, which can be found in the state of Rio Grande do Sul
(Brazil), Uruguay and some regions of Argentina. Some species of Triatominae have
similar color and morphological characteristics, which complicates the identification of
specimens. Morphometry, cytogenetics, backcrossing and molecular biology techniques
are important methods for the identification of this subfamily. Previous morphometric
studies carried out on three populations of 7. rubrovaria maintained in the Insetdrio de
Triatomineos do Laboratério de Parasitologia of the Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
have revealed the existence of statistically significant morphometric differences among the
colony from Cacapava do Sul (CS) and the two colonies from Quarai (QI and QII).
Differences were also observed in the color patterns of the pronotum among the three
populations. The sequences of Cytochrome B (Cyt B) and 16S, belonging to the
mitochondrial DNA and 28S, the nuclear DNA, were analyzed to assess the genetic variety
of these populations . The Cyt B showed the greatest variability, followed by 28S and 16S.
It was concluded that Cyt B is the best marker for effective studies of population

variability by virtue of its grater polymorphism.

Keywords: Triatoma rubrovaria, Cytochrome B, 16S, 28S, sequencing, populational

variability
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Revisao Bibliografica

1. Doenca de Chagas

A “Nova Tripanozomiase Humana” descrita por Chagas (1909) e que posteriormente
foi denominada doenga de Chagas continua sendo um problema de Sadde Publica, tanto
que foi a terceira causa de 6bitos (13,5%) dentre as enfermidades infecciosas e parasitarias,
com registro de cerca 6000 mortes/ano entre 1980/1990 (SILVEIRA & RESENDE, 1994;
FNS, 1999; TRAVASSOS-CARVALHO, 2000).

Estima-se que sejam 28 milhdes os individuos infectados nas Américas Central e do
Sul e a incidéncia de novos casos caiu dos 700.000 nos anos 90 para 41.200 em 2006
(WHO, 2007).

A transmissdo dessa enfermidade ocorre principalmente por meio das fezes de
triatomineos contaminadas com o protozodrio Trypanosoma cruzi, mas também por
transfusdo sanguinea, congenitamente, acidentes laboratoriais, transplantes e ingestdo de
alimentos contaminados, como por exemplo, caldo de cana e de acai (LEWINSOHN,
2005).

Em 2005, foram relatados as autoridades de saide do Estado de Santa Catarina 24
casos (sendo trés fatais) de febre hemorragica, todos associados a ingestdo de caldo de
cana (MS, 2008a). Estudos posteriores constataram a contamina¢do do caldo por 7. cruzi, o
que caracteriza a forma aguda da doenca de Chagas e justifica as reagdes observadas
(STEINDEL et al., 2008). Na regido Norte do Brasil, entre 2005 e 2007, foi registrado um
surto da transmissdo de 7. cruzi pelo consumo do suco de acai, constando mais de 100

ocorréncias e oito obitos (MS, 2008b).
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A época da descri¢io da doenca, Chagas j4 se referia a importancia da melhoria das
condi¢cdes de moradia para o controle dos triatomineos no ambiente doméstico, uma vez
que os mesmos vivem em frestas e rachaduras das paredes das casas. Antes da II Guerra
Mundial havia poucas técnicas para o combate do vetor em ambiente doméstico. No inicio,
o combate aos triatomineos era realizado com querosene e na década de 40, com o advento
dos inseticidas sintéticos, o controle ao vetor tornou-se melhor sucedido. As paredes das
casas eram borrifadas com organoclorados e houve diminuicdo significativa das
populacdes domiciliares. Nos anos 80 os organoclorados foram substituidos por piretréides
devido a sua maior eficiéncia (DIAS et al., 2000; 2002).

A diminuicdo significativa da infestacdo domiciliar por triatomineos foi
acompanhada por uma rapida reducdo dos casos agudos da doenga, fato esse documentado
por estudos realizados nos Estados de Minas Gerais (Dias, 1982) e de Sao Paulo (Souza et
al., 1984). Quadros similares de decréscimo também foram verificados em outros paises do
Cone Sul, em extensas dreas da Argentina e Paraguai e no sul da Bolivia (VINHAES,
2000).

Paralelamente, ao controle do vetor observou-se reducdo da transmissdo por outras
vias, entre as quais por meio de doadores de sangue e congenitamente. (DIAS, 2000).

Contudo, estudos sobre o agente etioldgico, assim como sobre os vetores continuam
necessarios, uma vez que a erradicacdo do 7. cruzi, assim como dos seus vetores é
praticamente impossivel com os conhecimentos atuais. Corrobora essa afirmagdo o que se
tem observado no Estado de Sdo Paulo, onde a transmissdo vetorial da doenca de Chagas
estd controlada desde 1965, no entanto, ainda persiste a possibilidade de transmissdo
natural, pois os vetores podem ser encontrados, mesmo em matas residuais, conforme
observagdes trimestrais feitas por Barata e colaboradores no municipio de Araraquara

(PINTO, 2000) no periodo de 1979 a 2007.
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2. Insetos vetores da doenca de Chagas — Triatomineos

Na monografia publicada em 1979 Lent e Wygodzinsky referem todas as espécies
vdlidas de Triatominae, perfazendo um total de 110 espécies, estudadas de maneira
detalhada, incluindo observagdes sobre os ciclos de vida e habitats na natureza, além da
distribuicdo por diferentes regides e paises, assim como as informagdes quanto a infestacao
pelo parasita 7. cruzi na natureza e em laboratério (LENT, 1999). As principais espécies
vetoras da doenga estdo distribuidas desde o sul dos Estados Unidos a Argentina, entre as
latitudes 41°N e 46°S (DIAS, 2000).

Desde entdo, novos géneros e espécies foram descritos. Atualmente sdo admitidas
143 espécies da subfamilia Triatominae que s@o agrupadas em 18 gé€neros e seis tribos. O
género Triatoma é o mais representativo da subfamilia com 69 espécies descritas, as quais
estdo agrupadas em nove complexos. A classificacdo feita por Lent & Wygodzinsky
(1979), bem como as demais feitas posteriormente por outros autores baseiam-se
principalmente em caracteristicas morfolégicas (SCHOFIELD, 2000; GALVAO et al.,
2003; FORERO et al., 2004; COSTA et al., 2006; GALVAO & ANGULO, 2006; COSTA
& FELIX, 2007; SANDOVAL et al., 2007).

Dentre essas espécies inclui-se Triatoma rubrovaria, que pode ser encontrada no
Estado do Rio Grande do Sul — Brasil, Missiones, Corrientes e Entre Rios na Argentina e
em todas as regides do Uruguai (ROSA et al., 2000). T. rubrovaria era considerada
silvestre e de importincia secundéria, mas provavelmente devido as alteracdes ambientais,
essa espécie estd se domiciliando (SILVEIRA, 1983) e em muitos municipios do Rio
Grande do Sul podem ser capturados elevados niimeros de exemplares (ROSA et al., 2000;

RUAS-NETO et al., 2002).
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Triatoma rubrovaria possui hébitos rupestres e é encontrado em buracos e fendas
de locais pedregosos, onde predominam rochas com caracteristicas graniticas ou areniticas,
alimentando-se do sangue de vérios vertebrados principalmente roedores, mantendo assim
o ciclo silvestre da tripanossomiase americana (ROSA et al., 2000; ALMEIDA et al., 2002;
MARTINS et al., 2006).

Dados obtidos pela Fundacdo Nacional de Saude, no periodo de 1975 a 1997,
indicam um aumento de invasdes domiciliares e peridomiciliares do 7. rubrovaria no Rio
Grande do Sul, sendo a taxa de infec¢do natural dos exemplares capturados de 1,02%
(DIAS, 2000; SILVEIRA & VINHAES, 1998).

Nessa perspectiva Rosa et al., (1999, 2000a, 2000b) estudaram por microscopia
eletronica de varredura a morfologia da cabega de ninfas de 1° e 5° estddios, mensuraram
os segmentos antenais de ninfas e adultos e avaliaram a morfologia de ovos dessa espécie.

Algumas espécies de Triatominae apresentam coloracdo e caracteristicas
morfolégicas semelhantes, o que dificulta a identificacdo dos exemplares (LENT et
al.,1993).

Garcia et al., (1998), também partilha dessa observacdo de Lent et al., (1993) e
refere que algumas espécies sdo dificeis de separar taxonomicamente e outras t€m seu
status taxondmico questionado, sendo assim a morfometria, citogenética, cruzamentos e
técnicas de biologia molecular metodologias sdo tteis no processo de identificacdo dos
Triatominae (MONTEIRO et al.,, 2001). A biologia molecular fornece informagdes
importantes sobre as relacdes filogenéticas, uma vez que seqiiéncias de amino4cidos e de
nucleotideos apresentam um nimero muito elevado de caracteres e por isso sdo muito

utilizadas para determinar padrdes de ramificagdo na filogenia. (FUTUYMA, 1992).
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3. Sistematica e métodos moleculares

Virios marcadores moleculares podem ser explorados para fornecer informagdes
sobre a variabilidade genética dos triatomineos por meio da deteccdo de polimorfismo de
DNA. Para esse propésito existem vdrias técnicas disponiveis, tais como AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polimorfism), DGGE (Denaturating Gradient Gel Eletrophoresis)
(GASER et al., 1996), RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) (RODRIGUEZ et
al., 2000), ARDRA (Amplified Ribossomal DNA Restriction Analyses) (VENTURA et al.,
2001), RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) (WU et al., 1999, NAEGELE
et. al., 2006), seqiienciamento de genes nucleares (MONTEIRO et al., 2000; BARGUES et
al., 2002; MARCILLA et al, 2002) e mitocondriais (GARCIA & POWELL, 1998;
LYMAN et al., 1999; MONTEIRO et al., 2000; MONTEIRO et al., 2004; HYPSA et al.,

2002; SAINZ et al., 2004).

O seqiienciamento de determinados genes permite avaliar de forma direta,
polimorfismos de DNA, fornecendo informacdes para inferéncia filogenética bem como
para a avaliacdo das relacdes entre organismos e populagcdes. Diferentes por¢cdes do DNA
mitocondrial e nuclear evoluem em taxas distintas. Regides que evoluem rapidamente sio
adequadas para o estudo de organismos muito préximos e aquelas que sdo conservadas sao
mais apropriadas para comparacdo entre tidxons mais distantes (ABAD-FRANCH &

MONTEIRO, 2005).

O DNA ribossomal (rDNA) € uma regido bem conservada e que recentemente
mostrou-se como um valioso auxilio para pesquisas de sistematica e filogenia para
organismos proximos ou relacionados de forma distante e que ndo acumulam mutagdes
independentemente — cada unidade de rDNA evolui de forma sincronizada, podendo ser

tratada como um tnico gene. (COLEMAN, 2003; NAEGELE et al., 2006).
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Os genes ribossomais estdo agrupados como unidades repetitivas em tandem e nos
insetos apresentam de 100 a 1000 cépias por genoma. Cada unidade consiste de regides
conservadas transcritas, nas quais estdo os genes para as subunidades 18S, 5,8S e 28S do
ribossomo, dois espacadores internos ITS-1 e ITS-2, mais um espagador externo (ETS)

(COLEMAN, 2003).

SETS | 18S(Ssu) | ms1 [58s | ms2 | 28S (LSU) | 3 E18 |

Figura 1: Diagrama ilustrando a organizacdo do DNA ribossomal (rDNA) no genoma

eucaridtico tipico e seu RNA primario transcrito. Adaptado de Coleman, 2003

A regido ITS possui uma taxa de substituicdo nucleotidica mais rdpida que a da
regido 18S, tendo, portanto, uma evolucdo mais rdpida. A taxa de evolugc@o mais lenta da
regido 18S permite que relacdes muito antigas, com aproximadamente 100 milhdes de
anos, sejam estudadas. A regido ITS-2 permite estudos de relacdes mais recentes (cerca de
50 milhdes de anos) e é preferencialmente escolhida para estudos de filogénia e como
marcador molecular por possuir sub-regides mais conservadas (BARGUES, 2000;
COLEMAN, 2003).

O DNA mitocondrial (mtDNA) corresponde a um genoma relativamente simples,
de heranca materna e que apresenta taxa de mudanca dez vezes mais rdpida que as
substituicobes do DNA nuclear (AVISE et al.,, 1987). Diferencas nas seqiiéncias de
nucleotideos de diferentes regides do mtDNA também vém sendo utilizadas para obtengao

de informacdo sobre as relagdes evolutivas e/ou estrutura populacional de algumas
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espécies de insetos (XIONG & KOCHER, 1991; GASPARISH et al., 1995; ZHANG et al.,
1995; BESANSKY et al., 1997; LEHMANN et al., 2000).

Diferentes fragmentos de genes mitocondriais que codificam para citocromo-
oxidase I (GARCIA & POWELL, 1998), Citocromo B e a grande subunidade ribossomal
foram seqiienciadas e mostraram-se Uteis em estudos filogenéticos de gé€neros e espécies de
Triatominae (LYMAN et al., 1999; MONTEIRO et al., 2000).

Garcia et al., (2001) utilizaram fragmentos de genes mitocondriais de 18 espécies
de Triatominae, sendo 11 pertencentes ao complexo infestans e outras sete do mesmo
género, mas de complexo diferente. Ao analisar os fragmentos de mtDNA de 12S e 16S de
genes de rRNA dessas dezoito espécies, bem como o gene da citocromo oxidase I (COI) de
nove espécies, foi possivel a separacdo das 18 estudadas em dois grupos, sendo que no
grupo do T. infestans foi incluido 7. circumaculata. A inclusdao do T. circumaculata no
complexo infestans estd em desacordo com a classificacdo morfoldgica inicialmente
proposta por Lent & Wygodzinsky (1979), mostrando a importancia de associar
caracteristicas morfoldgicas e moleculares para avaliagdes filogenéticas.

Almeida et al.,, (2002) estudaram isoenzimas e padrdes cromdticos de cinco
populagdes de T. rubrovaria coletadas em quatro municipios do Estado do Rio Grande do
Sul (Santana do Livramento, Encruzilhada do Sul, Santiago ¢ Cangucgu). Em Santana do
Livramento foram coletados exemplares em dois locais distintos e nos demais municipios
apenas em um local. As andlises de nove loci isoenziméticos foram realizadas a partir de
nove sistemas enzimaticos. Os resultados obtidos mostraram que as duas populagdes
coletadas em Santana do Livramento, Cangucu e em Encruzilhada do Sul estdo
relacionadas fortemente e a coletada em Santiago € a que mais se distancia do grupo. Os
autores nao encontraram distancias genéticas significativas entre as duas coldnias coletadas

em Santana do Livramento. Com os dados obtidos a partir das aloenzimas e distancias
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genéticas para as populacdes estudadas de T. rubrovaria, Almeida et al. (2002) nao
estabeleceram correlacdo com as distancias geograficas e sugerem que sejam utilizadas
outras técnicas moleculares para confirmar se as populacdes estudadas realmente eram
distintas das demais.

Pacheco et al., (2003) realizaram andlise de RAPD e seqiiéncias de subunidades do
rDNA (ITS-1, 5,8S e ITS-2), que revelaram diferencas significativas entre duas popula¢des
estudadas (Santana do Livramento e Santiago) e que existe heterogeneidade entre as

mesmas.
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4. Justificativa

Estudos  morfométricos  prévios revelaram  diferencas  morfométricas
estatisticamente significativas entre as colonias de Cacapava do Sul (CS) e as duas
colbnias de Quarai (QI e QII). Além das diferengas morfométricas entre as trés populagdes
foram observadas diferencas morfologicas verificadas pela variagio no padrio de
coloragdo do pronoto. Desse modo pretende-se verificar se a essas diferengas
correspondem outras possiveis mudancas no DNA que foram avaliadas por meio do

seqiienciamento dos genes pertencentes ao DNA mitocondrial e nuclear.
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5. Objetivos

5.1 — Objetivo Geral

Verificar a existéncia de variabilidade genética no DNA de trés populagdes de

Triatoma rubrovaria, oriundas do Estado do Rio Grande do Sul.

5.2 — Objetivos Especificos

Amplificacdo e seqiienciamento da grande subunidade ribossomal (16S) do
genoma mitocondrial de trés populagdes de 7. rubrovaria;

Amplificacdo e seqiienciamento do gene mitocondrial do citocromo B (Cyt B)
de trés populacdes de T. rubrovaria;

Amplificacdo e seqiienciamento da grande subunidade ribossomal (28S) do
genoma nuclear de trés populagdes de 7. rubrovaria;

Estudar a variabilidade genética intra e interpopulacionais de trés coldnias de T.

rubrovaria provenientes do Estado do Rio Grande do Sul.
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6. Material e Métodos

6.1 - Insetos

Foram utilizados exemplares de Triatoma rubrovaria oriundos de trés coldnias,
coletadas em Cagapava do Sul (CS) e Quarai, ambos municipios do Estado do Rio Grande
do Sul. Essas coldnias sdo mantidas a temperatura e umidade relativa do ar ambiente, no
Insetdario de Triatominae do Laboratério de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP — Araraquara. A manutengdo das coldnias € realizada
quinzenalmente oferecendo-se camundongos albinos livres de infeccdo por 7. cruzi para a
alimentacao dos exemplares , por tempo médio de duas horas.

Os espécimes que deram origem a colénia CS foram coletados em abril/1992 em
ambiente silvestre no municipio de Cacapava do Sul/RS (ROSA, 1995). Os espécimes das
duas outras coldnias foram coletados em fevereiro/2002 (ROSA et al., 2003) no municipio
de Quarai, Estado do Rio Grande do Sul, em ambiente silvestre. Os espécimes de Quarai,
foram separados em duas coldnias, QI e QII. Essa divisdo ocorreu devido ao fato de
existirem na mesma populacdo exemplares que mostravam pronotos com formas distintas

da coloracdo vermelha.

A B C

Figura 2. A — T. rubrovaria Ql, B — T. rubrovaria Qll, C — T. rubrovaria CS
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6.2 - Extracao e estimativa da concentracao do DNA genémico

O tecido de escolha para a extracdo do DNA gendmico foi a musculatura da perna,
por esse ser livre de microrganismos contaminantes e simbiontes. Foram excisadas as seis
pernas de cada exemplar adulto com auxilio de instrumentos cirdrgicos previamente
esterilizados. Para evitar contaminantes, as pernas foram previamente higienizadas com
alcool 70%.

A extragdo foi realizada por meio de metodologia proposta por Bargues & Mas-
Coma (1997), com as seguintes modificacdes: a partir de triatomineos preservados em
dlcool 70% ou recém sacrificados, as seis pernas foram removidas, procurando sempre
retirar a maior quantidade de musculatura possivel do térax, e acondicionadas em
eppendorfs de 1,5ml. As pernas foram pré-trituradas com nitrogénio liquido colocado
diretamente no eppendorf, com ajuda de uma ponteira. Apds a pré-trituracdo foi adicionado
400ul de solucdo de lise (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 100 mM EDTA pH 8,0; 100 mM NaCl;
1% de SDS a 10%) e novamente triturado com a ajuda de uma ponteira.

A seguir, foi adicionada Proteinase K 500ug/ml, homogeneizada vigorosamente em
vortex e incubada em banho-Maria a 55°C por 4 horas. Apds o que, novamente
homogeneizada em vortex a cada 30 minutos. Entdo foi adicionado 500ul de
fenol:cloroférmio (24:1), centrifugado a 14000 rpm por 3 minutos e transferida a fase
aquosa para outro eppendorf., para entdo ser adicionar 2 pl de RNAse (10ug/100ml) e
incubada em banho Maria a 37°C por 1 hora.

Ap6s a incubacdo com a RNAse foi adicionado 400 pl de fenol:cloroférmio (24:1)
e centrifugado a 14000 rpm por trés minutos, transferindo-se o sobrenadante para
eppendorf novo e entdo adicionado 400ul de fenol:cloroférmio: &lcool isoamilico

(25:24:1) e centrifugado a 14000rpm por tré€s minutos. O sobrenadante é transferido para
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eppendorf novo com 40 ul de acetato de aménio 4M mais 1 mL de etanol absoluto gelado
e centrifugado a 4°C 14000rpm por 10 minutos.

A fase aquosa foi descartada e o pellet foi ressuspendido em 400ul de etanol 70%
gelado (etapa de lavagem) e centrifugado a 4°C 14000 rpm por 10 minutos. Todo
sobrenadante foi retirado e o pellet € secado no speedy vacum. O DNA precipitado foi
ressuspendido em 100ul de TE (10 mM Tris-HCI pH 7,6 + ImM EDTA) e estocado em
geladeira.

Para a estimativa da concentragdio do DNA gendmico, seguiu-se o protocolo
executado por Naegele et al., (2006), que consistiu na diluicdo da amostra em 1:100 em
dgua Milli-Q autoclavada e foram feitas leituras em espectrofotdmetro das absorbancias
nos comprimentos de onda de 260nm para deteccio do DNA, 280nm para proteinas e
330nm para fenol. A estimativa de pureza da preparacdo foi dada pela relagdo da

absorbancia do DNA/proteina, que deve estar entre 1,8-2,0 (SAMBROOK et al., 1989).

6.3 - Amplificacao de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction)
As reagdes de PCR foram realizadas em um termociclador Gene Amp PCR System
9700 Applied Biosystems™, com um volume final de 50pL com os seguintes

componentes:

e ~100 ng de DNAg (molde);

e 100 uM de ANTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP);

¢ 10 picomols de cada iniciador (primer);

e 2 mM de cloreto de magnésio;

¢ 1U de enzima Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen).

e tampao 10X.
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Todas as reacdes foram acompanhadas de um controle negativo, formado por todos
os compostos da reacdo, com exce¢do do DNA gendmico, cujo volume foi substituido por

dgua Milli-Q estéril.

As condigdes para a amplificagdo dos genes Citocromo B (mtDNA) e 16S (rDNA)

(LYMAN et al., 1999), foram:

e 94° C por 5 minutos

94°C por 45 segundos

50°C por 45 segundos > 40 vezes

72°C por 1 minuto

72°C por 7 minutos

Para a amplificacdo do dominio D2 do gene 28s (rDNA) (PORTER & COLLINS,

1996) foram seguidas as seguintes condigdes:

e 94° C por 5 minutos

e 94°C por 45 segundos

® 55°C por 45 segundos »40 vezes
e 72°C por 1 minuto

e 72°C por 7 minutos

A confirmacio da reacdo de amplificacdo foi realizada apds eletroforese em gel de

agarose a 1,5%, corada com brometo de etidio e observada em luz UV.
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6.4 - Iniciadores ( Primers)

Para as amplificagdes dos fragmentos mitocondriais correspondentes ao gene que
codifica para o Citocromo B (Cyt B) e a grande subunidade ribossomal (/6S) foram
utilizados os inciadores descritos por Lyman et al., (1999), sendo esperado a amplificacdo

de fragmento de 450pb.

» Citocromo B:

Forward: 5> — GGA CAA ATA TCA TTT TGA GGA GCA ACAG-3’
Reverse: 5> — ATT ACT CCT CCT AGC TTA TTA GGA ATTG -3

» grande subunidade ribosomal (16S):

Forward: 5 — CRC CTG TTT AAC AAA AACAT-3

Reverse: 5> — AAA AAA ATT ACG CTG TTA TCC CTA AAGTAA-3

Foram utilizados os primers descritos por Porter & Collins (1996) para amplificar o
gene da grande subunidade ribossomal D2 (28S), sendo esperada a amplificacdo de

fragmento de 650pb:
Forward: 5 - GCG AGT CGT GTT GCT TGA TAG TGC AG -3’

Reverse: 5 — TTG GTC CGT GTT TCA AGA CGG G -3’

6.5 - Purificacao dos fragmentos amplificados

Os fragmentos amplificados foram purificados por meio do kit “Illustra GFX DNA
and Band Purification Kit” (GE life sciences) de acordo com as instru¢des do fabricante,

para em seguida serem submetidos a reacdo de seqiienciamento.
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6.6 - Seqiilenciamento

Os produtos de PCR obtidos foram seqiienciados a partir das duas extremidades
para gerar seqiiéncias consenso.

A reacdo de segiienciamento foi realizada com o kit BigDye ™ V1.0 (DNA
Sequencing Kit, BigDye ™ Terminator Cycle Sequencing, Applied Biosystems) com
modificacdes no protocolo proposto pelo fabricante.

Para o seqiienciamento foram utilizados 0,5 pL de Big Dye 1.0; 3,5 puL de Save
Money (200 mM Tris-HCI1 pH9,0 + 5 mM MgCl,); 2,0 uL primer F/R 1.6 pmol/uL; 4 pL
de produto purificado, totalizando 10 pL de reacao.

As condig¢des para a amplificacdo dos genes Citocromo B e 16S foram:

e 96° C por 2 minutos

e 96°C por 30 segundos

e 50°C por 30 segundos »40 vezes
e  60°C por 4 minutos

As condi¢des para a amplificagdo do gene D2 foram:

e 96° C por 2 minutos
® 96°C por 30 segundos
e 55°C por 30 segundos »40 vezes

e 60°C por 4 minutos
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O produto da PCR de seqiienciamento foi precipitado da seguinte forma:
adicionou-se 80 pL. de Isopropanol 75% sobre o produto da PCR e as amostras foram
incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente (TA), fora do alcance da luz ambiente.
Apé6s o periodo de incubacido foram centrifugadas por 15 minutos a 14000 rpm em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de
etanol 70% e centrifugado a 14000 rpm por 5 minutos (TA), para ser lavado. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco no speedy vaccum por 10 minutos. As
amostras foram ressuspendidas em 2 pl. de Loading buffer (12,3 pL de pré-mix + 57,7 uL
de formamida) momentos antes se serem processadas em seqiienciador automatico ABI-

377.

6.7 - Analise dos dados

As seqiiéncias de DNA obtidas, bem como outras seqii€ncias obtidas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizadas para dar suporte a andlise, foram analisadas com
o auxilio do software “BioEdit Sequence Aligment Editor V. 7.0.5” (HALL, 1999). A
qualidade das seqiiéncias obtidas foi verificada por meio de eletroferograma. As
seqiiéncias geradas foram alinhadas por meio do programa Clustal W (HALL, 1999).

A escolha de T. sherlocki como grupo externo baseou-se na distancia geogréafica
que o separa de T. rubrovaria, tendo em vista que o objetivo do estudo consiste na

caracterizacfo de populacdes de T. rubrovaria do estado do Rio Grande do Sul, RS.
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7 — Resultados e Discussao
7.1 - Extracao do DNA genomico
O DNA gendmico (DNAg) foi extraido de 10 exemplares adultos de cada col6nia
de T. rubrovaria, mortos momentos antes da realizagdo do procedimento, sendo duas
coldnias oriundas de Quarai (RS) — coldnias QI e QII e uma de Cagapava do Sul (RS) —
coldnia CS, utilizando o protocolo modificado proposto por Bargues & Mas-Coma (1997).
O produto final da extracdo foi ressuspendido em 100puL de tampdo TE 1X e 5 pl
de DNAg foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, onde foi possivel avaliar a

integridade e a qualidade do DNAg extraido (Figuras 3, 4 e 5).

Figura 3: Eletroforese da extracio do DNAg realizada em gel de agarose a 1% corado com

brometo de etideo de 10 exemplares de T. rubrovaria oriundos da coldnia de Quarai (RS) — col6nia

QL

Figura 4: Eletroforese da extracdo do DNAg realizada em gel de agarose a 1% corado com

brometo de etideo de 10 exemplares de T. rubrovaria oriundos da coldnia de Quarai (RS) — col6nia

QIL
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Figura 5: Eletroforese da extracio do DNAg realizada em gel de agarose a 1% corado com
brometo de etideo de 10 exemplares de 7. rubrovaria oriundos da colonia de Cacgapava do Sul (RS)

— colonia CS.

Percebeu-se variagdes nas quantidades de DNAg obtidas para cada exemplar. Essa
diferenca ndo interferiu na realizacio das PCRs pois foram feitos ajustes nas concentragdes

de DNAg com a finalidade de obter amostras e reacdes mais uniformes possiveis.

7.2 — Genes Mitocondriais
7.2.1 - Grande subunidade ribossomal (16S)

A amplifica¢do do gene mitocondrial 16S ocorreu sob temperatura de anelamento
de 50°C, gerando um fragmento de aproximadamente 450 pares de bases (pb) para todos
os exemplares das trés colonias em estudo. Realizou-se a PCR com Taq de alta fidelidade
(Platinum Taqg DNA Polymerase High Fidelity - Invitrogen), sempre acompanhada de um
controle negativo, com o intuito de verificar se nao ocorreram amplificacdes de materiais

inespecificos/contaminantes.

Os produtos obtidos foram purificados com o kit comercial (Illustra GFX DNA and
Band Purification Kit — GE life sciences). Os produtos purificados sdo mostrados nas

Figuras 6, 7 e 8.
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Figura 6. Eletroforese da amplificacdo da grande subunidade ribossomal (16S) realizada em gel de

agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de peso molecular 1Kb plus; 1 a 10 —

exemplares de T. rubrovaria da coldnia QI (Quarai- RS).

PM
p——
TP o e e e e e e s e e

Figura 7. Eletroforese da amplificacdo da grande subunidade ribossomal (16S) realizada em gel de

agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de peso molecular 1Kb plus; 1 a 10 —

exemplares de T. rubrovaria da colonia QII (Quarai- RS).

500p
400pb

Figura 8. Eletroforese da amplificagdo da grande subunidade ribossomal (16S) realizada em gel de

agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de peso molecular 1Kb plus; 1 a 10 —

exemplares de T. rubrovaria da colonia CS (Cagapava do Sul- RS).
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Os produtos purificados foram seqiienciados diretamente, gerando seqiiéncias de
330 pares de bases para a colonia QI e QII e de 309 para a colonia CS (Figuras 9, 10e 11),

sendo possivel verificar a existéncia de regides polimorficas.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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Figura 9: Alinhamento das seqiiéncias da grande subunidade ribossomal (16S) do DNA

mitocondrial de exemplares de T. rubrovaria colonia QIL.
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Figura 10: Alinhamento das seqiiéncias da grande subunidade ribossomal (16S) do DNA

mitocondrial de exemplares de T. rubrovaria colonia QI.
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Figura 11: Alinhamento das seqiiéncias da grande subunidade ribossomal (16S) do DNA
mitocondrial de exemplares de T. rubrovaria colonia CS.

Para avaliar a variabilidade interpopulacional as seqiiéncias foram comparadas com
as de T. rubrovaria CTA117A (c6digo de acesso EU827228), T. rubrovaria CTA117C
(codigo de acesso EU827229), T. rubrovaria CTA108A (cdédigo de acesso EU827227)
Triatoma circummaculata ES (AF021189), Triatoma platensis (EU827232) e Triatoma
sherlocki (EU489057) (Mendonga et al., 2008) disponiveis no banco de dados do “National
Center of Biotechnology Information” — NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Os alinhamentos foram realizados no programa BioEdit, através do Clustal W

(Figura 11), que gerou um produto de 267 pares de bases.
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Figura 12: Alinhamento das seqiiéncias da grande subunidade ribossomal (16S) do genoma

mitocondrial de T. rubrovaria (colonias QI, QII e CS), T. rubrovaria (CTA117A, CTA 117C e
CTA108A) T. circummaculata, T. platensis e T. sherlocki.
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Continuagdo figura 12

No alinhamento das seqiiéncias da grande subunidade ribossomal (16S) das
colonias de 7. rubrovaria CS, QI e QII observou-se polimorfismo intra e
interpopulacional, sendo que a QII mostrou-se mais polimérfica do que a coldnia QI. Ao
passo que a CS, procedente de Cacapava do Sul ndo mostrou variagdes intrapopulacionais.

Ao alinhar as trés populagdes das coldnias de 7. rubrovaria em estudo juntamente
com outras seqiiéncias de 7. rubrovaria, T. circummaculata e T. sherlocki foi possivel
observar regides com maior polimorfismo (185 - 256 pares de bases) e outras com menor
polimorfismo (20 — 150 pares de base). De um modo geral as seqiiéncias apresentaram-se

conservadas por quase toda sua extensao.
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Quadro 1: Sitios varidveis do 16S encontrados para trés populacdes de T. rubrovaria.

111111111 1122222222722

1 8 89 900 001 1 4889 9 00 1 2 2 4 4 5

7 6 90 957 8 901 9482 3020234556 6

consenso T A AGGGTAGAAGATAGAGGACAGCTG
T. rubrovaria QI a A C

T. rubrovaria QI b . . PR

T. rubrovaria QIl a . .. ... A A

T. rubrovaria QI b

T. rubrovaria CS

T. rubrovaria CTA117A

T. rubrovaria CTA 117C

T. rubrovaria CTA108A

T. circummaculata . G L. Lo

T. sherlocki C . G A A . T . . GAT.G. . . A . . T T. . A

T. platensis . . . A . AG. AG. . T . . AGTTGTT . . . A
a = haplétipo a; b = haplétipo b; Ql = Quarai I; Qll = Quarai II; CS = Cagapava do Sul.

> > > > > >
Qo aaa-
I =

Apés o alinhamento das seqiiéncias das trés populagdes de T. rubrovaria (CS, Ql e
QII) com outras de T. rubrovaria, T. circummaculata, T. sherlocki and T.platensis, obtidas
no GenBank, obteve-se uma seqii€éncia consenso de 267 pb. Esse alinhamento revelou a
existéncia de 28 substitui¢des, das quais 35 foram do tipo transi¢do, 12 transversdes e 26
sitios polimérficos, o que representa 9,5% da seqiiéncia gerada.

Nas populacdes QI e QII verificou-se a existéncia de dois haplétipos para cada
populacdo bem como a existéncia de variabilidade intra e inter populagdes. A populacio
CS apresentou apenas um hapldtipo, por conseguinte, trata-se de uma populagdo
homogénea que apresenta apenas variabilidade interpopulacional.

T. sherlocki e T. platensis mostraram-se mais polimoérficos que as demais
populagdes de T. rubrovaria, revelando a possibilidade da utilizacdo desse marcador para

separar espécies por regides geograficas.
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7.2.2 - Citocromo B (Cyt B)

A amplificacdo do gene mitocondrial Citocromo B ocorreu sob temperatura de
anelamento de 50°C, utilizando-se enzima de alta fidelidade (Platinum Taq DNA
Polymerase High Fidelity - Invitrogen), gerando um fragmento de aproximadamente 450
pares de bases para todos os exemplares das tr€s coldnias em estudo. As reacdes foram
acompanhadas de um controle negativo, com o intuito de verificar se ndo ocorreriam

amplificacdes de materiais inespecificos/contaminantes.

Os produtos obtidos foram purificados com kit comercial (Illustra GFX DNA and
Band Purification Kit — GE life sciences). Os produtos purificados sdo mostrados nas

Figuras 13, 14 e 15.

500pb
400pb

Figura 13. Eletroforese da amplificagdo do gene mitocondrial do Citocromo B realizada em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de peso molecular 1Kb plus; 1 a 10 -

exemplares de T. rubrovaria da colonia QI (Quarai- RS).

500pb
400p

Figura 14. Eletroforese da amplificagdo do gene mitocondrial do Citocromo B realizada em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de peso molecular 1Kb plus; 1 a 10 -

exemplares de T. rubrovaria da colonia QII (Quarai- RS).
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500pb
400pb

Figura 15. Eletroforese da amplificacdo do gene mitocondrial do Citocromo B realizada em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de peso molecular 1Kb plus; 1 a 10 -

exemplares de T. rubrovaria da colonia CS (Cagapava do Sul - RS).

Os produtos purificados foram seqiienciados diretamente, sem clonagem e geraram
seqii€ncias de 364 pb para a colonia QI, 367 para a QII e de 405 para a colonia CS (Figuras

16, 17 e 18), sendo possivel observar a existéncia de polimorfismos.
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Figura 16: Alinhamento das seqiiéncias do gene mitocondrial do Citocromo B de exemplares de 7.

rubrovaria colonia QII.
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Figura 17: Alinhamento das seqiiéncias do gene mitocondrial do Citocromo B de

exemplares de 7. rubrovaria coldnia QI.
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Alinhamento das seqiiéncias do gene mitocondrial do Citocromo B de

exemplares de T. rubrovaria colonia CS.
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A andlise da variabilidade por meio do seqiienciamento do gene do Citocromo B
revelou maior variabilidade intrapopulacional para as populacdes QI e QII que aquelas
verificadas por meio do seqiienciamento da grande subunidade ribossomal (16S), podendo-
se entdo sugerir citocromo B como um marcador mais adequado para avaliar variabilidade
de populacdes.

As seqiiéncias foram comparadas com a de Triatoma sherlocki (MENDONCA et
al., 2008) (EU489058) disponivel no banco de dados do “National Center of
Biotechnology Information” — NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Os alinhamentos foram
realizados no programa BioEdit, por meio do Clustal W (Figura 19), que gerou um produto

de 360 pares de bases.
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Figura 19: Alinhamento das seqiiéncias do gene mitocondrial do Citocromo B de T. rubrovaria

(coldnias QI, QIl e CS) e T. sherlocki. (Grupo externo)
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Continuagdo figura 19.
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Os exemplares da coldnia CS apresentaram perfil idénticos entre si, porém distintos

das colonias QI e QII, ao passo que entre as mesmas é observado a existéncia de

exemplares uniformes e polimérficos (Quadro 2).
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Apbs o alinhamento das seqiiéncias de T. rubrovaria com T. sherlocki (grupo
externo - GenBank), a seqiiéncia consenso apresentou 360 pb com 108 substitui¢des, da
quais 199 sao transi¢des, 90 transversdes e 95 sitios polimoérficos, representando 26,4% da
populacio.

A partir das seqiiéncias de nucleotideos do Cyt B, realizou-se também a traducdo
das mesmas, gerando uma seqiiéncia de 120 aminodcidos, que também foram alinhadas
(Tabela 3).

Nesse alinhamento foi possivel verificar que as bases polimérficas das seqiiéncias
dos nucleotideos correspondem as mudancgas encontradas nas seqiiéncias de aminodacidos.

Na populagado QI verificou-se a existéncia de sete perfis de seqiiéncias consenso ao
passo que para a QII, trés perfis. Também foi possivel identificar a existéncia de
variabilidade intra e inter populagdes. A populacdo CS apresentou apenas uma seqiiéncia
consenso, revelando ser uma populacio homogénea, que apresenta apenas variabilidade

interpopulacional.
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7.3 — Genes Nucleares
7.3.1 — Grande subunidade ribossomal D2 (28S)

A amplificacdo da grande subunidade ribossomal (28S) do DNA nuclear da regido
varidvel D2, ocorreu a uma temperatura de anelamento de 55°C gerando um fragmento de
aproximadamente 650 pares de bases para todos os exemplares das trés colOnias em
estudo. As reagdes foram acompanhadas de um controle negativo, com o intuito de

verificar se ndo ocorreram amplificacdes de materiais inespecificos/contaminantes.

Os produtos obtidos foram purificados com kit comercial (Illustra GFX DNA and
Band Purification Kit — GE life sciences). Os produtos purificados sdo mostrados nas

Figuras 20, 21 e 22).

il

Figura 20. Eletroforese da amplificacio do gene nuclear da grande subunidade ribossomal D2
(285) realizada em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de peso

molecular 1Kb plus; 1 a 10 — exemplares de 7. rubrovaria da coldnia QI (Quarai- RS).

288 |I - e SETEE e E— s e Sy G -

Figura 21. Eletroforese da amplificacdo do gene nuclear da grande subunidade ribossomal D2
(28S) realizada em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de peso

molecular 1Kb plus; 1 a 10 — exemplares de 7. rubrovaria da coldnia QII (Quarai- RS).
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Figura 22. Eletroforese da amplificacdo do gene nuclear da grande subunidade ribossomal D2
(28S) realizada em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de peso

molecular 1Kb plus; 1 a 10 — exemplares de 7. rubrovaria da colénia CS (Cagapava do Sul - RS).

Os produtos purificados foram seqiienciados diretamente, sem clonagem e geraram
seqiiéncias de 433 pb para a colonia QI, 405 para a QII e de 453 para a colonia CS (Figuras
23, 24 e 25). O alinhamento de todas as seqii€ncias de 7. rubrovaria estd disponivel na

figura 26.
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Alinhamento das seqiiéncias da grande subunidade ribossomal (28S),

observados de exemplares de T. rubrovaria colonia QIL.
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Alinhamento das seqiiéncias da grande subunidade ribossomal (28S),

observados de exemplares de T. rubrovaria colonia QI.
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Figura 25: Alinhamento das seqiiéncias da grande subunidade ribossomal (28S),

observados de exemplares de 7. rubrovaria coldnia CS.
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Figura 26: Alinhamento das seqiiéncias da grande subunidade ribossomal (28S) de T.

rubrovaria (coldnias QI, QII e CS).
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Continuagdo da figura 26

TATTTG

GGGTTTGGTCGCTCGCATTTAAATTGGAAGGGTAATGGTGGACCGCACTTCTCCCTTAGTAGGACGTTGC GACCTGTCAAATAATATC!

300




Resultados e Discussdo 45

Quadro 4: Sitios varidveis do D2 encontrados para trés populacdes de T. rubrovaria.
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Apés o alinhamento das seqiiéncias de 7. rubrovaria a seqiiéncia consenso

apresentou 382 pb com 68 substitui¢des, da quais 153 sdo transi¢Oes, 28 transversoes e 95

sitios polimdrficos.

Apesar de poucas seqiiéncias serem comparadas, foi possivel observar que essa

regido é altamente conservada nessas espécies de triatomineos.

A populagdo QI apresenta pouco polimorfismo ao passo que a populacdao QII é

altamente polimérfica. A populacdo CS mostrou-se uniforme, apresentando apenas

polimorfismo interpopulacional.
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Lent (1942) em estudo sobre triatomineos do Rio Grande do Sul relatou a
existéncia de 13 morfotipos de pronoto para 7. rubrovaria, baseado na distribuicdo da
coloracdo vermelha. Abalos & Wygodzinsky (1951), em estudos sobre triatomineos
encontrados no Uruguai e Argentina descreveram a existéncia de cinco padrdes
cromdticos, sendo dois para exemplares argentinos e trés para exemplares uruguaios.

Em 1979 Lent & Wygodzinsky relataram a existéncia de oito padrdes cromdticos e
afirmaram que essas variacdes sdo individuais e ndo estio relacionadas a uma determinada
regido geografica (Figura 27). Almeida et al. (2002) observou que 7. rubrovaria coletados

em diferentes regides do RS apresentam quatro padrées cromadticos distintos.

Figura 27: Padrdes crométicos de pronoto de 7. rubrovaria. A = pronoto preto
uniforme; B = vista lateral da cabeca; C e D = padrdes crométicos de pronotos; E= vista

dorsal da cabega; F — J = padrdes crométicos de pronotos. Lent & Wygodzisky, 1979.

As populacdes de T. rubrovaria estudadas foram coletadas em Cagapava do Sul -
CS (ROSA et al., 1995) e Quarai — QI e QII. (MARTINS et al., 2006). Nos exemplares
dessas trés populacdes foram observados trés padrdées cromdticos de pronoto, que se
mantém presente por varias geracdes nas populacdes mantidas em laboratério, sendo um
padrio restrito a populacdo de Cacapava do Sul e os dois restantes nas populagdes oriundas

de Quarai.
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A caracteristica das trés populagdes estd de acordo com Abalos y Wygodzinsky,
1951, pois existem diferentes morfotipos por regido mas discorda em partes daquelas feitas
por Lent & Wygodzinsky, 1979, pois existem dois morfotipos numa mesma regido, Quarai.

O fendtipo da populagdao CS € distinto das populagdes QI e QII. Entretanto, as
populacdes QI e QII foram coletadas no mesmo local, no municipio de Quarai. Baseado
nas diferencas morfoldgicas entre essas tré€s populagcdes, estudos morfométricos realizados
por meio da mensuragdo do comprimento da cabeca, térax e abdomen, das distancias inter,
ante e pds-oculares, didmetro dos olhos e o comprimento dos trés segmentos da probdscida
(DUJARDIN et al., 1999) e pela andlise estatistica realizada pelo teste de Kruskal-Wallis
com comparag¢des multiplas de Dunn, revelaram diferencas significativas entre essas trés

populacdes (Tabela 1).

Tabela 1: Médias e desvios-padrdo das mensuracdes (mm) do comprimento de cabeca,
térax, abdome, distdncia interocular (DIO), distancia anteocular (DAO), distancia poés-
ocular (DPO), didametro dos olhos (DO), 1°., 2°. e 3°. segmentos da probdscida (Probl,
Prob 2 e Prob 3) de adultos machos de trés populagdes de 7. rubrovaria . P<0,0001 =

extremamente significativo; P< 0,05= significativo; P>0,05 = Nao significativo

QII QI CS Significancia
Cabeca 3,69 £ 0,06 348 £0,14 3,47+0,99 P =0,0010
Térax 4,75 £ 0,20 4,12 +0,22 4,64 +0,33 P<0,0001
Abdome 11,59 £ 0,54 11,07 £0,43 11,30 £ 0,77 P=0,0419
DIO 0,80 £ 0,03 0,75 £ 0,03 0,77 £ 0,05 P =0,0052
DAO 2,19 £0,06 2,09 £ 0,06 2,33+£0,16 P <0,0001
DPO 0,74 £ 0,05 0,67 £ 0,07 0.69 = 0,08 P =0,0098
DO 1,18 £ 0,04 1,06 + 0,04 1,04 £ 0,05 P =0,0001
Probl 0,92 +0,07 0,96 + 0,09 0,89 = 0,05 P=0,752
Prob2 2,28 + 0,08 2,11 £0,15 2,27+0,12 P = 0,004

Prob3 1,28 £0,25 1,16 £ 0,07 1,18 £ 0,06 P=0,0378
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Figura 28: Padrdes de mensuracdo de segmentos da cabeca. CC = comprimento da
cabeca; PO = distancia pds-ocular; AO = distancia anteocular; DO = didmetro dos olhos;
Prob 1, Prob 2 e Prob 3 = 1°, 2° e 3°. segmentos da probdscida. DUJARDIN et al., 1999,

modificado.

Tais evidéncias levaram ao estudo sobre a variabilidade genética dessas
populacdes.

Pacheco et al., (2007) estudou a variabilidade genética de populagdes de T.
rubrovaria de diferentes localidades do RS, utilizando RAPD e a andlise se sequencias de
rDNA e também detectou hetereogeinedade intra e interpopulacionais.

Giordano et al. (2005) utilizou o sequenciamento do Cyt B e Garcia et al. (2003)
analisou sequencias de 12S (mtDNA) e (16S rDNA) para avaliar a variabilidade genética
de populagdes distintas de 7. infestans, exaltando a possibilidade da avaliacdo de
polimorfismos de DNA de forma direta.

Ao alinhar as seqiiéncias do 16S das populagdes QI, QII e CS observou-se a
existéncia de polimorfismos intra e inter populacionais. Nas colonias QI e QII foi
verificado a existéncia de duas seqii€ncias consenso para cada populacdo, com
polimorfismos intra e interpopulacionais enquanto que para a populacdo CS, apenas uma
seqiiéncia consenso foi verificada, revelando ser uma populagdo homogénea, apresentando

apenas variabilidade interpopulacional.
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As seqiiéncias do Cyt B mostraram grande polimorfismo intra e interpopulacional
para as coldnias QI e QII do que aquele apresentado na andlise do 16S — QI apresentou sete
enquanto QII apresentou quarto. A populagdo CS mostrou-se uniforme, mostrando apenas
uma seqiiéncia consenso.

A andlise das seqiiéncias do 28S das populagdes QI, QII e CS observou-se a
existéncia de polimorfismos intra e inter populacionais. Na coldnias QI observou-se trés e
na QII seqiiéncias consenso com baixo polimorfismos intra e interpopulacionais enquanto
que para a populacdo CS, apenas uma seqiiéncia consenso foi verificada, revelando ser
uma populacdo homogénea, apresentando apenas variabilidade interpopulacional.

A homogeneidade da populacdo CS evidenciada pela andlise de trés marcadores
(Cyt B, 16S e 28S) pode ser justificada pelo longo tempo de existéncia da colonia , por isso
ndo é recomendavel a utilizacdo de populagdes antigas para estudos de variabilidade.

De acordo com os resultados, é possivel sugerir que Cyt B é um marcador mais
indicado para a andlise da variabilidade populacional que o 16S e o 28S.

Este trabalho, bem como os prévios estudos morfométricos e morfolégicos,
mostraram-se complementares, isto é, ndo ocorreram discordancias entre os resultados de
cada uma das trés avaliacdes (morfoldgicas, morfométricas e seqiienciamento). Também
ficou evidente que as andlises de seqiiéncias sdo luteis para o estudo de variabilidade entre
populagdes de 7. ruborvaria. Entretanto, estes resultados ndo dispensam outros estudos

que venham contribuir para uma melhor caracteriza¢do de populacdes de T. rubrovaria.
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8. Conclusoes

e As trés populagdes de T. rubrovaria (CS, QI e QII) estudadas apresentaram
polimorfismo identificivel por meio de andlises de seqiiéncias do DNA
mitocondrial e nuclear;

e O gene Cyt B mostrou-se altamente polimérfico, sendo 1til para caracterizar e
avaliar diferencas entre populacdes de 7. rubrovaria;

e O gene 16S apresentou menor polimorfismo, mesmo assim € valido seu uso em
estudos de variabilidade e caracterizagao de populagdes;

e O gene D2 ¢ altamente conservado, ndo sendo Util para avaliar variabilidade

populacional.
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Genetic variability of three populations of Triatoma rubrovaria

from Southern Brazil evaluated by mitochondrial DNA sequences
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ABSTRACT. Triatoma rubrovaria (Blanchard) (Hemiptera: Reduviidae:
Triatominae) can be found throughout the State of Rio Grande do Sul (RS), Brazil,
in Uruguay and some regions of Argentina. T. rubrovaria has become the most
frequently captured triatomine species in the home and presents many phenotype
variations. In order to evaluate the genetic variability of this species the nucleotide
sequence of mitochondrial Cytochrome B (Cyt B) and 16S ribosomal RNA gene
segments were used for taxonomic studies of three different population of T.
rubrovaria. The Cyt B and 16S gene sequences were analyzed individually and
then compared. The Cyt B sequences showed a greater variation than did those of
the 16S. Thus Cyt B is a better marker than 16S for the analysis of the genetic
variability of T. rubrovaria.

KEY WORDS. Triatoma rubrovaria, Cytochrome B, 16S ribosomal RNA genes,
gene sequences, Triatominae.

CORRESPONDENCE: Joao Aristeu da Rosa, Departamento de Ciéncias
Bioldgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Rodovia Araraquara-
Jau Km 1, 14801-902, Araraquara, Sao Paulo, Brazil, +55 1633016943; Fax +55

1633016940; E-mail: rosaja@fcfar.unesp.br




Anexo I 63

Introduction

Chagas disease constitutes one of the most serious public health problems
in Latin America. The etiological agent, the protozoan Trypanosoma cruzi
(Chagas) is thought to have infected up to 15 million people, and another 28
million live in endemic areas where they are at risk of acquiring the infection
(WHO, 2007).

Since the early 1990s interventions made by the World Health Organization
(WHQO) in cooperation with regional and national control authorities, has
contributed to the interruption of the transmission of the disease over sizable
areas. Brazil, Chile and Uruguay have been declared free os the transmission of
Chagas disease transmission to Triatoma infestans (Klug), the main vector in
domiciles in these countries (WHO, 2007).

Based on morphological data, Lent & Wygodzinsky (1979) have described
110 species of the subfamily Triatominae, grouped into 5 tribes and 14 genera.
Currently 143 species of the subfamily Triatominae, grouped into 6 tribes and 18
genera are recognized (Sandoval et al., 2007; Martinez et al., 2007; Costa & Felix,
2007; Bérenger & Blanchet, 2007; Costa et al., 2006; Galvdo & Angulo, 2006;

Poinar, 2005).

Triatoma rubrovaria (Blanchard) (Hemiptera, Reduviidae), can be found
throughout the State of Rio Grande do Sul (RS), Brazil, in Uruguay and some
regions of Argentina. It used to be considered sylvatic and as of secondary
importance as vector of the agent of the Chagas disease, however, probably due
to environmental changes this species has adapted to the domiciliary environment
(Silveira, 1983) and in many municipalities in RS large numbers of this insect may

be caught (Rosa et al., 2000).
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Data gathered by the Brazilian National Health Foundation (Funasa) in the
period from 1975 to 1997 indicate an increase in domestic and peridomestic
invasions by T. rubrovaria in RS (Dias, 2000; Silveira &Vinhaes, 1998).

A proper identification of the Triatominae is important for epidemiological
vigilance and the control of Chagas disease, since it allows a more effective
strategy to be applied for the control of the vectors.

Some triatomine species are alike in their coloration and morphological
characteristics and are thus difficult the identify correctly based in this
characteristics (Lent et al., 1993).

Cytogenetic and molecular biological method have been employed in the
taxonomic and systematic stud of the Triatominae in order to clarify the limitations
of morphological, morphometric, and biochemical classification, (Monteiro et al.,
2001).

Several molecular markers may be used to provide information on the
genetic variability of triatominae through the detection of DNA polymorphisms. The
sequencing of certain genes in order to detect DNA polymorphisms direct provides
information for phylogenetic inference as well as enabling us to assess the
relationships between organisms and populations.

The mitochondrial DNA (mtDNA) is a relatively simple genome of maternal
inheritance, and has a rate of change ten times faster than the replacement of
nuclear DNA (Avise et al.,, 1987). Differences in the nucleotide sequences in
different regions of the mtDNA have also been used to obtain information about
the evolutionary relationships and / or population structure of some species of

insects.
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The aim of this study was to investigate the variability of three T. rubrovaria
populations from different localities in RS by the analysis of nucleotide sequence

of the mitochondrial Cytochrome B (Cyt B) and 16S ribosomal RNA genes.

Material and methods
Acquisition of insects
A total of 30 specimens adults of T. rubrovaria were obtained from three
colonies (10 of each) mantained in the Insetario de Triatominae at the Laboratério
de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/7UNESP/Araraquara.
The colony collected in Quarai (30°22'52"S; 56°25'31"W), state of Rio
Grande do Sul (RS) (Figure 1) in 2003 (Martins et al.,2006) had distinct color
patterns of pronotum (Figure 2A and 2B) and then they were separated in two
populations, Quarai | (Ql) and Quarai Il (Qll). The third colony of T. rubrovaria was
collected in Cacgapava do Sul (30230'44"S; 53°29'29"W) in 1993 (Rosa et al., 2000)

(Figure 2C) and is called CS.

DNA extraction

The bug genomic DNA was extracted all six legs were used, previously
cleaned with an ethanol 70% solution. The legs were treated with phenol and the
DNA was precipitated with 100% ethanol, using the modified Bargues & Mas-
Coma et al. (1997) procedure.

The legs were first macerated with liquid nitrogen and after in 400uL of lysis
buffer (10mM Tris — HCI (pH 8.0), 100mM EDTA, 100mM NaCl, 1% sodium
dodecyl sulfate [SDS] containing 20uL (10 mg/mL) of Proteinase K (Invitrogen®)

and digested for four hours at 55°C with alternate shaking every 30 minutes. Next,
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500uL of (24:1) phenol:chloroform solution was added at room temperature (RT) in
the tube and centrifuged at 20.800g for three min. The supernatant was
transferred to another tube and 2uL of RNAse (10ug/100mL) was added and
incubate for 30 minutes at 37°C.

After this incubation, 400uL of (24:1) phenol: chloroform solution was added
at RT in the tube and centrifuged at 20.800g for three minutes. The supernatant
was transferred to another tube where 400uL of a (25:24:1) solution of phenol:
chloroform: isoamyl alcohol was added at RT in the tube and centrifuged at
20.800g for three minutes.

The supernatant was transferred to another tube and 400uL of
chloroform:isoamyl alcohol (24:1) solution was added and it was centrifuged at
20.800g for three minutes. The aqueous phase was transferred to another tube,
where the genomic DNA was precipitated by adding of 40uL of 4 M ammonium
acetate and 1 mL of cold absolute ethanol and centrifuged at 4°C at 20.800g rpm
for ten minutes.

The pellet was washed with 70% ethanol, centrifuged at 20.800g for
ten minutes at 4°C, and briefly air dried. The precipitated DNA was dissolved in

50uL of TE Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 7.6; 1 mM EDTA).

Amplification of the Cyt B and 16S region

The two target mitochondrial DNA fragments were amplified by the
Polymerase Chain Reaction (PCR), resulting in a 363 bp fragment of the Cyt B
gene and a 330 bp fragment of the 16S large subunit ribosomal RNA region of the

mitochondrial gene.
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The DNA fragments were amplified with the following primer combinations
(Lyman, 1999): Cyt B (CytB-F: 5 — GGA CAAATATCATTT TGA GGA GCA ACA
G - 3’) and (CytB-R: 5 — ATT ACT CCT CCT AGC TTA TTA GGA ATT G - 3)
and 16S mitochondrial gene (16S-F: 5 — CRC CTG TTT AAC AAA AAC AT -3
and 16S-R: 5 — AAA AAA ATT ACG CTG TTA TCC CTA AAG TAA - 3),
performed in GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems ™)

The following reactions conditions were used: denaturation at 94°C for 5
min; then 35 cycles of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 50°C for 1 min,
and extension at 72°C for 1 min; followed by a 72°C extension for 7 min, and
storage at 4°C indefinitely, for both gene fragments.

The resulting amplicons were separated on a 1.0% agarose gel and the
DNA fragments were extracted from the gel with lllustra GFX DNA and Band
Purification Kit (GE Life Sciences), following manufacturer's instructions, and
sequenced in an ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer, Wellesley, MA,
US), using the Big Dye® Terminator vi.1 Cycle Sequencing kit (Applied

Biosystem).

Data analysis

The DNA sequences obtained, as well as other sequences from the
GenBank, were edited with the program BioEdit 7.0.5 and aligned with the
program ClustalW (Thompson et al., 1994; Hall, 1999).

The choice of T. sherlocki as outgroup was based on the geographic
distance that separates from T. rubrovaria, considering that the objective of the
study is to characterize the populations of T. rubrovaria of the Rio Grande do Sul

State.
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Results
Large subunit ribosomal RNA (16S)

The amplification of the mtDNA for 16S rRNA generated a fragment with
330 bp for T. rubrovaria from Quarai | and Quarai Il (Ql and Qll) and a fragment of
309 bp for the colony of T. rubrovaria from Cagapava do Sul (CS). After aligning
their sequences with the ones from T. rubrovaria, T. circummaculata, T. sherlocki
and T.platensis obtained in GenBank it was obtained a consensus sequence of
273 bp. This alignment exhibited 28 substitutions, of which 35 were transitions, 12

transversions and 26 polymorphic sites (9,5%) (Table 1).

Cytochrome B (Cyt B)

The amplified fragment of the Cyt B region produced a sequence with 364
bp for T. rubrovaria Ql, 367pb for T. rubrovaria Qll and 388 bp for T. rubrovaria
CS. After aligning this sequences with T. sherlocki (outgroup), from GenBank, the
consensus sequences obtained presented 360 bp with 108 substitutions, wich 199
were transitions, 90 transversions and 95 polymorphic sites (26,4%) (Table 2). The
protein sequences showed 34 non-synonymous changes (Table 3), which

correspond to the changes found in the amino acids sequences.
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Discussion

Abalos & Wygodzinsky (1951) found in Uruguay and Argentina, five
patterns of pronotum for T. rubrovaria. Lent & Wygodzinsky (1979) reported the
existence of eight color patterns and affirmed that this variation is individual and
not geographic. Almeida et al. (2002) noted that T. rubrovaria collected in different
regions of RS presents chromatic variations and four morphotypes.

Three colors patterns of pronotum in specimens captured in Cacapava do
Sul (Rosa et al., 2000) and Quarai in RS (Martins et al., 2006) (Figure 2) were
observed. These color patterns are presented for every generations of this
populations. Then this observation is according to Abalos y Wygodzinsky, 1951,
but in parts disagrees with Lent & Wygodzinsky, 1979. The phenotype of CS
colony is distinct of QI and Qll (Figure 2). Therefore QI and QIl colonies are
collected in the same local, Quarai (Figure 2). Beyond the morphological
differences among these three populations, morphometric differences (evaluated
by mensuration of head, thorax and abdominal length, interocular, anteocular and
postocular distances, diameter of the eye and the lengths of first, second and third
rostral segments - Dujardin et al., 1999) with statistical significance verified
through the test of Kruskal-Wallis test with multiples comparisons of Dunn like
post-test revealed significant differences between the three populations
(unpublished data).

Then this genetic variability study was based in these observations. The
populations from Quarai had different morphotypes and pronotum color, which
were conserved even after the population was separeted in two, Ql and Qll, based

on color pattern.
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Pacheco et al., (2007) studied the genetic variability of populations of T.
rubrovaria from different localities of RS, using RAPD and rDNA sequence
analyses and also detected heterogeneity intra and inter populations.

Giordano et al. (2005) used the sequencing of mitochondrial
Cytochrome B gene and Garcia et al. (2003) analyzed Mitochondrial 12S and 16S
ribosomal DNA sequence for evaluation of genetic variability of distinct populations
of T. infestans, highlighting the possibility of evaluating the DNA polymorphisms of
direct way.

The distinct feature of the three populations of T.rubrovaria (CS, Ql and Qll)
may be verified through the mtDNA analysis (Table 3).Polymorphisms intra and
inter populations in the alignment of sequences of the 16s rRNA of the colonies
Ql, Qll and CS was observed. In QI and QIl colonies two consensus sequences
for each population and there is variability intra and inter population was verified
while the CS population shows only one consensus sequence, revealing as a
homogeneous population, thus presenting only inter population variability (Table
1).

The sequences of Cyt B showed higher intra population polymorphism for
QI and QIl than that presented by analysis of 16S - Ql showed seven patterns

while QIl showed four patterns of sequence. The CS population again proved to

be uniform, showing only a consensus sequence (Table 2).

The homogeneity presented by the CS population in the analysis of the two
markers can be justified by the long time of existence of the colony, this it is not
recommend its use for studies of variability of populations.

According to the results, it can be then suggested that the Cyt B is a better

marker for the analysis of genetic variability than 16S. This study showed that the
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morphometric and morphological studies and the sequences analysis are reliable
to study the variability intra and inter population. Moreover, these distinct
methodologies show the phenotype differences and are complementary to
taxonomic studies. Therefore, further studies are necessary to better characterize

T. rubrovaria populations.
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Figure 1: Regions of capture of Triatoma rubrovaria in the Rio Grande do Sul
State, Brazil (Rosa et al., 2000, modified).
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Figure 2. A — T. rubrovaria Ql, B— T. rubrovaria Qll, C — T. rubrovaria CS
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