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comprimento dos ramos representa a distdncia genética entre os individuos. Na legenda da
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estd o numero de acesso no GenBank®: T. baratai (Tb), T. brasiliensis (T brasil), T.
costalimai (Tc), T. guazu (Tg), T. infestans (T infest), T. matogrossensis (Tm), T. sherlocki
(T sherlo), T. sordida (Ts), T. vandae (Tv), T. williami (Tw), P. megistus (P. megist) e
Rhodnius neglectus (Rn).
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representa o alinhamento relativo ao fragmento 16S, e o da direita, ao Cytb. A linha azul
corresponde a transi¢des (s) e a verde a tansversoes (V).
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Figura 17: Mapas da regido Centro-Oeste do Brasil, com pontuacdes coloridas, que indicam
a distribuicdo (locais de notificagdo) das espécies pertencentes ao subcomplexo
matogrossensis que foram abordadas nesse estudo. Ja os ciculos apontam os agrupamentos
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(A) e Cytb (B).

68

Figura 18: Mapa da América do Sul, com destaque para regido de endemismo e disperséo
da domiciliacdo da espécie T. sordida a partir da regido Centro-Oeste do Brasil. As linhas

escuras marcam os limites de domiciliacdo dos triatomineos (Forattini, 1980).
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Resumo

Relacao filogenética entre sete espécies de Triatominae (Hemiptera,
Reduviidae) da regiao Centro-Oeste do Brasil baseada no sequenciamento
de genes mitocondriais.

A doenca de Chagas tem como agente etioldgico o protozodrio Trypanosoma cruzi,
cujos vetores pertencem a subfamilia Triatominae. Os triatomineos distribuem-se distribuidos
por toda regido Neotropical e epidemiologicamente se destacam as espécies dos géneros
Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma. O género Triatoma € o mais numeroso € foi subdividido
em complexos especificos de acordo com semelhanc¢as morfoldgicas e distribuicdo geografica
de suas espécies. As sete espécies estudadas podem ser encontradas na regido Centro-Oeste
do Brasil, das quais seis pertencem ao subcomplexo matogrossensis (T. baratai, T. costalimai,
T. guazu, T. matogrossensis, T. vandae e T. williami). A outra espécie, T. sordida pertence ao
subcomplexo sordida. O objetivo deste estudo foi determinar a posi¢do filogenética das sete
espécies ocorrentes na regidao Centro-Oeste, por meio de comparagdo das sequéncias dos
fragmentos citocromo b e 16S do DNA mitocondrial, visto que até o momento ndo foi
determinada a posi¢do de T. baratai e T. vandae com base em dados moleculares. Os
exemplares avaliados sdo oriundos de colonias mantidas junto ao Insetdrio de Triatominae da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/UNESP - Araraquara. Apds a extragdo do DNA
gendmico e da amplificacdo dos fragmentos 16S e Cytb, procedeu-se o sequenciamento do
DNA em sqiienciador automdtico, modelo ABI 377. As sequéncias obtidas juntamente com
outras sequéncias (do mesmo fragmento) ja disponiveis no GenBank, foram alinhadas com
auxilio do programa Clustal W do BioEdit e as inferéncias filogenéticas foram conduzidas
utilizando-se andlises de parcimdnia e de distancia com o programa MEGA 3.1. De acordo
com os resultados encontrados, 7. costalimai mostrou-se mais distante das demais espécies e
foi posicionada como grupo externo. As outras espécies distribuiram-se em dois grupos: o
primeiro composto pelas espécies 1. vandae proxima a T. matogrossensis €, externo a essas,
T. sordida; o segundo grupo compreende 7. guazu fortemente relacionado com 7. williami e
proximos a T. baratai. Além da presenga de dois grupos bem definidos, podemos notar a
presenga de 7. sordida em meio as espécies do subcomplexo matogrossensis. Conclui-se que
a andlise filogenética, por meio do gene 16S, posiciona 7. baratai e T. vandae junto ao
subcomplexo matogrossensis, porém em dois grupos distintos.

Auxilio Financeiro: CNPq

Palavras-Chave: Triatominae, Filogenia, Sequenciamento, 16S, Citocromo b



Abstract

Phylogenetic relationship of seven Triatominae species (Hemiptera,
Reduviidae) from Central West Region of Brazil based on mitochondrial
genes sequences

The protozoan Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas' disease, is
transmitted by vectors that belong to the subfamily Triatominae. The triatomines are
distributed throughout the Neotropical region and species from Panstrongylus, Rhodnius and
Triatoma genus stand out epidemiologically. The Triatoma genus is the largest and was
divided in specific complexes according to morphological similarities and geographical
distribution of its species. The seven species studied can be found in the Central West Region
of Brazil, of which six belong to the matogrossensis subcomplex (7. baratai, T. costalimai, T.
guazu, T. jurbergi, T. matogrossensis, T. vandae and T. williami). The other specie, T. sordida
belong sordida subcomplex. The aim of this study was to determine the phylogenetic position
of the seven species from Central West Region by comparing the 16S and Cytb fragments
sequences of the mitochondrial DNA, since so far not been given the position of 7. baratai
and 7. vandae based DNA sequences. The specimens evaluated came from colonies
maintained at the Insectarium of Triatominae, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas / UNESP
- Araraquara. After extraction of genomic DNA and amplification of the 16S and Cytb
fragments, it was sequenced in an automatic DNA sequencer, model ABI 377. The sequences
obtained and other sequences (of the same fragment) already available in GenBank were
aligned using the Clustal W program of BioEdit and the phylogenetic inferences were
conducted using the analysis of parsimony and distance with the MEGA 3.1 program.
According to the results, 7. costalimai was more distant from other species and was placed as
an outside group. Other species are distributed in two groups, the first comprising the species
T. vandae very close to T. matogrossensis and external of these, T. sordida. The second group
includes 7. guazu strongly related to 7. williami and close to T. baratai. Besides the presence
of two well defined groups, our analyses have shown that 7. sordida was included among the
species of matogrossensis subcomplex. We conclude that phylogenetic analysis using the 16S
gene sequence show the inclusion of the T. baratai and T. vandae species in the
matogrossensis subcomplex, however into two separated groups.

Financial Support: CNPq.

Keywords: Triatominae, phylogeny, Sequencing, 16S, Cytochrome b.
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INTRODUCAO

A descrig@o da tripanossomiase americana em 1909, por Carlos Justiniano Ribeiro
das Chagas, foi um marco na medicina tropical. Chagas descreveu a doenca no municipio de
Lassance no Estado de Minas Gerais. Dessa forma, esse mal passou a ser conhecido também
como doenca de Chagas, nome apresentado em uma conferéncia da Academia Nacional de
Medicina, em 1923, por Miguel de Oliveira Couto, entdo presidente da Academia (O caso,
1923).

Todo o ciclo da doenga foi apontado pelo préprio Chagas: o agente etiolégico, um
protozodrio flagelado, que recebeu o nome de Trypanosoma cruzi, em homenagem a Oswaldo
Cruz; o inseto vetor, hematéfago da ordem Hemiptera pertencente ao género “Conorrhinus’,
atualmente € conhecido como Panstrongylus megistus; os reservatérios de 7. cruzi, mamiferos
presentes tanto no ambiente peridoméstico como no silvestre (Chagas, 1909).

Este estudo visa ampliar os conhecimentos das relacdes filogenéticas dos triatomineos
que apresentam como centro de dispersdo e endemismo a regido Centro-Oeste do Brasil.

As sete espécies avaliadas neste estudo pertencem ao gé€nero Triatoma, que por
apresentar grande nimero de espécies, foi subdividido em complexos especificos de acordo
com semelhancas morfoldgicas e distribuicdo geografica de suas espécies. Das sete espécies
estudadas, seis pertencem ao subcomplexo matogrossensis: T. baratai, T. costalimai, T.
guazu, T. matogrossensis, T. vandae e T. williami; e uma espécie, T. sordida, pertence ao
subcomplexo sordida.

As relagdes filogenéticas foram tragcadas com base no sequenciamento de dois
fragmentos mitocondriais, o citocromo b e o 16S. Foram utilizadas duas metodologias de
andlise, a de parcimOnia, com o algoritmo Maximum Parsimony, e a de distancia genética,
utilizando-se os algoritmos Neighbor-Joining e Maximum Composite Likelihood. Esses
algoritmos estdo disponiveis junto ao programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis

(Mega).

1 - Doenca de Chagas
O agente etiolégico da tripanossomiase americana ou doenga de Chagas é um
protozodrio eucarioto, pertencente a Ordem Kinetoplastida, denominado Trypanosoma cruzi,

que se apresenta sob trés formas principais: tripomastigota, forma flagelada com membrana
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ondulante, ndo apresentam capacidade reprodutiva, seu cinetoplasto localiza-se na por¢ao
posterior do parasito (oposta ao flagelo livre) e o niicleo é geralmente central e; epimastigota,
forma flagelada, com capacidade reprodutiva (por divisdo bindria) no trato digestorio do vetor
(triatomineos) e que apresenta o cinetoplasto localizado préximo ao nicleo, na regido central
do parasito; e amastigota, forma arredondada, sem flagelo livre, com capacidade de
multiplicacdo intracelular (Argolo et al., 2008; Noireau et al., 2009).

A forma infectante de 7. cruzi é a tripomastigota metaciclica, que pode ser
encontrada na ampola retal insetos dos vetores e sdo eliminadas em suas fezes. Durante o
repasto sanguineo o triatomineo suga o sangue, 0 que gera uma compressao abdominal no
inseto, € o leva a defecar proximo ao local da picada (Fig. O1 - etapa 1). O individuo, ao
cocar-se, em resposta a reagdo alérgica causada pela saliva do inseto, pode levar as fezes
infectadas a lesdo deixada pela picada ou as mucosas (geralmente a bucal ou a ocular) e
conjuntivas proximas, por onde o parasita penetra (Fig. 01 - etapa 2). O protozodrio ndo
transpde a pele integra, no entanto qualquer tipo de escoriacdo pode servir como porta de
entrada (Forattini, 1980; Deane, 1984; Argolo et al., 2008).

Apds a penetracdo no hospedeiro vertebrado, o parasito invade as células do
sistema fagocitico mononuclear, se reorganiza e assume a forma amastigota intracelular, que
se multiplica por divisdo bindria (Fig. 01 - etapas 3 e 4). Com o aumento do numero de
parasitos, a célula se rompe e libera as formas tripomastigotas nos espagos intersticiais, que
infectam células vizinhas e se disseminam pelo organismo por meio dos sistemas linfatico e
sanguineo (Fig. O1 - etapa 5). As principais c€lulas atingidas sdo as do miocdrdio e dos
tecidos musculares lisos. A destruicdo desses tecidos gera problemas principalmente no
coragdo, esdfago e cdlon intestinal. Os danos ao coracdo podem levar a insuficiéncia cardiaca,
arritmias e 6bito, em casos mais graves (Argolo et al., 2008).

Durante o repasto sanguineo, os triatomineos podem ingerir as formas
tripomastigotas circulantes (Fig. 01 - etapa 6), que ao atingirem o intestino posterior desses
insetos, assumem a forma epimastigota. Nessa etapa o parasito volta a se reproduzir
assexuadamente, o que gera uma infec¢do permanente do vetor. Esses flagelados migram para
a ampola retal do inseto, onde retomam a forma tripomastigota metaciclica, que serd expelida

com suas fezes (Argolo et al., 2008; Noireau et al., 2009) (Fig. 01 — etapa 1).
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Figura 01: Ciclo da transmissdo e da interacdo parasita-hospedeiro do protozoario T. cruzi. Os
nimeros de 1-6 indicam as etapas do ciclo de transmissdo: 1- repasto sanguineo do
triatomineo; 2 - ato de cogar, o que leva as formas tripomastigotas metaciclicas das fezes a
lesdo deixada pela picada do vetor; 3-4 — invasdao celular e multiplicacdo das formas
amastigotas do 7. cruzi; 5- rompimento celular e liberagdo das formas tripomastigotas
sanguineas; 6- ingestao destas pelo triatomineo. Esta figura foi adaptada da Organizagdo Mundial
da Saide (OMS - http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm) e estd disponivel em:
http://www.fcfrp.usp.br/dactb/Parasitologia/Arquivos/GeneroTrypanosoma. htm. Acesso em:
10/11/2009.

A gravidade da infec¢do relaciona-se a linhagem de 7. cruzi, a idade do individuo
e ao numero de protozodrios que deram inicio a infec¢do. A forma tripomastigota de 7. cruzi
apresenta basicamente dois tipos polimoérficos, a forma larga e a fina, e entre essas podem
ocorrer formas intermedidrias. Essas formas variam quanto a capacidade infectante, sendo a
forma fina geralmente mais virulenta. Além disso, as diferentes linhagens apresentam
preferéncias a distintos tipos celulares. Algumas linhagens s@o miotrdpicas e sdo pouco
encontradas nas células do Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM); enquanto outras sdo
reticulotropicas, e se encontram preferencialmente no interior de macréfagos do baco e do
figado (Andrade, 1974, 1985; Andrade e Magalhaes, 1997; Martins et al., 2003).

Com o auxilio de técnicas moleculares foi proposta a caracterizacdo de duas
linhagens de 7. cruzi, a TCI, que inclui cepas predominantes no ambiente silvestre, e a TCII,

que agrupa cepas ocorrentes no ambiente doméstico. A linhagem TCII € dividida em cinco
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sublinhagens, Ila, IIb, Ilc, IId e Ile (Souto et al., 1996; Brisse et al., 2000, 2001; Stolf et al.,
2003). Atualmente Marcili et al. (2009) e Lewis et al. (2009) classificam as diferentes cepas
de T. cruzi em seis linhagens: Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV, TcVL

A doenca de Chagas apresenta evolucdo lenta e progressiva, com duas fases
distintas: uma fase aguda e uma fase cronica. Durante a fase aguda os principais sintomas sao
edema bipalpebral e unilateral (sinal de Romaifia), chagoma de inoculacdo (nddulo
inflamatério subcutineo) e pode apresentar febre e/ou aumento do figado e do baco (Dias,
1997; Argolo et al., 2008).

Essa fase caracteriza-se por uma alta parasitemia (observacdo de um grande
numero de parasitos circulante), que se inicia entre o oitavo e o décimo segundo dia apds a
penetracdo do parasito, isso varia de acordo com a linhagem e via de penetracdo do parasito.
Essa ¢ uma fase de intensa multiplicacdo intracelular do 7. cruzi, que aumenta
exponencialmente o nimero de formas circulantes, até atingir o que chamamos de pico
parasitémico, momento no qual o parasito se dissemina por todo organismo e atinge varios
orgdos (MS, 2004; Steindel et al., 2008).

Em alguns casos mais graves, com o grande nimero de células parasitadas que se
rompem € com o0s intensos processos inflamatérios gerados, pode ocorrer taquicardia,
arritmias e insuficiéncia cardiaca, que levam o individuo a Obito ainda na fase aguda da
doenca. Como exemplo desse processo, em 2005, foram relatados as autoridades de satde do
Estado de Santa Catarina vinte e quatro casos (sendo trés fatais) de febre hemorrégica, todos
associados a ingestdo de caldo de cana (MS, 2008a). Estudos posteriores constataram a
contaminacdo do caldo por 7. cruzi e que caracterizam a forma aguda da doenca de Chagas,
assim como as reagdes observadas (Steindel et al., 2008). Na regidao Norte do Brasil, entre
2005 e 2007, foram registrados surtos de transmissao de 7. cruzi pelo consumo do suco de
acai, constando mais de cem ocorréncias e oito ébitos (MS, 2008b).

No entanto, quando o sistema imunoldgico do organismo comeca a responder a
infec¢do, em torno de 4 a 5 semanas apds a penetracdo do 7. cruzi, a parasitemia, que se
encontrava em uma fase exponencial de crescimento, decresce rapidamente. Nessa fase, o
parasito desenvolve-se assintomaticamente, o que indica uma fase de laténcia do parasito,
conhecida como forma indeterminada da doenca de Chagas (MS, 2004).

Com a evolugdo da doenca para a fase cronica, notam-se as formas clinicas mais

frequentes, dentre elas as cardiopatias chagasicas e a formagdo dos “megas” (megaesofago e
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megacolon). Essas manifestacOes geralmente ocorrem pela destruicdo das fibras musculares
cardiacas, e das fibras lisas e células nervosas ganglionares do sistema digestério. Outras
alteragdes podem ser observadas nessa fase da doenca, principalmente no sisttma nervoso
central, figado, baco, linfonodos (Argolo et al., 2008; Kenneth et al., 1965).

O diagnéstico laboratorial da tripanossomiase americana difere de acordo com a
fase da doenga, aguda ou cronica da doenca. Como a fase aguda € caracterizada por alta
parasitemia no sangue periférico, o diagndstico pode ser feito por meio de exames
parasitologicos (exame de sangue e hemocultura) e soroldgicos (principalmente por
hemaglutinacdo, imuno-fluorescéncia e ensaios imunoenzimaticos - Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay — ELISA). Ja na fase crOnica da doenga, os exames laboratoriais mais
utilizados sdo o xenodiagnéstico, bidpsia dos tecidos lesados, ELISA, hemocultura,
inoculac@o em cobaias e testes sorologicos, pois hd grande dificuldade em observar parasitos
no sangue circulante (Gomes, 1998; Ribeiro e Rocha, 1998).

Com relagdo ao tratamento, apenas dois fadrmacos mostraram-se ativos contra o 7.
cruzi: o benzonidazol e o nifurtimox. Ambos os medicamentos sao indicados apenas durante a
fase aguda da doenca e apresentam vérios efeitos colaterais. Esses medicamentos ndo sao
indicados para pacientes que se encontram na fase cronica da doenca de Chagas, fase mais
extensa e na qual se encontra a maioria das pessoas infectadas com 7. cruzi. Nessa fase,
apenas sdo tratados os sintomas de cardiopatias e as alteragdes no sistema digestério, com o
uso de antiarritmicos, implantacdo de marcapassos e intervengdes cirurgicas (Coura e
Cancado, 2009).

A doenga de Chagas é prevalente na América Latina e acomete aproximadamente
15 milhdes de individuos, dos quais 1,6 milhdes desses casos s@o brasileiros e encontram-se
na fase cronica da doenga (WHO, 2007; MS, 2009). O contdgio por 7. cruzi pode se dar de
varias formas, entre as quais se destacam a transmissdo vetorial e por meio de transfusoes
sanguineas. Outras formas de transmissdo também sdo possiveis, como a transmissao
congénita pela via transplacentdria, em acidentes laboratoriais (Herwaldt, 2001; Chieffi e
Amato Neto, 2000), em transplantes de 6rgaos de pacientes infectados e a forma oral, que
ocorre pela ingestdo de alimentos contaminados, principalmente caldo de cana e de acai
(Lewinsohn, 2005; WHO, 2007). A via oral da transmissdo da doenca de Chagas requer
atualmente especial atencdo, pois se caracteriza como um problema de saide publica, com

surtos localizados (MS, 2008a; MS, 2008b).
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Entretanto, as emigracdes de latino-americanos possibilitam a transmissdo,
principalmente por transfusdes sanguineas, para pessoas de outros continentes (Schmunis e
Dias, 2000). Assim, um eficiente controle em bancos de sangue diminuiria o risco da
transmissdo do 7. cruzi em transfusdes sanguineas. O tratamento e acompanhamento pré e
neonatal diminuiriam as chances de transmissdo congénita. A educagdo sanitdria e ambiental,
o tratamento precoce dos doentes e o combate ao triatomineo, sdo medidas que podem trazer
excelentes resultados no controle da doenga de Chagas (Dias e Schofield, 1998).

A transmissao por meio das fezes de triatomineos contaminadas com o protozoario
¢ a mais comum e é responsdvel por cerca de 40.000 novos casos anuais na América Latina
(WHO, 2007). A transmissdo vetorial é de grande importancia epidemioldgica, pois se trata
de uma zoonose tipica de ambientes rurais e periurbanos. As precdrias condi¢cdes de moradia e
de saneamento, como irregularidades nas constru¢des camponesas e a falta de higiene,
favorecem a formacao de colonias de triatomineos no peridomicilio e no interior das casas
(intradomicilio), a procura de abrigo e alimento, fendmeno conhecido como domiciliagcdo
(Dias e Schofield, 1998).

Todas as espécies de triatomineos podem se infectar e transmitir 7. cruzi, no
entanto apenas algumas espécies participam realmente desse ciclo. Assim, podemos observar
claramente uma divisdo nos ciclos de transmissdo do parasito: um ciclo silvestre e um ciclo
doméstico (Forattini, 1980; Argolo et al., 2008).

No ciclo silvestre, vérias espécies de mamiferos podem servir de hospedeiros para
T. cruzi. Os roedores, marsupiais, carnivoros, quirdpteros e primatas sdo mais comumente
encontrados com a infec¢do. Os mamiferos contaminam-se provavelmente pela mucosa do
sistema digestério, ao cacar e ingerir os vetores infectados, ou ao lamber os pelos
impregnados com fezes contaminadas do triatomineo. Outra forma de infec¢do pode dar-se
pelo fato do animal cogar-se, o que facilitaria a penetracdo de 7. cruzi no organismo, pelo
local da picada. As outras classes de vertebrados — aves, répteis, anfibios e peixes - sdo
refratdrios ao 7. cruzi, no entanto, esses também servem como fonte alimentar para os
triatomineos (Torres e Dias, 1982; Deane, 1984; Noireau et al., 2009).

Muitas espécies de triatomineos participam desse ciclo, transmitindo o parasito de
um organismo a outro, durante o repasto sanguineo ou quando se encontram na cadeia
alimentar dos mamiferos. E bastante comum encontrar essas espécies de vertebrados e

invertebrados, hospedeiras do 7. cruzi, naturalmente infectadas. Isso demonstra claramente a
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circulacdo desse protozodrio no ambiente silvestre, o que dificulta bastante o controle da
circulagcdo desse protozodrio (Argolo et al., 2008).

E notéria a acdo antrépica sobre os ambientes naturais, 0 que gera uma crescente
devastacdo do meio ambiente. Isso ocorre principalmente para exploracdo de recursos naturais
e aumento das dreas habitdveis e de cultivo, o que se reflete em um crescimento descontrolado
dos municipios em vdrias regides do pais, onde se implantam habitacdes precdrias, e ha falta
de recursos, de educacdo e de saneamento basico. Dessa forma, o contato do ser humano com
o ambiente silvestre é cada vez maior, o que gera diminuicdo do habitat original de muitos
animais, inclusive dos triatomineos. Todas essas acdes favorecem o fendmeno de
domiciliagdo dos insetos vetores, que se refugiam proximos aos domicilios, em busca de
abrigo e alimento. Assim, se perpetua a transmissdo de vdrias doengas ao homem
(antropozoonoses), € dentre essas, a doenca de Chagas (Forattini, 1980; Diotaiuti, 2000;
Vinhaes e Dias, 2000; Pefiaranda-Carrillo et al., 2002; Tartarotti et al., 2004; Silva et al.,
2005b; Oliveira e Silva, 2007).

A expansdo da tripanossomiase americana acompanha o processo de colonizacdo e
adaptac@o dos triatomineos as habita¢des humanas, fruto da degradagdo do meio ambiente.
Com a domiciliagdo dos vetores configuram-se os ciclos domésticos e peridomésticos de T.
cruzi. No ciclo peridoméstico os vetores interagem com 0S animais que convivem em torno
das habitacdes humanas e alimentam-se desses. Ja o ciclo doméstico € caracterizado pela
presenca dos triatomineos dentro das residéncias e utilizam o homem como fonte alimentar, o
que aumenta a probabilidade de transmissdo do protozodrio ao ser humano (Vinhaes e Dias,
2000; Argolo et al., 2008).

Muitos aspectos socio-culturais e politico-econdmicos envolvem a transmissao,
prevencao e tratamento da doenga de Chagas, assim, se faz necessdrio um maior empenho dos
sistemas nacionais de saude, no sentido de minimizar as desigualdades sociais e prover
saneamento e informacdes adequadas a populagdo rural. Desse modo, a implantagdo de
programas sustentdveis de satide e de moradia em dreas endémicas, pode garantir o sucesso do
atendimento as pessoas infectadas, bem como contribuir com a prevencdo realizada pela
vigilancia epidemioldgica (Dias, 1998, 2007, Argolo et al., 2008).

A comunidade cientifica, por meio de estudos acerca da doenca de Chagas, do
agente etioldgico e de seus vetores, tem contribuido com a implantacdo, sustentagdo e

avaliacdo das politicas de controle vetorial (Dias, 2007).
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Virios estudos demonstram o elevado custo do tratamento das pessoas com doenga
de Chagas em dreas endémicas, dessa forma, maiores investimentos na sustentacdo dos
programas de prevencdo poderiam minimizar os custos no tratamento da doenga, gerando
melhores retornos econdmicos e sociais (Brener, 1986; Schmunis e Dias, 2000; Almeida,
2002; Vieira, 2002).

Virias s@o as doencgas consideradas negligenciadas tanto pelo poder ptiblico como
pela industria farmac€utica. Isso se deve a grande parte das pessoas afetadas por essas
doencas, estarem geralmente distantes do mercado de trabalho formal e ndo apresentarem
grande representatividade politica. Dessa forma, os beneficios do investimento em programas
preventivos sO serdo visiveis em longo prazo, de modo que os programas de prevencdo e
controle das doencas ndo sejam priorizados pelos governos. No caso da doenca de Chagas,
ainda hd agravantes como a evolucdo lenta da doengca e sua apresentacdo geralmente
silenciosa, que nao se faz notar. No entanto, apesar da falta de recursos em muitas regides
endémicas, as medidas de controle vetorial vém sendo bem sucedidas. Porém os agentes de
saude tém enfrentado alguns desafios no que diz respeito a persistente re-coloniza¢do dos
vetores nas habitacOes humanas aspergidas com inseticidas (Dias, 1995, 2007; Schmunis e
Dias, 2000; Argolo et al., 2008).

Dessa forma, sem um tratamento eficaz da doenca de Chagas e como a
domiciliagdo dos vetores ainda persiste em algumas dreas, notamos uma grande dificuldade
no controle dessa doenca. Assim sendo, o controle vetorial dentro das residéncias e no
peridomicilio, principalmente em dreas endémicas, mostra-se, atualmente, a medida mais
eficaz no combate a infec¢do pelo 7. cruzi. Contudo para um controle vetorial adequado

torna-se estritamente necessdrio um maior nimero de estudos e conhecimento mais amplo

acerca dos triatomineos.

2 — Vetores da doenca de Chagas: Triatomineos

Os vetores da doenca de Chagas sdo insetos hematéfagos pertencentes a Ordem
Hemiptera, Familia Reduviidae, sendo que todas as espécies da subfamilia Triatominae sao
potencialmente transmissoras de 7. cruzi, porém alguns percevejos do género Cimex (Familia
Cimicidae) ja foram encontrados parasitados por esse protozodrio (Chagas, 1909; Lent e

Wygodzinsky, 1979; Galvao, 2003).
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Durante todo o ciclo de vida, os triatomineos alimentam-se de sangue. Esses
insetos apresentam ciclo de vida em torno de dois anos e passam por vdrios estddios
evolutivos. Assim, a partir do ovo, eclode uma ninfa de primeiro estddio, que evolui até o
quinto estddio em um periodo médio de seis meses. Apds os cinco estddios ninfais, esses
insetos assumem a forma adulta, se diferenciam em macho e fémea, morfologicamente
distintos, que se reproduzem por meio de relacdo sexuada (Argolo et al., 2008; Noireau et al.,
2009).

No Brasil, esses insetos apresentam domiciliagdo frequente principalmente em
regides com dominios de caatinga e cerrado. Vérios trabalhos comprovaram a presenca de
triatomineos também em regides de Mata Atlantica, o que demonstra a capacidade dispersiva
e adaptativa desses insetos e, embora a devastacdo causada pela a¢do antrdpica favoreca a
domiciliacdo desses vetores, isso ocorre esporadicamente, nesse dominio, o que ndo significa
inexisténcia da circulacdo de 7. cruzi no ambiente silvestre (Forattini, 1980; Sessa et al.,
2002; Leite, 2008).

Atualmente nota-se a presenca de triatomineos em vdrias regides da bacia
amazonica, inclusive no peri e intradomicilio e, com isso, sdo descritos casos de doenca de
Chagas autdctones (Galvao et al., 1998; Valente, 1999; Rocha et al., 2004; Pinto et al., 2007,
Massaro, et al., 2008). Esses eventos ocorrem por vdarios motivos: desmatamento
descontrolado, habitagdes humanas e dreas de trabalho que alteram a ecologia dos
reservatérios e dos vetores silvestres, o que pode favorecer a adaptagcdo de insetos ao ambiente
domiciliar. Esses fatores aproximam os elementos dos ciclos silvestre e doméstico, e pode vir
a caracterizar uma drea endémica potencial para a doenga de Chagas (Coura et al., 1994; Dias
et al., 2002, Argolo et al., 2008).

Os triatomineos apresentam hdbitos noturnos, hordrio no qual saem de seus
esconderijos para se alimentarem. Durante o dia, esses insetos escondem-se frequentemente
em frestas, buracos, ou em meio a palha utilizada como telhado ou colchdo nas habitac¢des
humanas. Alguns destes vetores também apresentam preferéncia por ambientes mais secos ou
aridos, por exemplo, T. brasiliensis, T. infestans, T. pseudomaculata e T. sordida, e outros por
ambientes umidos, como é o caso de P. megistus, no entanto, todos buscamsempre locais

quentes e pouco iluminados (Forattini, 1980, Argolo et al., 2008).
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2.1 - Sistematica e identificacao morfologica e molecular dos triatomineos

Atualmente sdo conhecidas 142 espécies de Triatominae, divididas em cinco tribos
nas quais estdo distribuidos em 15 géneros (Schofield e Galvao, 2009) ou em 18 géneros
(Hypsa et al., 2002; Ceretti Junior et al., 2008; Rocha et al., 2009), todavia, Triatoma,
Panstrongylus e Rhodnius sdo epidemiologicamente os mais importantes.

A identificacdo especifica e a sistemdtica dos triatomineos tém se pautado
fundamentalmente em observagdes morfoldgicas, principalmente por meio de microscopia
optica (Lent e Wygodzinsky, 1979). Nessa temadtica destacam-se os estudos conduzidos por
Jurberg et al., que utilizam como parametro morfoldgico a genitdlia masculina, metodologia
largamente utilizada para a validacdo de novas espécies (Lent e Jurberg, 1967, 1968, 1969,
1975; Jurberg et al., 1997).

A partir da década de 1960, as andlises morfoldgicas foram auxiliadas pela
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), que possibilitou uma melhor visualiza¢do dos
pardmetros morfolégicos com imagens mais detalhadas. Essa metodologia também auxiliou
no esclarecimento do status de algumas espécies de Triatominae (Rosa et al., 1992; 1999).

No entanto, apenas a andlise de pardmetros morfologicos nem sempre conseguem
esclarecer todas as questdes taxondmicas. Como € o caso de alguns complexos de espécies
cripticas, como as espécies do subcomplexo 7. brasiliensis e espécies do género Rhodnius
(Costa et al., 1997; Monteiro et al., 2001; Jurberg, 2003). Nesses casos, a fim resolver essas
questdes, sdo necessarias ferramentas mais sensiveis, para a distingdo dessas espécies. Assim,
a eletroforese de proteinas da hemolinfa foi uma tentativa no sentido de ndo utilizar apenas
caracteres morfoldgicos para a identificacdo de espécies de Triatominae (Actis et al., 1964).

Estudos enzimaticos também contribuiram para a identificacdo dos triatomineos:
Costa et al. (1997) distinguiram quatro populacdes de Triatoma brasiliensis do Nordeste e
Sudeste do Brasil, atualmente, identificadas como 7. brasiliensis brasiliensis, T. brasiliensis
macromelasoma, T. juazeirensis e T. melanica; Dujardin et al. (1987) encontraram evidencias
enzimaticas que indicam processo de especiacdo entre 7. infestans silvestres e domésticos na
Bolivia; Garcia et al. (1995a) avaliaram o polimorfismo de enzimas em coldnias de T.
infestans; Jurberg et al. (1998), propuseram a validacdo da espécie T. garciabesi da entdo
sinonimia 7. sordida; e Noireau et al. (2002), que por meio de eletroforese de isoenzimas

avaliaram espécies do complexo oliveirai.
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Nos ultimos anos, estudos abordando aspectos moleculares vém tentando
esclarecer duvidas relacionadas a filogenia dos triatomineos (Garcia et al., 1995b, 2001;
Marcilla et al., 2001; Hypsa et al., 2002; Noireau et al., 2002; Martinez et al., 2006;
Mendonga et al. 2009). Nessa temadtica cita-se também o trabalho de Naegele et al. (2006),
que utilizando a técnica de Restriction Fragment Length Polymorfism - Polymerase Chain
Reaction (PCR-RFLP) mostraram a possibilidade de distingdo de quatro espécies de
Rhodnius, género que apresenta muitas dificuldades para a identificacao de suas espécies.

A revisdao taxondmica de Lent e Wygodzinsky (1979) reuniu descri¢des, re-
descricdes e chaves dicotomicas, langando, assim, as primeiras tentativas que consideram o
relacionamento filogenético entre os triatomineos e seus possiveis grupos irmaos. No entanto,
a sugestdo de origem monofilética dos Triatominae ja havia sido levantada por Usinger, em
1944. Atualmente Hypsa et al. (2002) tém reforcado a hipdtese de monofilia entre os
triatomineos que, por meio de andlises moleculares, prop0s sua evolucdo a partir de ancestrais
predadores, grupo desconhecido, por falta de registro f6ssil (Lukashevich e Mostovski, 2003).

Schofield (1988), baseando-se em aspectos biogeograficos e ecoldgicos, sugeriu
que a origem desse grupo seria derivada de diversas linhagens de reduviideos, apoiando entdo
a proposta de origem polifilética dessa subfamilia. Outros autores tais como Gorla et al.
(1997) e Dujardin et al. (2000) apéiam sua proposta.

Em uma revisdo, Harry et al. (1998) sugerem a grande utilidade dos marcadores
moleculares em estudos entomoldgicos de genética populacional e podem auxiliar nos
programas de controle, ao localizar marcadores no genoma dos triatomineos.

Virios estudos ajudam a elucidar questdes filogenéticas sobre os triatomineos sul-
americanos, usando marcadores moleculares do DNA mitocondrial (mtDNA) e nuclear
(nDNA). Os marcadores mais utilizados do mtDNA sdo os fragmentos que originam as
subunidades ribossomais 12S e 16S, citocromo oxidase I (COI) e citocromo b (Cytb), todos
com vdrias sequéncias ja depositadas em banco de dados (NCBI, 2009). O mtDNA nao sofre
recombinacio e apresenta uma taxa de evolugdo 10 vezes maior que o nDNA, tornando-se,
assim, uma excelente ferramenta filogenética para a separacdo de espécies cripticas (Hypsa et
al., 2002; Garcia et al., 2001; Martinez et al., 20006).

De acordo com a andlise combinatoria das sequéncias dos fragmentos 16S e 128,
espécimes de T. sordida origindrios da Argentina sdo fortemente relacionadas a exemplares de

T. sordida e T. matogrossensis coletados no Brasil. Essas duas espécies sdo bem distintas
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morfologicamente e, apesar das semelhancgas genéticas, pertencem a clados distantes e cada
espécie pertence a um complexo distinto (Garcia et al., 2001; Schofield e Galvao, 2009).

As inferéncias filogenéticas podem ser sugeridas por meio do perfil de
alinhamento entre sequéncias de DNA, onde se verificam regides de similaridade e indicam se
as sequéncias sdo homdlogas (que apresentam mesma origem evolutiva — com um ancestral
em comum) ou ndo (Phillips et al., 2000; Brown, 2000).

As relagdes filogenéticas da subfamilia Triatominae ainda sdo muito discutidas e
nem todas as espécies foram estudadas com base em marcadores moleculares, assim, muitas
autapomorfias ainda geram controvérsias(Carcavallo et al., 1999; Schofield e Galvao, 2009).

Essa subfamilia apresenta cinco tribos: a Alberproseniini, com o género
Aberprosenia; a Bolboderini, com Belminus, Bolbodera, Microtriatoma e Parabelminus; a
Cavernicolini, com Cavernicola; a Rhodniini, com Psammolestes € Rhodnius;, Triatomini,
com os géneros Dipetalogaster, Eratyrus, Hermanlentia, Linshcosteus, Panstrongylus,
Paratriatoma e Triatoma.

Entre os triatomineos ocorre uma evidente separacdo das espécies do Novo e
Velho Mundo. A grande maioria encontra-se nas Américas, enquanto apenas dois géneros
ocorrem no continente indiano, € no Sul e Sudeste da Asia, com cinco espécies de
Linshcosteus e oito espécies de Triatoma do complexo rubrofasciata (Schofield, 1988, 2000;
Ceretti Junior et al., 2008).

As espécies de Triatominae podem ser agrupadas em complexos especificos de
acordo com semelhancas morfoldgicas e distribuicdo geografica, possibilidade de hibridacado e
proximidade molecular. Por possibilitar vdrias abordagens, de acordo com o parametro
avaliado, até o momento ndo hd um consenso para a padronizacdo do agrupamento em
grupos, complexos e subcomplexos (Usinger et al., 1966; Lent e Wygodzinsky, 1979;
Schofield e Galvao, 2009). Hypsa et al. (2002) avaliou 57 espécies de Triatominae e, a partir
de sequenciamento de DNA e andlises filogenéticas, conseguiu separar essas espécies em trés
grandes grupos: as espécies de Rhodnius, as espécies de Triatomini norte andinas, e as

espécies da América do Sul.

2.2 - O género Triatoma
O género Triatoma é o mais numeroso, apresenta 80 espécies, que sao atualmente

subdivididas em grupos, complexos e subcomplexos (Schofield e Galvao, 2009). Esses
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autores dividem as espécies do género Triatoma em trés grupos: o Rubrofasciata, com a
maioria das espécies da América do Norte e do Velho Mundo — com os complexos
Phyllosoma, Flavida (=Nesotriatoma), Rubrofasciata, Protracta e Lecticularia; o Dispar,
com as espécies dos Andes, que inclui o complexo Dispar; e o Infestans que compreende as
espécies da América do Sul e apresenta os complexos Infestans e Spinolai (=Mepraia).

O complexo Infestans apresenta seis subcomplexos, brasiliensis, infestans,
maculata, matogrossensis, rubrovaria e sordida. Em 1999, Carcavallo et al. Reuniram, em
um grupo denominado complexo matogrossensis, as espécies 1. matogrossensis Leite e
Barbosa, 1953, T. williami Galvao et al., 1965; T. guazu Lent e Wygodzinsky, 1979 e T.
jurbergi Carcavallo et al., 1998.

Em 2001, Carcavallo et al. descrevem uma espécie nova, 7. klugi, e a incluem
nesse complexo, juntamente com 7. baratai Carcavallo e Jurberg, 2000 e T. oliveirai (Neiva
et al., 1939). Com isso esse grupo passou a ser conhecido como complexo oliveirai, pois
geralmente primeira espécie descrita em um grupo, o denomina. Ainda em 2001, Galvao et al.
incluiram 7. deaneorum Galvao et al., 1967 no complexo oliveirai.

Com a descricdo e inclusdo de 7. vandae Carcavallo et al., 2002 no complexo
oliveirai, esse passou a agrupar nove espécies: 1. baratai; T. deaneorum; T. guazu; T.
jurbergi; T. klugi; T. matogrossensis; T. oliveirai; T. vandae e T. williami. Todas essas
espécies estdo presentes na regido Centro-Oeste do Brasil, exceto T. klugi e T. oliveirai,
espécies presentes na regiao Sul do Brasil (Carcavallo et al., 2001). Dessa forma, a proposta
mais recente € de autoria de Shofield e Galvao (2009), que propuseram uma reorganizacao
dos complexos, com base em aspectos moleculares e biogeograficos e excluiu 7. klugi e T.
oliveirai do subcomplexo matogrossensis.

As espécies avaliadas neste estudo, segundo Schofield e Gagvao (2009), foram
agrupadas em dois subcomplexos pertencentes ao complexo infestans: o subcomplexo
matogrossensis € o sordida. As espécies avaliadas Triatoma baratai, T. costalimai, T. guazu,
T. matogrossensis, T. williami, e T. vandae pertencem ao primeiro, € apenas 7. sordida do

subcomplexo sordida.
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2.2.1 - Espécies avaliadas no estudo: aspectos taxonémicos, morfologicos, moleculares e

ecoldgicos.

2.2.1.1 - Triatoma baratai Carcavallo e Jurberg, 2000

A espécie T. baratai foi descrita a partir de exemplares coletados em ambiente
silvestre, na Fazenda Sao Miguel na Serra da Bodoquena, no municipio de Bonito, Mato
Grosso do Sul (MS), em 1998.

O comprimento médio do macho € de 25 mm, sua coloragdo geral € preta, com
por¢des amarelas no clavo, no cério e no conexivo dorsal. 7. williami é a espécie mais
proxima de 7. baratai, com a qual compartilha semelhancas cromdticas. Enquanto 7. williami
apresenta manchas pretas no conexivo dorsal em 7. baratai essa estrutura € totalmente
amarelada (Carcavallo e Jurberg, 2000).

Por ser uma espécie rara e de hdbitos silvestres, sua coleta é bastante incomum, e,
como 7. baratai foi descrita recentemente, ndo apresenta muitos estudos a seu respeito. Em
pesquisa realizada no GenBank® (NCBI, 2009), nio foi encontrado nenhum gene

sequenciado para essa espécie.

2.2.1.2 - Triatoma costalimai Verano e Galvao, 1958

Os espécimes utilizados na descricio foram procedentes do municipio de
Taguatinga, no Estado de Goids (GO). O tamanho médio dos exemplares machos e fémeas
dessa espécie € de 26mm. Sua coloracdo geral € marrom escura, com porcdes avermelhadas
no corio e no conexivo.

A espécie foi assinalada pela segunda vez na literatura por Mello e Borges (1981),
pela identificacdo de vérios exemplares encontrados em locas de pedras de formagdo calcaria
em mata ciliar no municipio de Mambai-GO. Lorosa et al. (1999) apontam roedores, gambas,
lagartos, cavalos, tatus e aves como as principais fontes alimentares de 7. costalimai. A
biologia de T. costalimai foi estudada por Isac et al. (2000).

Em uma mesma localidade foram encontrados exemplares de 7. costalimai,
roedores e marsupiais infectados com 7. cruzi, esse fato sugere a participacdo ativa dessa
espécie de triatomineo no ciclo de transmissdo silvestre do 7. cruzi (Mello e Borges, 1981;

Mello, 1982).



35
Ja existem sequencias de 7. costalimai depositadas no GenBank® , duas do
fragmento 16S, uma sem referéncia da origem do exemplar e outra de um exemplar

proveniente de GO; e duas do 12S um exemplar proveniente de GO, ambos fragamentos do

mtDNA (Hypsa et al., 2002; Sainz et al., 2004; NCBI, 2009).

2.2.1.3 — Triatoma guazu Lent e Wygodzinsky, 1979

A espécie T. guazu foi descrita baseada apenas em uma fémea (hol6tipo) coletada
em 1934, em Villarica, no Paraguai. Essa espécie caracteriza-se por apresentar comprimento
médio de 30 mm, coloragdo em geral negra com por¢des amareladas, e cabeca negra e rugosa.

O macho foi descrito por Lent et al. (1996), ao analisar exemplares coletados em
domicilios na localidade de Barra do Garga, no Estado de Mato Grosso (MT). Essa descricao
foi feita com énfase nas estruturas falicas. Esses espécimes apresentaram comprimento médio
de 26 mm, cabega preta com pequenos granulos, colorido geral preto, com manchas amarelas
nos lados do pescogo, no cério dos hemélitros e em faixas do conexivo. Essa espécie é
adaptada ao ambiente peridoméstico, porém € raramente coletada.

Estudos morfoldgicos, por meio de microscopia eletronica de varredura, foram
realizados por Galindez-Girén et al., em 1997, que analisaram exemplares mortos coletados
no intradomicilio em Barra do Garca, no ano de 1994. Esse estudo ampliou o conhecimento
morfoldgico dessa espécie, permitindo abordagens intra e interespecificas, podendo ser
incluida em chaves dicotomicas.

Alguns fragmentos do DNA mitocondrial foram sequenciados para 7. guazu e
disponibilizados no GenBank®, sendo duas sequéncias do 16S, uma sem referéncia da origem
do exemplar; e outra relativa a um exemplar cedido pelo Instituto Oswaldo Cruz — IOC; e
uma do 128, a partir de um exemplar cedido pelo IOC, também procedente de Barra do Garga

— MT (Hypsa et al., 2002; Sainz et al., 2004; NCBI, 2009).

2.2.1.4 - Triatoma matogrossensis Leite e Barbosa, 1953

Triatoma matogrossensis foi descrito, e apresenta-se distribuida pelos Estados de
MT e MS. Observa-se a coleta de exemplares dessa espécie em habitat doméstico e
peridoméstico, podendo estar relacionados a transmissdo da doenca de Chagas em vdrios
municipios da Regido Centro-Oeste (Silveira et al., 1984; Carcavallo e Martinez, 1985; Lent e

Wygodzinsky, 1979).
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Os exemplares machos dessa espécie variam entre 24,5 e 28 mm de comprimento,
e as fémeas, entre 28 e 30 mm. Sua coloragdo geral varia de marrom escuro a marrom
avermelhado escuro com por¢des amareladas nas pernas, conexivo e pronoto (Lent e
Wygodzinsky, 1979).

Para T. matogrossensis se encontram disponiveis no GenBank® algumas
sequéncias de genes, sendo trés sequéncias para o 16S, uma sem relacio a procedéncia e duas
relativas a exemplares vindos do Servico Nacional de Chagas de Cérdoba, na Argentina
(SNC); e duas para o 12S, uma sem relagdo a procedéncia e outra de espécimes vindos do

SNC, coletados em MT (Garcia et al., 2001; Hypsa et al., 2002; NCBI, 2009).

2.2.1.5 - Triatoma sordida (Stal, 1859)

Essa espécie foi descrita originalmente como Conorhinus sordidus Stal, 1859, foi
classificada como Eutriatoma sordida por Pinto em 1931 e Chagas em 1912, a inclui no
género, Triatoma (Neiva e Lent, 1943; Lent e Wygodzinsky, 1979).

Triatoma sordida apresenta como centro de dispersdo a regido do cerrado
brasileiro (Forattini, 1980). Morfologicamente essa espécie € caracterizada por apresentar
exemplares machos com comprimento variando entre 14 ¢ 19 mm, e f€émeas entre 15 e 20
mm, além de coloracdo castanho clara, raramente escura, com manchas pretas em forma de
nota musical no conexivo (Jurberg et al., 1998).

Predominantemente encontrada no peridomicilio e intradomicilio, 7. sordida,
apresenta vasta distribuicdo geografica. No Brasil j4 foi localizada em varios Estados (BA,
GO, MA, MT, MS, MG, PR, PB, PI, RS, SC e SP), bem como na Argentina, Paraguai,
Uruguai e ocorre ainda em ambiente silvestre no leste da Bolivia (Abalos e Wygodzinsky,
1951; Lent e Wygodzinsky, 1979; Carcavallo et al., 1988; Pires et al., 1999, Pefiaranda-
Carrillo et al., 2002). No ambiente silvestre, 7. sordida é encontrada em uma grande
variedade de ecdtopos, principalmente arboricolas (ninhos de aves, ocos de darvores e
palmeiras), e também embaixo de pedras nos Andes bolivianos. Seu ciclo bioldgico varia
entre 115 e 240 dias (Jurberg et al., 2004).

Essa espécie substitui frequentemente o 7. infestans em ambientes peridomiciliares
(Jurberg et al., 2004; Soares et al., 1996) e foi encontrada principalmente em ambientes peri e
intradomiciliares nos Estados de Mato Grosso do Sul e de Goids, com uma taxa de infec¢ao

pelo T. cruzi de 0,2 e 0,6%, respectivamente (Oliveira e Silva, 2007; Almeida et al., 2008).
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Assim, T. sordida apresenta-se como uma espécie de grande importancia
epidemioldgica (Pefiaranda-Carrillo et al., 2002). Corrobora essa afirmacdo o isolamento de
12 cepas de T. cruzi a partir de exemplares de 7. sordida coletados no peridomicilio de uma
residéncia em Santo Indcio, na Bahia (Rosa et al., 2004).

Alguns genes ja estdo sequenciados para 7. sordida e estdo disponiveis no
GenBank®, dentre essas sequéncias, uma do Cytb, de um exemplar coletado em
Cochabamba, Bolivia; trés sequéncias do 16S, trés do COI, e trés do 12S, sendo duas
referentes a exemplares de Guaira-SP e uma de Colonia Pando, Corrientes, na Argentina, para
cada fragmento, além de outras sequéncias génicas, inclusive do DNA nuclear (Lyman et al.,

1999; Garcia et al., 2001; NCBI, 2009).

2.2.1.6 - Triatoma vandae Carcavallo et al., 2002

Essa espécie foi descrita a partir de espécimes silvestres coletados no municipio de
Itiquira, no Estado do Mato Grosso. Sua biologia e ecologia foram descritas por Noireau et al.
(2002).

Os espécimes machos dessa espécie apresentam em média 27,6 mm de
comprimento e as fémeas 29,5 mm, com coloracdo geral castanho-amarelado com as pernas
uniformemente amareladas (Carcavallo et al., 2002).

T. vandae é morfologicamente proxima de 7. jurbergi, apresentam semelhangas
crométicas com 7. williami e T. baratai, todas pertencentes ao subcomplexo matogrossensis
(Carcavallo et al., 2002; Schofield e Galvao, 2009). Noireau et al. (2002) por meio de estudos
morfométricos e isoenzimaticos, aproximou essa espécie de T. jurbergi e T. matogrossensis.

Por ser uma espécie recentemente descrita, 7. vandae ndo apresenta muitos estudos
a seu respeito. Em pesquisa realizada no GenBank® (NCBI, 2009), até o0 momento, ndo foram

encontrados genes sequenciados para essa espécie.

2.2.1.7 - Triatoma williami Galvao et al., 1965

A descricdo de T. williami foi baseada em espécimes capturados em uma fazenda,
no municipio de Piranhas, no Estado de Goids. Essa espécie se caracteriza por apresentar
cores variando entre 0 marrom escuro € o preto com manchas amarelas no pescogo € no

conexivo, os machos apresentam tamanho médio entre 25,0 e 25,5 mm e a fémea entre 26 e
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28 mm. E uma espécie endémica dos Estados de Goids e Mato Grosso (Lent e Wygodzinsky,
1979).

Geralmente essa espécie € encontrada em peridomicilio e domicilio nos Estados de
Goias e Mato Grosso (Carcavallo et al., 1998b). O ciclo evolutivo de 7. williami foi estudado
por Silva et al., em 1997, com a finalidade de se conhecer alguns aspectos bioldgicos e
adaptativos a fim de avaliar sua capacidade de se desenvolver em ambiente criado pelo
homem, e sua potencialidade de replicar e transmitir o 7. cruzi. Até o momento seu habitat
silvestre é desconhecido (Silva et al., 2005a).

Alguns genes ja estdo sequenciados para 7. williami, e se apresentam disponiveis
no GenBank®, sendo duas sequéncias do 16S, uma de exemplares vindo do 10C, coletados
em Barra do Garca, MT e a outra sem referéncia a procedéncia; e uma do 12S, de um
exemplar de Barra do Gar¢a - MT — IOC (Hypsa et al., 2002; Sainz et al., 2004; NCBI,
2009).

2.3 - Justificativas

No presente estudo foi avaliada a relacdo filogenética entre sete espécies de
Triatoma, encontradas na regido Centro-Oeste do Brasil, com base em andlises moleculares
de sequéncias de DNA de dois fragmentos dos genes mitocondriais Cytb e 16S.

Exceto T. sordida do subcomplexo sordida, as demais pertencem ao subcomplexo
matogrossensis: T. baratai, T. costalimai, T. guazu, T. matogrossensis, T. vandae e T.
williami (Schofield e Galvao, 2009). Além de terem sua drea de dispersdao situada
principalmente nos dominios do cerrado e pantanal, que engloba principalmente a regido
Centro-Oeste do Brasil, essas espécies apresentam morfologia bastante semelhante, o que
dificulta a diferenciacdo das mesmas (Lent e Wygodzinsky, 1979; Forattini, 1980; Carcavallo
et al., 2002; Noireau et al., 2002).

Duas das espécies estudadas, T. baratai e T. vandae nao apresentam, até o
momento, estudo filogenético que se baseie na andlise de sequéncias de DNA. No
GenBank®, ndo ha referéncia de genes sequenciados para essas espécies (NCBI, 2009).

Apesar de ser morfologicamente distinta, 7. sordida foi escolhida para este
trabalho, pois de acordo com Forattini (1980) esta espécie apresenta como centro de
endemismo e dispersdo a regido do Araguaia no cerrado brasileiro. Triatoma sordida destaca-

se também pela sucessdo ecoldgica evidenciada por ocupar nichos anteriormente ocupados
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por T. infestans. As medidas de controle vetorial ofereceram forte pressdo contra a
domiciliagdo de T. infestans e atualmente € raro o encontro dessa espécie proximo aos
domicilios humanos (Diotaiuti et al., 1995; Silva et al., 2005a).

Outro motivo para a inclusdo de 7. sordida nesse trabalho é o fato de alguns
autores ja terem relatado que essa espécie se relaciona fortemente a 7. matogrossensis,
quando analisados dados moleculares, apesar de serem bastante distintas morfologicamente

(Hypsa et al., 2002; Sainz et al., 2004).
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3 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivos Gerais
Propor relagdes filogenéticas entre sete espécies de Triatoma que ocorrem nha

regido Centro-Oeste do Brasil, com base em anélise de fragmentos de genes mitocondriais.

3.2 — Objetivos Especificos

Sequenciar os fragmentos citocromo b e 16S do mtDNA, para seis espécies do
subcomplexo matogrossensis: T. baratai, T. costalimai, T. guazu, T. matogrossensis, T.
vandae e T. williami; e uma do subcomplexo sordida: T. sordida.

Avaliar a qualidade das sequéncias geradas.

Propor relacdes filogenéticas baseadas nos fragmentos sequenciados, para
comparar as espécies estudadas com outras espécies de Triatominae que ja possuem
sequéncias disponiveis em banco de dados (GenBank®).

Determinar a posicdo filogenética de 7. baratai e T. vandae, por meio dos
fragmentos citocromo b e 16S do mtDNA, tendo em vista que, na literatura, ndo hd

informacdes relativas as sequéncias dessas duas espécies.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1 — Fluxograma de estudo

Amplificacao dos = 'a-_
-~ | {rg;:_metntos em | IR
) \ Extracao de DNAg riplicata e s
Coldnia Exe mp|a r u
. =~ Purificacao H.‘E
g -~ &
& Sequenciamento PCR de
: sequenciamento

Analise das sequéncias

]

Alinhamento

Filogenia

Comparacio entre as
—p arvores e Analise
Filogenetica

Figura 02: Fluxograma de estudo, no qual se observa a sequéncia das etapas desenvolvidas.

4.2 — Exemplares

Os exemplares utilizados foram retirados de coldnias identificadas e numeradas
com algarismos ardbicos como “Colonia de Triatomineos de Araraquara” (CTA) que se
encontram no Insetario de Triatominae da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, na
Universidade Estadual Paulista - Campus de Araraquara (FCF-UNESP/Araraquara).
Inicialmente esse insetdrio foi instituido pelo Prof. Dr. Oswaldo Paulo Forattini na Faculdade
de Sadde Publica (USP - Sdo Paulo) em 1967, no ano de 1983 foi transferido para o Servigo
Especial de Satde de Araraquara (SESA), sob a responsabilidade do Prof. Dr. José Maria
Soares Barata. Em janeiro de 2008, esse insetdrio foi doado para a Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas / UNESP sob a responsabilidade do Prof. Dr. Jodo Aristeu da Rosa. As
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informacdes e ilustragdes relativas as espécies estudadas estdo referidas a seguir (Fig. 03 e
Tab. 01).

Os exemplares de 7. baratai sdo provenientes da colonia de cédigo CTA 247,
iniciada a partir de espécimes coletados por Romao Larson, em 10 de agosto de 2007, no
municipio de Nioaque, no Estado de Mato Grosso do Sul. Os primeiros exemplares foram
cedidos por Dayse da Silva Rocha e Vanda Cunha do Laboratério Nacional e Internacional de
Referéncia em Taxonomia de Triatomineos do Instituto Oswaldo Cruz - RJ (LNIRTT -

Fiocruz), em agosto de 2007.

Figura 03: Exemplares das espécies estudadas. Todas as espécies estdo evidenciadas por exemplares
fémeas, exceto T. costalimai, que € um macho. Fotos de Sueli Gardim.

Foram utilizados individuos de T. costalimai da coldnia identificada como CTA
191, iniciada a partir de exemplares coletados no municipio de Mambai, no Estado de Goids,

em 17/03/1996.
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Os exemplares da espécie T. guazu sdo oriundos do municipio de Barra do Garga,
no Estado de Mato Grosso, mantidos desde 27/07/2001 em uma coldnia de c6digo CTA-232,
cedidos em 27/07/2001, por Dayse da Silva Rocha.

Os individuos da espécie T. matogrossensis sdo oriundos do municipio de Rio
Verde no Mato Grosso do Sul e mantidos desde 03/05/2007, em colonia de cédigo CTA 248,
cedidos em 24/08/2007, por Dayse da Silva Rocha.

Os espécimes de T. sordida sdo provenientes de uma colonia (CTA 028), originada
a partir de exemplares coletados no municipio de Brasilandia, no Estado de Mato Grosso do
Sul, em 09/08/1982. Mesmo sendo uma espécie mantida hd bastante tempo em coldnia, a sua
utilizag@o se justifica devido a dispersao na regido Centro-Oeste do pais.

Os exemplares de T. vandae utilizados vieram de uma coldnia identificada como
CTA 231, iniciada a partir de exemplares coletados em 27/07/2001, na Fazenda Urutal, em
Itiquira, no Pantanal do Mato Grosso, e foram doados por Vanda Cunha, em 27/07/2001.

A coldnia de T. williami é mantida no insetdrio com codigo CTA-184, iniciada a
partir de exemplares coletados em dezembro de 1995, no municipio de Barra do Garca no

Estado de Mato Grosso.

Tabela 01: Origem e inicio das coldnias estudadas.

Espécie Colonia Origem Inicio da colonia
Triatoma baratai CTA 247  Nioaque - MS 10/08/2007
Triatoma costalimai CTA 191 Mambai - GO 17/03/1996
Triatoma guazu CTA 232  Barrado Garga - MT 27/07/2001
Triatoma matogrossensis CTA 248 Rio Verde - MS 03/05/2007
Triatoma sordida CTA 028 Brasilandia - MS 09/08/1982
Triatoma vandae CTA 231 Itiquira - MT 27/07/2001
Triatoma williami CTA 184 Barra do Garga - MT 12/1995

4.3 - Extracao do DNA genomico:
As etapas que envolvem metodologias moleculares foram desenvolvidas em

parceria com a Profa. Dra. Regina Maria Barretto Cicarelli, responsavel pelo Laboratério de
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Biologia Molecular de Parasitos, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da FCF-
UNESP/Araraquara.

A metodologia utilizada para a extragdo do DNA gendmico (DNAg) dos
exemplares foi proposta por Sambrook e Russell (2001), modificada e estd descrita a seguir.

A partir de um exemplar de cada colonia, conservado em dlcool absoluto ou recém
eutanaziado com cloroférmio, foram extraidas cuidadosamente do térax as seis pernas e sua
musculatura. Essas estruturas foram colocadas em tubos plasticos de 1,5 mL e trituradas
utilizando uma ponteira e congelamento com nitrogénio liquido. Em seguida, foi adicionado
400ul de solucao de lise (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 100 mM EDTA pH 8,0; 100 mM NaCl,;
1% de SDS) e o material foi novamente triturado com uma ponteira. Adicionou-se 100puL de
proteinase K (500pg/ml) e, apés homogeneizagdo, incubou-se em “banho Maria” a 55°C por 4
horas.

Adicionou-se 500ul de fenol:cloroférmio (24:1) e centrifugou-se a 14000 g, por
trés minutos. A fase aquosa sobrenadante foi transferida para outro tubo, no qual se adicionou
2ul de RNAse (10pg/100ml) a mistura foi incubada a 37°C, por uma hora. Apds esse periodo
foi adicionado 400 pl de fenol:cloroférmio (24:1) e centrifugado a 14000 g, por trés minutos.
O sobrenadante foi novamente transferido para um tubo novo, no qual se adicionou 400ul de
fenol:cloroférmio: dlcool isoamilico (25:24:1) e seguiu com centrifugacdo a 14000 g, por trés
minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf com 40 pl de acetato de
amoOnio 4M e 1 mL de etanol absoluto gelado, e foi centrifugado a 14000 g, por dez minutos a
4°C, com o descarte da fase aquosa. O pellet foi ressuspenso em 400ul de etanol 70% gelado e
centrifugado a 14000 g, por dez minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco
a vacuo.

O DNA precipitado foi ressuspendido em 100ul de TE (10 mM Tris-HCI pH 7,6 +
ImM EDTA) e acondicionado em geladeira (2-8°C) até o uso.

A estimativa da quantidade e do tamanho do DNA foi realizada por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,8%. A corrida do gel horizontal foi orientada por um campo
elétrico constante. Cada amostra de DNA corre por aproximadamente 20 minutos a 100V
utilizando tampao TAE 1X (Tris-HCI 10mM pH 8,0, EDTA 100mM pH 8,0, NaCl 100mM,
SDS 10%). A migracdo do DNA (conjugado ao brometo de etideo) foi observada em luz
ultravioleta (Sambrook e Russell, 2001).
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4.4 - Iniciadores:
Os iniciadores (primer) utilizados para amplificacdo dos fragmentos dos genes
foram os mesmos propostos por Lyman et al. (1999).
Citocromo b:
Forward (F): 5> — GGA CAA ATA TCA TTT TGA GGA GCA ACAG-3
Reverse (R): 5° = ATT ACT CCT CCT AGC TTATTA GGA ATTG -3’

16S: F:5 —CRCCTG TTT AAC AAAAACAT -3
R: 5" — AAA AAA ATT ACG CTG TTA TCC CTA AAGTAA -3

4.5 - Amplificacao dos fragmentos por PCR:

Para as reagdes em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) foi
utilizado o termociclador Gene Amp® PCR System 9700 - Applied Biosystems™. A
amplificacdo dos fragmentos de interesse, tanto para o fragmento 16S, como para o Cytb,

foram realizadas utilizando a seguinte condi¢do de reacao:

e desnaturacdo inicial do DNA a 94°C, por 5 minutos;
e desnaturacdo (94°C, por 45 segundos)

e anelamento (50°C, por 45 segundos) 40 ciclos
e extensdo (72°C, por 1 minuto),

e extensdo final com um ciclo de 7 minutos a 72°C.

Para a amplificacdo dos fragmentos de mDNA utilizou-se 1ul de cada par de
primer, 1ul DNTP, 0,5u1 de Taq polimerase de alta fidelidade (Platinum Taq DNA
Polymerase High Fidelity — Invitrogen) com sua respectiva solucdo tampdo e cloreto de
magnésio, 3ul de DNAg e dgua deionizada para completar o volume de 50ul. O produto da
PCR foi estocado em freezer (-20°C).

Os iniciadores foram ressuspensos em &dgua deionizada estéril, obtendo uma
concentracdo final de 10,0 picomols para amplificacdo dos fragmentos, e de 1,6 picomols na
reacdo de sequenciamento.

Cada amostra foi avaliada em triplicata, sendo que, para cada exemplar, foram

realizadas trés PCRs independentes e o produto resultante destas PCRs foram sequenciados.
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4.6 — Purificacio do DNA amplificado
O produto da PCR foi purificado utilizando o kit “Illustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit” (GE Life Sciences), de acordo com as instru¢des do fabricante, para

sua posterior utiliza¢do na reacdo de sequenciamento.

4.7 - Sequenciamento:

O fragmento de DNA purificado foi submetido a uma reagdo de sequenciamento,
utilizando BigDye® Terminator vi.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems). Utilizou-se
de 4uLL do DNA purificado, 2ul. de primer F ou R, 3,5ul. de tampao Save Money (200mM
Tris-HCI, pH 9; 5,0mM MgCl,) e 0,5uL. de BigDye e dgua deionizada estéril para completar
20 pL. Cada reagdo utiliza apenas um primer, ou seja, sdo realizadas duas reacdes separadas,
uma utilizando o primer F e outra o R.

O produto da PCR de sequenciamento foi precipitado pela adicio de 80uL de
Isopropanol 75% (LabSynty), transferido para novo tubo plastico de 1,5mL e conservados em
temperatura ambiente, por 15 minutos, ao abrigo da luz. As amostras foram centrifugadas a
14000 g, por 15 minutos, em temperatura ambiente e o sobrenadante foi descartado. Em
seguida, foi adicionado ImL de etanol 70% para lavar as amostras, centrifugando-as
novamente por 5 minutos, a 14.000 g. Apds o descarte do sobrenadante, as amostras foram
incubadas a vacuo por 15 minutos para secarem e estocadas em freezer até o uso.

As amostras foram ressupensas em 2ul. de Loading Buffer (mistura composta por
12,3ul. de Odd Lane Loading Color (Applied Biosystems) e 57,7uL. de formamida) e
processadas em sequenciador automdtico, ABI PRISM® 377 DNA Sequencer (Applied

Biosystems).

4.8 - Analise filogenética:

A qualidade das sequéncias foi avaliada pelo eletroferograma e os alinhamentos e
as sequéncias consenso foram realizados com o auxilio dos programas BioEdit Alignment
Editor e Clustal W Multiple Alignment.

Os alinhamentos foram realizados em trés etapas: alinhamento inicial (AI), no qual
foi extraida uma sequéncia consenso a partir das sequéncias R e F obtidas para cada
fragmento sequenciado, sendo trés para cada espécie (triplicata); alinhamento por espécie

(AE), consenso obtida a partir do alinhamento das sequéncias Al de cada espécie, sendo,
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entdo, uma sequéncia para cada espécie; e alinhamento geral (AG), que se baseia no

alinhamento das sequéncias AE com as de Triatominae disponiveis no GenBank® (Fig. 04).

Figura 04: Fluxograma esquemadtico das trés etapas de alinhamento das triplicatas. Alinhamento

Inicial (Al), Alinhamento por espécie (AE) e Alinhamento Geral (AG).

As andlises filogenéticas foram realizadas utilizando-se do programa Mega 4.0.2
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) e os parametros analiticos de maxima parcimonia
(Maximum Parsimony - MP) e de distancia (Neighbor-Joining- NJ). Para as andlises de
distancias foram utilizados dois parametros para a constru¢ao das matrizes: o Kimura de dois
parametros (Kimura 2) e o Maximum Composite Likelihood (MCL) (Kumar et al., 2005). Os
dendogramas foram gerados pelo programa Mega e os valores de Bootstrap foram suportados

por 1.000 replicacdes. Nessas andlises utilizou-se do alinhamento AG.
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4.9 - BLAST
Com o intuito de certificar se o fragmento sequenciado realmente foi o esperado,
utilizou-se a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), disponivel na pigina
do National Center Biotechnology Information (NCBI). Essa ferramenta indica alguns valores
de correlacdo entre a sequéncia obtida e as depositadas em bancos de dados. Os valores
utilizados nesse trabalho foram o de méaxima identidade, similaridade e e-value. As

sequéncias utilizadas para comparacdo no BLAST foram as mesmas obtidas no AE.

4.10 — Mapa dos sitios variaveis.

Com o intuito de avaliar as bases polimorficas, gerou-se um mapa de sitios
varidveis, com o auxilio do programa NetWork 4.5, a partir do alinhamento (AG) do
fragmento 16S e Cytb. Para isso excluiram-se da andlise os grupos externos, utilizados

necessariamente para enraizar as arvores geradas.

4.11 - Sequéncias utilizadas, disponiveis em banco de dados

Neste estudo, foram sequenciados fragmentos de genes mitocondriais de sete
espécies de Triatoma, e para embasar as andlises filogenéticas foram utilizadas sequéncias
dessas e de outras espécies de Triatominae ja disponiveis no GenBank® (Tab. 02).

Para as espécies T. costalimai, T. guazu, T. matogrossensis, T. sordida e T.
williami, além das sequencias obtidas neste estudo foram utilizadas algumas ja disponiveis em
banco de dados. A sequéncia de T. jurbergi foi utilizada, por fazer parte do subcomplexo
matogrossensis.

Triatoma sordida foi escolhida para este trabalho, pois, de acordo com Forattini
(1980), essa espécie apresenta a regido do Araguaia, no cerrado brasileiro, como centro de
endemismo e dispersdo. Pelo fato da inclusdao de 7. sordida nesse estudo, também foram
avaliadas outras duas espécies do subcomplexo sordida, T. guasayana e T. garciabesi, como
jé discutido anteriormente.

O subcomplexo sordida, engloba as espécies T. garciabesi, T. guasayana, T.
patagonica e T. sordida. T. guasayana distribui-se pela Argentina, Bolivia e Paraguai, e
posiciona-se filogenéticamente junto a 7. circumaculata, grupo irmdo de T. rubrovaria e T.
klugi, espécies pertencentes ao subcomplexo rubrovaria, que compreende espécies da regido

Sul do Brasil e paises proximos. Além disso, todas essas espécies juntam-se em um clado com
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T. patagonica, espécie também pertencente ao subcomplexo sordida (Hypsa et al., 2002;

Sainz et al., 2004; Schofield e Galvao, 2009).

Tabela 02: Sequéncias disponiveis no GenBank® , que foram utilizadas nas andlises filogenéticas

referentes aos fragmentos 16S (A) e Cytb (B).

A

Codlgolzlg acesso Espécie Referéncias Procedéncia
AY 185834 T costalimai Sainz et al., 2004 GO
AY035459 ) Hypsa et al., 2002 -
AY035455 T abesi Hypsa et al., 2002 -
AY 185835 - garciabest Sainz et al., 2004 Salta /Argentina
AY035457 T Sainz et al., 2004 MT
AY185836 - guazu Hypsa et al., 2002 -
iggi 13421 T. guasayana Garcia e Powell, 1998 Esfjrlz)t/lifge?leéna
AY035456 T. jurbergi Hypsa et al., 2002 -
AF324526 T. matogrossensis Sainz et al., 2004 MT
AY035454 ) Hypsa et al., 2002 -
AY 035458 T. williami Hypsa et al., 2002 -
AF021212 T. sordida Garcia e Powell, 1998 Guaira - SP
EU827222 T. brasiliensis Cereti-Junior et al., 2008  Sao Jodo do Piaui - Piaui
EU489057 T. sherlocki Mendonga et al, 2009 Santo Indcio - BA
EU822951 R. neglectus Cereti-Junior et al., 2008 Guaira -11 SP
AF045704 : Lyman et al., 1999 -

B
Caédigo de acesso
Cytb Espécie Referéncias Procedéncia

AF045730 T. sordida Lyman et al., 1999 Cochabamba/Bolivia
FJ623064 T. brasiliensis Harry et al., 2009, -
EU489058 T. sherlocki Mendonga et al, 2009 Santo Indcio / BA
AY702023 T. infestans Giordano et al., 2004 Nao publicado
AF045716 R. neglectus Lyman et al., 1999 -
AF045722 P. megistus Lyman et al., 1999 -

J4 as outras espécies utilizadas nas comparagdes filogenéticas, T. sherlocki, T.

brasiliensis, e T. infestans foram utilizados por ja apresentarem sequéncias disponiveis,

relativas aos fragmentos avaliados, e para conferir melhor suporte as andlises realizadas, pois

representam espécies encontradas na regido Nordeste do pais.
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Para dar suporte aos dendogramas foram utilizados como grupo externo as

espécies Rhodnius neglectus e Panstrongylus megistus, espécies ocorrentes na regido Centro-

Oeste do Brasil (Forattini, 1980) (Tab. 02).
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5 - RESULTADOS
5.1 — Extracao do DNA genomico
Com o objetivo de verificar as relacOes filogenéticas existentes entre sete espécies
de Triatoma ocorrentes na regido Centro-Oeste do Brasil sequenciou-se os fragmentos 16S e

Cytb. Para tanto, extraiu-se o DNAg de um exemplar de cada uma das espécies estudadas

(Fig. 05).

Ts. Tw T.c. Tv. Tg Tb. Tm

Figura 05: Eletroforese em gel de agarose 1%, corada com brometo de etidio, da extracio do DNAg
das espécies avaliadas: T. sordida (T.s.), T. williami (T.w.), T. costalimai (T.c.), T. vandae (T.v.), T.
guazu (T.g.), T. baratai, (T.b.) e T. matogrossensis (T.m.).

5.2 — Isolamento (PCR) e purificacao dos fragmentos de interesse

Os fragmentos amplificados foram purificados e avaliados em gel de agarose. O
fragmento relativo ao gene 16S apresentou cerca de 400 pares de bases (pb), e ao Cytb em
torno de 450pb, o que ja era esperado de acordo com os primers utilizados (Lyman et

al.,1999) (Fig. 06).

5.3 — Sequenciamento

O DNA purificado foi processado em sequenciador automdtico, ABI 377. A
qualidade das sequéncias foi avaliada por meio da andlise do eletroferograma, que considera o
tamanho dos picos do grafico gerado pelo laser do sequenciador e os relaciona com o ruido da
leitura. Assim quando a leitura gera um grafico com picos distintos e bem definidos, cada um
correspondendo a uma base, pode-se considerar que o sequenciamento da amostra foi
satisfatorio (Fig. 07). Apds avaliagdo da qualidade das sequéncias obtidas, as que ndo

apresentaram boa leitura foram submetidas novamente ao processo de sequenciamento.
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Figura 06: Produto de PCR de isolamento dos fragmentos dos genes 16S (~400pb) e Cytb (~450pb),
em triplicata (A, B e C) para as espécies: T. sordida (T.s.), T. williami (T.w.), T. costalimai (T.c.), T.
vandae (T.v.), T. guazu (T.g.), T. baratai, (T.b.) e T. matogrossensis (T.m.). O peso molecular (PM)
utilizado foi O’GeneRuler 1 Kb DNA Leadder Plus (Fermentas).

140 150 160 170
CTTTCTTTTAT TCAGT TTGAAGAATTTAAT TTTTGAGTTA

Wy Lf\ﬂ“ w

Figura 07: Eletroferograma gerado pelo sequen01ad0r com picos bem definidos e que representa o
padrdo de qualidade das sequéncias do fragmento 16S.

5.4 — Fragmento 16S
5.4.1 — Alinhamento

O alinhamento foi realizado em trés etapas (Fig. 04) e as sequéncias consensos
foram geradas com auxilio do programa BioEdit. Os alinhamentos foram obtidos utilizando-

se do programa Clustal W.
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5.4.1.1 — Alinhamento inicial (AI)

Em uma primeira etapa, foram alinhadas as sequéncias R e F dos fragmentos de
cada uma das espécies estudadas. A partir desse alinhamento foi extraida uma sequéncia
consenso para cada par sequenciado, dessa forma, cada espécie apresentou trés sequéncias
(consensos - entre R e F) uma para cada triplicata.

Os fragmentos do gene 16S sequenciados apresentaram entre 305 e 340pb, essa
diferenca no niimero de bases sequenciadas deve-se a metodologia aplicada, ou seja, ao fato
de realizar o sequenciamento direto dos fragmentos. No entanto, ndo hd comprometimento

das andlises, pois as sequéncias geradas no alinhamento inicial (Al) apresentaram fragmentos

de 313pb (Fig.08).

5.4.1.2 — Alinhamento por espécie (AE)

Com o intuito de resolver as divergéncias entre as trés sequéncias geradas para
cada espécie, alinharam-se separadamente cada triplicata (Al) e extraiu-se uma segunda
sequéncia consenso. Dessa forma a partir da triplicata de cada espécie, gerou-se uma
sequéncia relativa ao fragmento sequenciado para aquela espécie ou exemplar (AE). A
terceira cOpia da triplicata de 7. sordida referente ao fragmento 16S foi perdida ao longo das

andlises, no entanto utilizou-se das outras duas copias para gerar a sequéncia relativa.

5.4.1.3 - BLAST

Para certificar se as sequéncias obtidas para o fragmento 16S foram realmente as
esperadas, utilizou-se a ferramenta BLAST. No BLAST foram utilizadas as sequéncias
obtidas para os fragmentos 16S no AE. Essa ferramenta correlaciona a sequéncia obtida e as
depositadas em bancos de dados. Os valores utilizados nesse trabalho foram os de méaxima
identidade, similaridade e e-value.

Assim, os valores de mdxima identidade indicam a porcentagem de nucleotideos
iguais nas mesmas posi¢des. Os valores de similaridade indicam o grau de homologia
(ancestralidade) entre as sequéncias. J4 os valores chamados “e-value” mostram geralmente
um valor muito pequeno, assim, quanto menor o valor, menor a probabilidade de as
sequéncias terem sido relacionadas ao acaso e, com isso, apresentam alta probabilidade de

serem homdlogas:
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Figura 08: Alinhamento dos 313pb da triplicata das sequéncias (Al) do fragmento 16S mtDNA. Na
legenda da figura I1é-se o nome da espécie, o nimero da coldnia estudada e o nimero da triplicata: 7.
baratai, (Tb), T. costalimai (Tc), T. guazu (Tg), T. matogrossensis (Tm), T. sordida (Ts), T. vandae
(Tv) e T. williami (Tw). A primeira sequéncia apresentada € a sequéncia consenso (consensus), gerada
a partir de todas as outras sequéncias avaliadas, com a finalidade de indicar com mais clareza os sitios
polimdrficos.

T. baratai: ndo apresenta sequéncia depositada para o gene 16S, desta forma, esta € a primeira

vez que esse fragmento € sequenciado. No entanto, com o uso dessa ferramenta, a sequéncia

relativa ao fragmento 16S de T. baratai apresentou maior identidade, 98%, com T. guazu,
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com e-value de 7e-160, seguida por T. williami, com 97%, com e-value de le-156 e 2e-155. A

maior similaridade com a sequéncia foi relacionada a T. costalimai, com 100%.

T. costalimai: a sequéncia relativa ao 16S dessa espécie apresentou maiores identidades, 99 e
100%, com duas sequéncias de 7. costalimai depositadas, com e-value de 9e-169 e 2e-170. A
maior similaridade foi relacionada a 7. costalimai, com 100%, seguida por 7. guazu e T.

Williami, com 99%.

T. guazu: a sequéncia relativa ao 16S dessa espécie apresentou maior identidade, 100%, com
duas sequéncias de 7. guazu depositadas e e-value de 7e-170. T. guazu, T. williami, T.
sordida, T. garciabesi e T. jurbergi e T. matogrossensis apresentaram similaridade de 100%

com a sequéncia avaliada.

T. matogrossensis: o fragmento 16S sequenciado para essa espécie apresentou maior
identidade, 98 e 99%, com trés sequéncias de T. matogrossensis com e-value de 9e- 164, 2e-
164 e 2e-165, seguida por T. jurbergi e T. sordida com 98% com e-value de 4e-162 e 2e-160.
Com T. guazu, T. williami, T. sordida, T. garciabesi, T. jurbergi e T. matogrossensis

apresentaram similaridade de 100%.

T. sordida: o fragmento 16S sequenciado para 7. sordida apresentou maior identidade, 100%
com uma sequéncia da mesma espécie com e-value de Se-171, seguida mais duas sequéncias
de T sordida com 97 e 99% com e-value de 9e-159 e 2e-169. Essa sequéncia mostrou maior
similaridade (100%) com T. sordida, T. garciabesi, T. matogrossensis, T. jurbergi, T. guazu e

T. williami.

T. williami: a sequéncia relativa ao 16S dessa espécie apresentou maiores identidades, 99%,
com duas sequéncias de 7. guazu depositadas, com e-value de 7e-165, seguida por duas
sequéncias de T. williami com 97 e 98% e e-value de 4e-157 e le-161. A maior similaridade

foi relacionada a 7. guazu e T. williami, T. sordida, T. garciabesi e T. jurbergi, com 100%.

T. vandae: essa espécie ndo apresenta sequéncia depositada para o gene 16S, dessa forma, esta

¢ a primeira vez que esse fragmento € sequenciado. No entanto com o uso dessa ferramenta a
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sequéncia relativa ao fragmento 16S de 7. vandae apresentou maior identidade (99%) com T.
Jjurbergi com e-value de 9e-164, seguida por trés sequéncias de 7. matogrossensis com 98% e
e-value 4e-162, 1e-162 e 9e-164. Essa sequéncia apresentou 100% de similaridade com T.

jurbergi, T. matogrossensis, T. sordida, T. garciabesi, T. guazu e T. williami.

5.4.1.4 — Alinhamento geral (AG)

Em uma terceira etapa de alinhamentos, as sequéncias do AE foram alinhadas com
sequéncias do fragmento 16S de espécies de Triatominae disponiveis no GenBank® |,
apresentando 329pb. Para enraizar as arvores filogenéticas geradas, Rhodnius neglectus foi
utilizado como grupo externo (Fig. 09).

Com o alinhamento, as regides polimoérficas sdo facilmente observadas entre as
sequéncias do fragmento 16S. Com o intuito de separar as bases polimoérficas das demais,
gerou-se um mapa de sitios varidveis, com o auxilio do programa NetWork 4.5, a partir do
alinhamento (AG). Para isso excluiram-se os grupos externos, utilizados necessariamente para
gerar sitios polimérficos na andlise e enraizar as arvores geradas.

Dentre os 329pb alinhados para esse fragmento, podem ser observados 93 sitios
polimorficos. Assim, temos 28% da sequéncia util como sitios informativos para as
construcdes filogenéticas (Tab. 3).

Algumas das sequéncias obtidas para o fragmento 16S foram idénticas as que
estavam disponiveis no banco de dados, como é o caso de T. costalimai e T. guazu. As trés
sequéncias relativas ao fragmento 16S da espécie 7. guazu formaram um ramo com
divergéncia nula, bem como as duas sequéncias de 7. sordida, o que indica que essas espécies

ndo apresentam variacdo genética entre si, para os exemplares avaliados (Fig. 10).
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Figura 09: Alinhamento (AG) conduzido pelo programa Clustal W das sequéncias do fragmento 16S
mtDNA (329pb) e de sequéncias disponiveis no GenBank® , com seus respectivos nimeros de acesso. Na
legenda da figura 1é-se o nome da espécie, seguida do nimero da coldnia estudada, ou do nimero de acesso
da sequéncia: T. baratai (Tb), T. brasiliensis (T bras), T. costalimai (Tc), T. garciabesi (T gar), T.
guasayana (T. guas), T. guazu (Tg), T. jurbergi (Tj), T. matogrossensis (Tm), T. sherlocki (T sher), T.
sordida (Ts), T. vandae (Tv), T. williami (Tw) e Rhodnius neglectus (Rn).
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Tabela 03: Mapa dos sitios varidveis gerado pelo programa NetWork 4.5, a partir do alinhamento
(AG) do fragmento 16S. As primeiras trés linhas indicam a posic¢ao dos sitios polimérficos e as outras,
os sitios varidveis para cada uma das espécies estudadas.

0000000000000000000111111111111 18228 22 22 220 2 2202002282 22333333333533333333333333333333

000000000111112335701122225353446700000112223533335444477859959999992000000000011111111112222222222

123456789012392757490104690225404567945246258904672912123456789012345675859012345675901234567859
Tj AYO35456 TAACCTGCC A A TAGATGAL AGT TG TGAT TTGTTA- AL AGAATAMGATGGGGC TTATGTAT TT TCATTALATTGGTGTTTI TTTGATCCATAL)
Twv 231 TAGCCTGCCCAATAGATGATAGT TG TGAT TG TA- ALAAGAATAAGATGGGGTTTATGTAT TI TC AT TALATTGGTGTTTT TTTGATCCATAL)
Tm 248 TAGCCTGCCC A A TAGATGATAGTCGTGAT TIGTTA- AL AR AT A MG ATGGGGTTTATGTAT TT TC AT TALATTGGTGTTTI TTTGATCCATAL)
Tm AYO35454 TAGCCTGCCC A ATAGATGATAGTCGTGAC TG T TG ALLAGAATAMG AT GG GG T TTATGTAT TT TC AT TALATTGGTGTTTI TTTGATCCATAL)
Tm AF324526 TAGCCTGCCC A ATAGATGATAGTCGTGAC TG T TG AL AGAATGAGAT GG GG TTTATGTAT TT TC AT TALATTGGTGTTTI TTTGATCCATAL)
T gar AY155835 TAGCCTGCCC A ATAGATGATAGTCGTGAT TTAT TG AL AGGAATAGGATGGAGTTTATGTAT TT TC AT TALATTAGTGTTTI TTTGATCCATAL)
T gar AYOD35455 TAGCCTGCCCAATAGATGATAGTCGTGAT-CATTG- ALLGGAATAMGATGGAGTTTGTGTAT TC TC AT TAATTAGTGTTTT TTTGATCCATAL)
T= 0Z8 TAGCCTGCCCAATAGATGATGGTCGTGAT TTAC TALAL L AGE ATGGGATGAGGTTTATGTAT TT TC AT TALATTAGTGTTTT TTTGATCCATAL)
T= AFOZ1212 = mmm—mm——— AGATGATGGTCGTGAT TTAC TALALL ARG ATGGGATGAGGTTTATGTAT TT TC AT TALTTAGTGTTTT TTTGATCCATAL)
Tw 154 TAACCTGCC A ATG T TTALT GGA TG TGAT TT AT TA- AL AGGA AT T AL A TGAGAT TTTT T-GTTT TC AT TAATTAGTGTTTT TTTGATCCATAL)
Tw AYO35455 TAACCTGCCC A A TG TTALT GGA TG TGAT TT AT TA- GALAGAGTT AL A TGAGAT TTTT T- AT TT TC AT TAATTAATGTTTT TTTGATCCATAL)
Tg 232 AV155836 AYO35457 TAACCTGCCCAATGCTTAATGGATGTGATTTAT TA-AAAGGALTTALATGAGATTTTI T-ATTTTCATTAATTAATGTTTTTTTGATCCATLL]
Th 247 TGACCTGCC A ATGC TTALT AGA TG TGAT TT AT TA- AL ARG AT T A A TGAMA T TTTT TTAT TT TC AT TAATTAGTGTTTT TTTGATCCATAL)
T guas AFD21194 TGACCTGCCCAATGGTTALTAGATGGGAT TIGTAR- AAGGAGGC TAMGAAAGATTTTTTTAT TI TCATTAATTAGTGTTTTAATGATCCATGT)
T guas AF021192 TGACCTGCCCAATGGTTALT AGATGAGAT TTGTAA- AAGGAGGC TAAGATAGATTTTTTTAT TT TC AT TAATTAGTGTTTTAATGATCCATGT)
Toc AY185834 TGACCTGCC A A TAGTTAGTAGATATGGTTTATTA- AAGGGAGT T AL ATGATATTTTTGTAT TT TC AT TALATTAATGTTTT TGTGATCCATAL)
To 191 AYVD35459 TGACCTGCCC A A TAGTTAGTAGATATGGTTTATTA- AAGGGAGT T AL ATGATAC TTTTGTAT TT TC AT TAATTAATGTTTT TGTGATCCATAL)
Thras EUSEZ7ZZz TGACCTGCCCAATAGTCALTGAATATTATTTATTA- AGGAGATC TAAGTTAGAT
Tsherl ]I EU455057 TGACCTGCCC A ATAGTC AL GAATATGGT TTATTA- AGGAGL A TAAGTTAMA T TTTTTTAT TT TC AT TAATTAGTGTTTT TATGATCCATAG

5.4.2 - Analises Filogenéticas
5.4.2.1 — Analise de Distancia — Neighbor-Joining

Foram utilizados dois métodos para gerar a matriz de distancia genética necessaria
para a constru¢dao do dendograma. O primeiro método utilizado foi o algoritmo Kimura de
dois parametros (Kimura 2), o segundo foi o algoritmo da MCL.

Apdés a formagdo das matrizes de distdncia por esses dois métodos, os
dendogramas foram construidos com o auxilio do algoritmo NJ, que avalia a matriz e
identifica os vizinhos mais proximos (Fig.10). O comprimento dos ramos representa a proporgao
de nucleotideos divergentes (distancia genética). Nessa figura observa-se proximidade das espécies da

regido Centro-Oeste (exceto 7. costalimai), porém com duas grandes subdivisdes (chaves vermelha e

alaranjada).

Todos esses algoritmos encontram-se no programa MEGA 3.1. Os valores das
ramifica¢des sdo conhecidos como Bootstrap. Esses valores indicam o grau de confianga da
estrutura da drvore. Para a constru¢do dos dendogramas os valores de Bootstrap foram

suportados por 1.000 replicagdes (Kumar et al., 2008).
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Figura 10: Dendogramas filogenéticos baseados nas sequéncias da regido 16S do mtDNA utilizando a
andlise NJ, (A) com o modelo “Kimura de dois parimetros” (Kimura-2) e (B) com o modelo da
“Maximum Composite Likelihood” (MCL). Na legenda da figura I&-se o nome da espécie e o ntimero
da coldnia estudada, ou ap6s o nome da espécie estd o nimero de acesso no GenBank®: T. baratai,
(Tb), T. brasiliensis (T bras), T. costalimai (Tc), T. garciabesi (T gar), T. guasayana (T. guas), T.
guazu (Tg), T. jurbergi (Tj), T. matogrossensis (Tm), T. sherlocki (T sher), T. sordida (Ts), T. vandae
(Tv), T. williami (Tw) e Rhodnius neglectus (Rn). Notam-se duas subdivisdes dentre as espécies do
Centro-Oeste (chaves vermelha e alaranjada). A chave verde indica as espécies encontradas na regiao
Nordeste do pais.

5.4.2.2 - Maxima Parcimonia
Essa analise foi realizada com o auxilio do algoritmo MP do programa MEGA
3.1. Nas andlises filogenéticas do fragmento 16S, a utilizacdo de R. neglectus como grupo

externo conferiu um bom suporte as arvores geradas. O grau de confianca da estrutura da drvore
estd representado pelos valores das ramificagdes e sdo suportados por 1.000 replicagdes (Bootstrap)
(Fig. 11).

As chaves mostram a proximidade das espécies da regido Centro-Oeste, porém com
duas subdivisdes, que corroboram a distribuicdo apresentada nos dendogramas relativos ao

16S anteriores, com as chaves vermelha e alaranjada.
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Figura 11: Dendograma filogenético (MP) baseado na regido 16S. Na figura 1&-se o nome da espécie e
o numero da coldnia estudada, ou o nimero de acesso no GenBank®: T. baratai, (Tb), T. brasiliensis
(T bras), T. costalimai (Tc), T. garciabesi (T gar), T. guasayana (T. guas),T. guazu (Tg), T. jurbergi
(Tj), T. matogrossensis (Tm), T. sherlocki (T sher), T. sordida (Ts), T. vandae (Tv), T. williami (Tw) e
Rhodnius neglectus (Rn). As espécies da regido Centro-Oeste (azul), apresentam duas subdivisdes
(chaves vermelha e alaranjada). Espécies da regido Nordeste (verde).

5.5 — Fragmento Cytb
5.5.1 — Alinhamento
O alinhamento foi realizado em trés etapas, por meio do programa ClustalW, e as

sequéncias consensos foram geradas com auxilio do programa BioEdit.

5.5.1.1 — Alinhamento inicial (AI)
Em uma primeira etapa, foram alinhadas as sequéncias R e F de cada uma das
espécies estudadas em triplicata. A partir desse alinhamento foi extraida uma sequéncia

consenso para cada fragmento sequenciado, ou seja, trés sequéncias para cada espécie.
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Os fragmentos do gene Cytb sequenciados apresentaram entre 360 e 458pb, essa

diferenca no nimero de bases sequenciadas deve-se a metodologia aplicada, ou seja, ao
sequenciamento direto dos fragmentos. No entanto, ndo hd comprometimento das andlises,

pois essas sequéncias apresentaram fragmentos de 401pb (Fig.12).

5.5.1.2 — Alinhamento por espécie (AE)

Em uma segunda etapa foi alinhada a triplicata das sequéncias Al, das quais se
extraiu outra sequéncia consenso, finalmente gerando apenas uma sequéncia a partir da
triplicata para cada espécie avaliada. A terceira copia da triplicata de 7. sordida e a primeira
de T. williami referentes ao fragmento 16S foram perdidas ao longo das anélises, no entanto

utilizou-se de duas copias para gerar a sequéncia relativa a essas espécies.

5.5.1.3 - BLAST

Para avaliar se o fragmento sequenciado realmente foi o esperado, foi utilizada a
ferramenta BLAST. Para essas andlises foram utilizadas as sequéncias obtidas para os
fragmentos Cytb no AE. Essa ferramenta tem o intuito de correlacionar a sequéncia obtida
com as depositadas em bancos de dados. No entanto, essa andlise foi comprometida com
relacdo ao fragmento Cytb, pois a maioria das espécies avaliadas ndo apresenta sequéncias
depositadas relativas a esse fragmento.

Dessa forma, as espécies apresentaram baixa correlacdo, sendo as sequéncias
depositadas, relativas ao fragmento Cytb, de T. rubrovaria, T. sherlocki e de T. brasiliensis,
as que se mostraram mais proximas as sequéncias avaliadas.

Apenas a espécie T. sordida apresenta sequéncia do Cytb depositada no
GenBank® . Dessa forma, a avaliacdo pelo Blast da sequéncia de T. sordida obtida neste
trabalho, mostrou maxima identidade de 92% com uma de T. sordida e duas de T. rubrovaria,
com e-value de 7e-99 e 1e-96. A maior similaridade encontrada (99%) foi com T. rubrovaria,
seguida por T. sordida (98%). Esse valor mais baixo de identidade entre as sequéncias de T.

sordida reflete o alto grau de polimorfia da sequéncia avaliada.
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Figura 12:

Alinhamento (AI) das sequéncias do fragmento Cytb (401pb), obtido em andlise pelo

programa Clustal W. Na legenda da figura lé-se o nome da espécie, o niimero da colonia estudada e o
nimero da triplicata: T. baratai, (Tb), T. costalimai (Tc), T. guazu (Tg), T. matogrossensis (Tm), T.
sordida (Ts), T. vandae (Tv), e T. williami (Tw).
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5.5.1.4 — Alinhamento geral (AG)
Em uma terceira etapa, foram alinhadas as sequéncias AE do fragmento Cytb,
juntamente com sequéncias de espécies de Triatominae, disponiveis no GenBank® e

referentes ao mesmo fragmento (Fig. 13).
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Figura 13: Alinhamento (AG) de 316pb das sequéncias do fragmento Cytb e de sequéncias
disponiveis no GenBank® , conduzido pelo programa Clustal W. Na legenda da figura 1é-se o nome
da espécie e o seu respectivo nimero de acesso ou o nimero da coldnia estudada: 7. baratai, (Tb), T.
brasiliensis (T brasil), T. costalimai (Tc),T. guazu (Tg), T.infestans (T infest), T. matogrossensis (Tm),
T. sherlocki (T sherlo), T. sordida (Ts), T. vandae (Tv), T. williami (Tw), Panstrongylus megistus (P
megist) e Rhodnius neglectus (Rn).

Nessa etapa alinhou-se um total de 316pb e como grupos externos foram utilizados
P. megistus e R. neglectus, em todas as andlises, para enraizar as arvores filogenéticas.
Com o intuito de avaliar as bases polimorficas, gerou-se um mapa de sitios

varidveis a partir do alinhamento (AG). Para isso excluiram-se os grupos externos. Com
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relacdo aos sitios polimorficos, podemos notar que, entre os 316pb alinhados, existem 136

regides polimorficas (43%), que servem como sitios informativos para as construgdes

filogenéticas (Tab. 04).

Tabela 04: Mapa dos sitios varidveis gerado pelo programa NetWork 4.5, a partir do alinhamento
(AG) do fragmento Cytb. As primeiras trés linhas indicam a posi¢cdo dos sitios polimdrficos e as
outras, os sitios varidveis para cada uma das espécies estudadas.

0000000000 Q000 Q00000000 Q0Q0o01111111111111111111111111111111111111
O0Ll111zZEEEE 23 2as 00006 T T TS89 00111122222 233355555 66T TTTGE 56599
EG1laTELEATE 1T TE 51T 0260512 TERERGTESGALERTRZETIONERSE 1402 SEFEF AGTOS

Th 2497 TTCCC-TCAGT TACCAACCCTTTTC CACTT TCT-ACTCTC GCCCGCCCCCTTCT TAAC ACT-ATAGT 2
Tz 171 CTTTA-TCa-ACACTAACTTCTTFETACTCCTC-CACCTT CTCAACCCT CATCCTET AFAC- AT 2AT 2
Tg €22 TCCCCAT CA-TTACTAACCCATTTC CACTT TCTTACTCTC GCCCGCCCCCT-CTTAAC ACTCATAGT 2
Tm 249§ CCoCCA-CCA-GTACTAGTCCACTCCCATAC CCC-CCTCCT GCCC ACCTACATCC CAT AGAC-ATAFCE
T= 0OZ& CCCCA-CCA-TTHCTAGTCCACTCCTETAC CCC-C CCCCCGOCT ACTTACGTCC CAT AGAC-FCCECE
T= AF045720 CCoCCA-CCF-CTHCTAGTCCACCCCTATAC COC-C CTCCT ACCC ACCTACATCC CACAGAC-FCAFCE
Tw 221 TTCCC-TCA-TTACCAACCCTTTTC CACTTTCT-ACTCTC FCCC FCCCCCTTCTTAAC ACT-AT AT 2
Tw 1l&d TCCCA-TTA-CCATTAATCCATTCCTACTT CTC-TCCCCT FCCAACTTATATCCTACAFAC-ATAGT R

T bra FJEE2064 TTCCC-CCA-TTACCAACCCT CTTTTACTT CCT-AATCCTGTCCACTCACTTCC CAAC ATT-ACARTT
T inf ATTOZ0E? CTTTA-CTA-ACACTFACCTATCCATACTT CCC-CATTTCFATAATTCATATTTTAAAGTC-CTARTA
T she EWT33905&% TTCCT-TCA-TTACCAACCCTTTTCCACTTTOT-ACTCTCGCCCFCCCCCTTCTTAAC ACT-ATAGTA

o o e  al a o Cal a o a a  a  a a a  a  p FRE RE ]
O00L1ZE22 3233333393 333A5 5555 5555566666666 6T TTT 7T TI188556585999000011
AT ERSEGOLTI0LER RS ETEG PO LE2A A TSR0 ERESETS A0LER ST OEZSTSRLEFO2EIES

Th a7 CCCCCCCTTTCTAAGACTT BATAGFAGT ATCAATT ACATTAATATTATT CAC RACT ATT &4 ARAT & AC
Ts 191 TTCCC LT T TTT -~ — ===~ === == === = — = — = —— - = - ————————- TCCCA--CHAAGCCAGT
Tq 228 TTCCCCCTTTTTAAGACTT 2ATAGFAGT ATCAATT ACATTAATATTATTCAT CACTATT A4 AAATC AC
Tm 245 TCTCCTCCCTCTAAGATTT AAT AFFAFT TTCAATCACACTTATACTATTTAT CATAACCTAATCCT AC
T= 0Z& TETCCCCCCTCCARFFACTT AT G AT TTCAATCACACTCATACTATTTAT CATAACCAAGTCCC FC
T= AFOZ5720 TETCCCTCCTCTARFFACTT 2ATAGGEET TTCAATCACACTT AT ACTATTCAC CACAACCARACCOC AT
Tw E21 CCCCCCCTTTCTAAGACTT BATAGFAGT ATCAATT ACATTAATATTATT CAC RACT ATT &4 ARAT & AC
Tra 154 TTCTTCCTCTTCAAGATTT AATAFFART ATCCATCACACTAATATTATTCAT CATAACCCAGCCTC AC

T bra FJ622062 TOTCCTOTTTOT AAGACTT AT AGGAGT AT CAATT ACATT AATATTATTT AT AACT ACCHA AAAC A AD
T inf AYTOZ023 ToCTCCCCT ATTAAGACTT 2ATAGGAGT AT CAATTACATT 2AT ATTT TTTAC CCCAACT A6 AACT & AT
T =he EMEI05E ppppe coTT TOT AAGACTT AAT 26 FAGT ATCAATT ACATT 2ATATTATT CAC AACT ATT AR AAAT &AL

5.5.2 - Analise Filogenética

Foram realizadas analises filogenéticas com o intuito de determinar a historia
evolutiva do gene em questdo e estimar tempo de divergéncia entre dois organismos e seu
ultimo ancestral comum.

Para isso, foram utilizadas as sequéncias do AG e seguiram o mesmo padrido de
andlise utilizado para o fragmento 16S. Foram realizados dois tipos de andlises para gerar os

dendogramas, o de Maxima Parcimdnia (MP) e o de distancia (NJ), para o qual foram
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utilizados dois parametros para a constru¢cdo das matrizes, o Kimura 2 e o MCL, ferramentas

disponiveis no programa MEGA 4.

5.5.2.1 — Analise de Distancia — Neighbor-Joining

Na Andlise de Distancia (Neighbor-Joining) foram utilizados dois parametros, o
Kimura 2 e o MCL, disponiveis no programa Mega (Fig. 14). Os valores de Bootstrap,
indicados nas ramifica¢des indicam o grau de confiancga da estrutura da arvore (porcentagem

em 1000 replicagdes).
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Figura 14: Dendogramas filogenéticos baseados nas sequéncias da regido Cytb do mtDNA
utilizando a andlise NJ, com o modelo Kimura-2 (A) e com o modelo da MCL (B). O comprimento
dos ramos representa a distdncia genética entre os individuos. Na legenda da figura 1é-se o nome da
espécie e o nimero da coldnia estudada, ou apés o nome da espécie estd o nimero de acesso no
GenBank®: T. baratai (Tb), T. brasiliensis (T brasil), T. costalimai (Tc), T. guazu (Tg), T. infestans (T
infest), 7. matogrossensis (Tm), T. sherlocki (T sherlo), T. sordida (Ts), T. vandae (Tv), T. williami
(Tw), P. megistus (P. megist) e Rhodnius neglectus (Rn).
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5.5.2.2 - Maxima Parcimonia
A anélise das polimorfias pode ser observada pela arvore filogenética gerada pelo
algoritmo MP do programa MEGA 3.1. O grau de confianca da estrutura da arvore esta

representado pelos valores das ramificagdes e sdo suportados por 1.000 replicagdes (Bootstrap).

(Fig.15).
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Figura 15: Dendograma filogenético da regido Cytb do mtDNA baseado na andlise de MP. Na
legenda da figura 1&é-se o nome da espécie e o nimero da coldnia estudada ou o nimero de acesso da
sequéncia: T. baratai, (Tb), T. brasiliensis (T brasil), T. costalimai (Tc), T. guazu (Tg), T.
matogrossensis (Tm), T. sherlocki (T sherlo), T. sordida (Ts), T. vandae (Tv), T. williami (Tw), P.
megistus (P megist) e Rhodnius neglectus (Rn).

Uma metodologia utilizada para avaliar o grau de homoplasia em alinhamento de
sequéncias de nucleotideos € a constru¢io de um grafico utilizando o programa DAMBE 5.1.2
(Data analysis in molecular biology and evolution) (Xia e Xie, 2001). Dessa forma, foram
construidos dois graficos, um relativo a cada conjunto de sequéncias alinhadas, ou seja, um
para o alinhamento 16S e outro para o Cytb. Foram excluidas dessas andlises as sequéncias
relativas aos grupos externos, dos quais se esperava aumentar o grau de polimorfias, ou
mesmo homoplasias. Nos gréaficos, podemos notar duas linhas, uma azul e uma verde,

correspondes a transicoes (s) e tansversodes (v) respectivamente (Fig. 16).
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Figura 16: Graficos gerados pelo programa DAMBE. O grifico da esquerda representa o
alinhamento relativo ao fragmento 16S, e o da direita, ao Cytb. A linha azul corresponde a
transicoes (s) e a verde a tansversdes (V).

Para demonstrar a distribuicdo das espécies do subcomplexo matogrossensis
pela regido Centro-Oeste do Brasil, pode-se observar o mapa a seguir (Fig. 17). As
marcacoes no mapa foram feitas com base nas colOonias mantidas no Insetirio de
Triatominae da FCF-Unesp-Araraquara e em vdrios trabalhos publicados (Lent e
Wygodzinsky, 1979; Mello e Borges, 1981; Mello, 1982; Lent et al., 1996; Carcavallo et
al., 1998a; Marassa e Barata, 2000; Carcavallo et al., 2002; Noireau et al., 2002; Galvao et
al., 2003; Oliveira e Silva, 2007). A distribuicdo de T. sordida foi demonstrada no mapa
apresentado por Forattini em 1980 (Fig. 18).



68

Figura 17: Mapas da regido Centro-Oeste do Brasil, com pontuac¢des coloridas, que indicam a
distribui¢do (locais de notificac@o) das espécies pertencentes ao subcomplexo matogrossensis que
foram abordadas nesse estudo. Ja os ciculos apontam os agrupamentos das espécies com base nas
relagdes filogenéticas obtidas respectivamente ao fragmento 16S (A) e Cytb (B).

d oo Y0 1 ) [
Figura 18: Mapa da América do Sul, com destaque para regido de endemismo e dispersdo da
domiciliacdo de T. sordida, a partir da regido Centro-Oeste do Brasil. As linhas escuras marcam os
limites de domiciliacdo dos triatomineos (Forattini, 1980).
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6 - DISCUSSAO

6.1 — Fragmentos utilizados e analise das sequéncias

Neste estudo foram utilizados dois genes do genoma mitocondrial, pois além de
apresentar uma taxa de evolu¢do maior do que os genes nucleares, os fragmentos avaliados,
Cytb e 16S, ja dispde de sequéncias de Triatominae no GenBank®. Dessa forma, as
andlises filogenéticas entre espécies simpdtricas podem ser facilitadas, pois quanto maior a
taxa evolutiva do gene, maior a capacidade de avaliar a divergéncia de organismos mais
proximos (Garcia et al., 2001; Martinez et al., 2006). De acordo com um estudo molecular
conduzido por Hypsa et al. (2002), com a avaliagdo do fragmento 16S, as espécies sao
claramente posicionadas em trés clados, separados também de acordo com as regides do
Brasil, As espécies da regidao Sul estdo no mesmo ramo das do Centro-Oeste, e apresentam
as do Nordeste como um ramo basal.

A ferramenta BioEdit € bastante util, pois apresenta interfaces gréificas para a
manipulacdo das sequéncias e de outros programas em conjunto, dentre eles o ClustalW.
No entanto, € possivel que o ClustalW tenha problemas em alinhar grande numero de
sequéncias, por rodar em ambiente DOS. Desta forma, os alinhamentos gerados pelo
ClustalW podem ainda ser editados pelo BioEdit (Thompson et al., 1994; Matioli, 2001;
Schneider, 2007).

Para utilizar o ClustalW, também € necessario conhecer os valores atribuidos
para cada penalidade, como cria¢do de dele¢des e o tamanho dessas, que apresentam como
valores padrdao de penalizacdo 15 e 6,66 respectivamente. Esses mesmos valores foram
utilizados nas andlises deste trabalho. Assim, ao diminuir as punicdes (valores), aumenta-se
a permissibilidade de o programa introduzir mais dele¢des (Thompson et al., 1994,
Schneider, 2007).

Com o alinhamento das sequéncias tanto do fragmento 16S como do Cytb, as
regides polimorficas sdo facilmente observadas. No entanto, nota-se maior nimero de
polimorfias entre as sequéncias do Cytb, quando se compara com o alinhamento do
fragmento 16S (Fig. 09 e 13). Isso também pode ser observado quando se comparam as
porcentagens de sitios polimérficos em relagdo ao nimero total de nucleotideos analisados,

28% para o fragmento 16S e 43% para o Cytb (Tab. 03 e 04)
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6.2 - Metodologias de analises filogenéticas

Para o estudo das relagdes filogenéticas entre espécies de Triatominae, a
metodologia mais indicada é o sequenciamento de fragmentos de DNA . No entanto, como
toda técnica, também apresenta vantagens e desvantagens (Abad-Franch e Monteiro, 2005).

Como vantagens da utilizacdo de sequéncias de DNA, cita-se a grande
quantidade de sitios informativos, interpretacdo objetiva, permite estudos de vérios niveis
taxondmicos dependendo do marcador utilizado. Isso permite a comparagdo de resultados
entre laboratdrios a partir de bancos de dados (NCBI) onde sdo depositadas as sequéncias
de DNA. No entanto, essa ¢ uma técnica que apresenta elevados custos, tanto com ralagdo
aos reagentes utilizados quanto aos equipamentos necessdrios para sua realiza¢do, como o
termociclador e, principalmente, o seqiienciador de DNA. As metodologias empregadas sdao
trabalhosas e despendem vérias horas de atividade e, ao final, obtém-se informagdes de um
unico locus (Abad-Franch e Monteiro, 2005).

Com relacdo as vdrias metodologias empregadas neste estudo, cada uma
apresenta vantagens e desvantagens metodoldgicas, de acordo com os dados apresentados.

Para avaliar os marcadores moleculares utilizados, € necessdrio observar que
esses apresentam diferentes taxas evolutivas, e podendo cada um ser mais indicado para um
determinado problema filogenético. Esses marcadores também podem apresentar
transformacdes laterais, que € a incorporag@o ou integracdo de parte do genoma de uma
espécie no de outra, como ocorre com algumas espécies de virus, bem como podem ocorrer
grande ndmero de homoplasias, erros ou mutagdes que podem niao ser observados no
fragmento sequenciado, esse conceito serd discutido com mais detalhes adiante (Nei, 1996;
Matioli, 2001).

A filogenia molecular tem por objetivo determinar a histéria evolutiva do gene
em questdo e estimar o tempo de divergéncia entre dois organismos e o ultimo ancestral
compartilhado. A arvore filogenética (dendograma) é a representacdo grafica da historia
evolutiva dos organismos nela representados, o que facilita a interpretagdo das regides
polimérficas e a visualizagdo dos tdxons mais aproximados. As drvores filogenéticas podem
ser formadas com base na distincia genética ou nos caracteres polimorficos dos organismos
estudados (Pinteiro et al., 2005).

Para a constru¢do dos dendogramas foi utilizado o programa de andlise

filogenética MEGA 4.0. Dessa forma, foram utilizadas as sequéncias do AG geradas pelo
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BioEdit e estdo identificadas nos dendogramas como consensus, ou apenas a abreviatura da
espécie e numero da colonia (Fig. 09 e 13). As relagdes filogenéticas foram tracadas
utilizando-se os parametros analiticos de mdxima parcimoénia e de distancia genética.

Para as andlises de distancia foi utilizado o algoritmo NJ, uma metodologia
bastante simples, que gera dendogramas com base na distancia genética dos organismos
estudados e se baseia em calcular par-a-par a distancia genética entre as sequéncias, e, com
base nisso, construir a topologia (Pinteiro et al., 2005). Esse método despende pouco tempo
de andlise e pode ser aplicada a bases de dados bastante extensas. No entanto, utiliza-se de
matrizes para gerar o dendograma, assim, ndo considera os dados originais, € sim as
distancias entre eles.

As andlises de distancia sdo realizadas com base em uma matriz de dados, que
pode ser gerada a partir de védrios parametros. Dessa forma, foram utilizados dois métodos
para gerar a matriz de distancia genética necessdria para a constru¢do do dendograma. O
primeiro método a ser utilizado foi o algoritmo Kimura de dois pardmetros (Kimura 2), que
considera as mutagdes do tipo transi¢des (purina-purina ou pirimidina-pirimidina) mais
provdveis de ocorrer do que as transversoes (purina-pirimidina ou pirimidina-purina). O
outro método utilizado foi o algoritmo da MCL, que tem como objetivo inferir
dendogramas que demonstrem a histdria evolutiva mais consistente em relacdo aos dados
apresentados, assim, esta metodologia gera dados que indicam a maior probabilidade dos
dados observados realmente terem ocorrido (Kimura, 1980; Pinteiro et al., 2005) (Fig. 14).

Vale salientar que as andlises geradas pelo algoritmo NJ indicam a distancia
genética ou porcentagem de divergéncia genética entre um grupo e seu ancestral comum.
Assim, o comprimento da linha horizontal indica a divergéncia entre os extremos. Desta
forma, a barra indicada abaixo dos dendogramas de distancia indica a porcentagem de
divergéncia relativa ao comprimento dessa barra. Essa linha relaciona-se a barra indicada
abaixo dos dendogramas, nesse caso, a cada distancia relativa a barra considera-se 0,02%
de divergéncia entre o tdxon e seu ancestral (Saitou e Nei, 1987; Kumar et al., 2008).

Ja, as andlises de parcimoOnia, avaliam cada sitio polimérfico diretamente das
sequéncias, e considera o menor niimero de passos para se obter o cariter observado. E um
método de premissas simples e que exige grande esfor¢co computacional, pois ndo ha
necessidade da construcdo de uma matriz de dados para construir o dendograma

filogenético, como nas andlises de distancia (Fitch, 1970; Felsenstein, 1978; Bos e Posada,



72

2005). Essa metodologia considera o menor nimero de mudangas necessdrias para explicar
os dados apresentados, dessa forma, seu algoritmo pode gerar algumas imperfei¢des nas
andlises (Kumar et al., 2008). Mas, serd que a natureza € realmente parcimoniosa?

Algumas vezes nota-se que a “lei do menor esfor¢co” ndo se aplica, como no
caso das homoplasias, que atrapalham bastante esse tipo de andlise, 0 que pode gerar
resultados errados, se os casos de homoplasia forem comuns ou concentrados em partes
especificas das sequéncias ou da darvore. As homoplasias ou substituicdes multiplas
representam erros ou mutagdes que ocorreram e ndo podem ser observadas no genoma (Bos
e Posada, 2005).

Por exemplo, se temos uma base C em determinado sitio € em outra sequencia,
em local homdlogo temos um G, temos uma mutagdo de C para G (C-G), com apenas um
passo ou um evento ocorrido. No entanto, podem ter ocorrido eventos que ndo sao
demonstrados, como por exemplo, essa mesma base C pode ter mudado para uma base A e
novamente para uma base G, esse evento caracteriza uma homoplasia (C-A-G), com dois
eventos de mutacdo. Assim, a andlise de MP consideraria apenas a primeira op¢do. No
entanto, esse tipo de andlise pode ser bastante confidvel se homoplasias e substitui¢des
multiplas forem raras ou distribuidas aleatoriamente na topologia (Bos e Posada, 2005).

Dessa forma, foi notério o maior grau de polimorfias para o fragmento Cytb em
relacdo ao 16S, o que tende a um nimero elevado de homoplasias. Assim, o grau de
homoplasia do alinhamento das sequéncias de nucleotideos do fragmento 16S e Cytb foram
avaliados graficamente (Fig. 16) (Xia e Xie, 2001).

Na figura 16, em cada um dos graficos, notam-se duas linhas, uma azul e outra
verde. A linha azul corresponde a transi¢des (s) e a verde a tansversdes (v). As transi¢des
sdo mutagdes que alteram ou trocam bases do tipo purina (G e T) por outra purina, ou uma
pirimidina (C e A) por outra pirimidina. J4 as tansversoes sdo mutacdes que alteram purinas
por pirimidinas ou vice-versa. O algoritmo F84 calcula a distincia entre tansversdes e
transi¢Oes das sequéncia e de um outro gene, que € padrdo para cada algoritmo do programa
(Xia e Xie, 2001; Schneider, 2007). No grafico referente ao fragmento 16S, ambas as retas
sdao ascendentes e ndo apresentam evidéncia de estabilizacdo, ou seja, ndo sugerem
saturacdo, o que demonstra bom sinal filogenético e baixa taxa de homoplasias. J4 o grafico
da direita, relativo ao fragmento Cytb, assemelha-se com primeiro, exceto pelo fato de que

a curva das transi¢des (azul) atingiu o ponto de satura¢do e comega a descender. Isso indica
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a existéncia de um considerdvel grau de homoplasia, porém o sinal filogenético ainda é
considerdvel, pois as curvas ndo se cruzam.

No caso de um elevado grau de homoplasias, entdo, poder-se-ia excluir das
andlises as regides homopldsicas. No entanto, as homoplasias relativas ao fragmento Cytb
estdo dispersas por toda a sequéncia, o que torna impossivel a exclusao desses sitios. Dessa
forma, as andlises geradas pelas sequéncias correspondentes a esse fragmento foram
comprometidas, pois os dados apresentam um comprometimento do sinal filogenético. Se
por acaso as retas chegassem a se cruzarem, haveria um indicio de saturacdo dos dados em
razdo da magnitude das divergéncias entre as sequéncias, o que prejudicaria muito o sinal
genético, e isso, impossibilitaria as andlises (Xia e Xie, 2001; Schneider, 2007).

Ao observar a distribuicdo das espécies nos dois dendogramas de distincia
genética para o fragmento 16S (Fig. 10), nota-se que ndo houve alteragdes significativas
entre as mesmas. Nota-se que ambos apresentam praticamente o mesmo formato, nlimero
de ramos, distribuicdo dos clados, e os valores de Bootstrap, que também pode ser
observado para o fragmento Cytb.

De acordo com os resultados encontrados nas andlises dos fragmento 16S e
Cytb, a espécie T. costalimai mostrou-se a mais distante dentre as demais espécies da
regido Centro-Oeste. Essa espécie apresentou maior proximidade genética com as da regido
Nordeste do Brasil: 7. brasiliensis e T. sherlocki (Fig. 10 e 11).

Pela anélise do fragmento 16S, é notéria a distincdo de trés clados (Fig. 10 e
11). Os dois primeiros englobam espécies da regido Centro-Oeste, o primeiro € composto
pelas espécies 1. matogrossensis bastante proximas e diretamente relacionadas com T.
jurbergi e T. vandae e, externo a essas, 1. garciabesi e T. sordida. O segundo grupo
compreende 7. baratai, muito préximo a 7. williami, que é fortemente relacionado com 7.
guazu. O terceiro clado é composto pelas espécies por T. guasayana, que forma um grupo
irmdo com as espécies da regido nordeste do Brasil, T. brasiliensis, T. sherlocki. A espécie
T. costalimai posiciona-se em um ramo basal com relacdo ao clado formado pelos trés
grupos citados acima.

Nas andlises do fragmento 16S, as espécies da Regido Centro-Oeste, apesar de
bastante préximas, distribuiram-se em dois grupos, semelhante ao observado nas andlises
de distancia genética: o primeiro grupo composto pelas espécies T. garciabesi, T. jurbergi,

T. matogrossensis, T. sordida e T. vandae. O segundo grupo compreende 7. baratai, T.
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williami e T. guazu. Além da presenga desses dois grupos, nota-se a disposi¢do de 7.
sordida e T. garciabesi, pertencentes ao subcomplexo sordida, em meio as espécies do
subcomplexo matogrossensis (Fig.10 e 11).

De acordo, com as andlises do fragmento Cytb, T. costalimai constituiu um
ramo basal com o clado que agrupa T. sordida, T. matogrossensis e T. williami, esse ultimo
constituindo um clado independente entre os demais, o que demonstra uma divergéncia
recente (Fig. 14). O outro clado mostra 7. brasiliensis, que forma um ramo basal e se
distingue do agrupamento composto por 7. vandae, T. sherlocki, T. baratai, com T. guazu,
formando um clado independente (Fig. 14). A drvore mais parcimoniosa gerada apresentou
basicamente a mesma distribui¢do dos dendogramas de distancia. Com 7. baratai, T.
sherlocki, T. vandae e T. guazu unidos em um clado, e com 7. williami, T. sordida e T.
matogrossessis, em outro clado. No entanto, 7. infestans apresentou-se em meio a
sequéncias, proximo a 7. brasiliensis (Fig. 15).

A formacdo desses dois grupos que dividem as espécies pertencentes ao
subcomplexo matogrossensis também foi observada em outros estudos. Hypsa et al. (2002)
e Sainz et al. (2004) avaliaram essas espécies com base no sequenciamento do fragmento
16S. Noireau et al. (2002) encontraram essa mesma divisdo com andlises isoenzimaticas
das espécies desse subcomplexo. Esse ultimo foi o unico trabalho a apresentar um
posicionamento filogenético para 7. vandae (Anexo).

Além da presenca de dois grupos em meio as espécies do Centro-Oeste, a
andlise dos fragmentos 16S e Cytb aproximaram 7. sordida e T. matogrossensis e apontam
T. sordida e T. garciabesi em meio as espécies do subcomplexo matogrossensis (Figs.10 e
11 e Anexo).

Alguns autores ja relataram a aproximacgdo genética entre 7. sordida e T.
matogrossensis, ao analisarem dados moleculares (Hypsa et al., 2002; Sainz et al., 2004).
Essa similaridade genética vem confirmar a andlise combinatéria dos genes 16S e 12S
elaborada por Garcia, et al. (2001), que mostrou 7. sordida, origindrio da Argentina, estar
relacionado fortemente a 7. sordida e T. matogrossensis coletados no Brasil.

Essas duas espécies sdo bem distintas morfologicamente e, apesar das
semelhangas genéticas, sdo também distantes cladisticamente, pertencendo cada uma, a um
complexo diferente (Garcia, et al., 2001; Shofield e Galvao, 2009). Desta forma, ao

observar a sua distribuicdo, pode-se entender com mais clareza a proximidade genética
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entre 7. sordida e as demais espécies dispersas pelo Centro-Oeste (Forattini, 1980) (Fig.
18).

Podemos observar vdrios sitios polimérficos entre a sequéncia do fragmento
Cytb de T. sordida, obtida neste trabalho, e a sequéncia disponibilizada no GenBank®
(Fig. 12 e Tab. 04). Essa constatacdo deve-se provavelmente ao grande nimero de sitios
polimérficos do fragmento avaliado, no entanto, essa espécie foi a Unica que apresentou
sequéncia no GenBank® para comparagdo. Dessa forma, ndo temos 0 mesmo parametro
com relagdo as outras espécies, para uma avaliacdo mais detalhada. A presenca de sitios
polimérficos entre essas sequéncias justifica-se também pela grande dispersio de T.
sordida. A sequéncia relativa ao fragmento Cytb depositada refere-se a um exemplar
oriundo de Cochabamba, na Bolivia e o exemplar avaliado neste trabalho origina-se de
Brasilandia, no Mato Grosso do Sul (Lyman et al., 1999). Assim, quanto maior a distancia
geografica, também se espera maior variacdo entre as sequéncias apresentadas (Matioli,

2001).

6.3 - Distribuicio geografica das espécies

A distribuicdo das espécies do subcomplexo sordida, T. garciabesi, T.
guasayana e T. sordida, indicam a parafilia do grupo, pois, suas espécies se dividem em
dois clados: T. guasayana em um clado junto as espécies da regido Nordeste, e T.
garciabesi e T. sordida juntas as espécies do Centro-Oeste. As espécies que compdem 0
subcomplexo matogrossensis também demonstram indicios de parafilia, pois suas espécies
dividem-se em dois grupos e, ainda, externo a esses temos 7. costalimai (Fig. 10 e 11).

Alguns estudos relacionam 7. guasayana a T. circumaculata, formando um
grupo irmao de 7. rubrovaria e T. klugi, espécies pertencentes ao subcomplexo rubrovaria,
que compreende espécies da regido Sul do Brasil e paises proximos. Além disso, todas
essas espécies juntam-se em um clado com 7. patagonica, também pertencente ao
subcomplexo sordida (Hypsa et al., 2002; Sainz et al.. 2004; Schofield e Galvao, 2009).

Algumas das sequéncias obtidas para o fragmento 16S foram idénticas as que
estavam disponiveis no banco de dados, como € o caso de T. costalimai e T. guazu. Isso
pode ter ocorrido por tratar-se de exemplares de regides muito préximas, mesmo porque 7.

costalimai e T. guazu apresentam distribui¢do pouco ampla (Fig. 17) (Sainz et al., 2004).
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As trés sequéncias relativas ao fragmento 16S da espécie 7. guazu formaram um
ramo com divergéncia nula, bem como as duas sequéncias de 7. sordida, o que indica que
essas espécies ndo apresentam variagdo genética entre si, para os exemplares avaliados
(Fig. 10). No caso de T. guazu, isso ocorre porque sua distribuicdo geogréfica é bastante
restrita (Fig. 17). Ja no caso de T. sordida, apesar de sua ampla distribuicdo geografica, os
exemplares avaliados pertencem a regides proximas (Tab. 02) (Garcia e Powell, 1998;
Sainz et al., 2002).

Contudo, baseando-se nas andlises moleculares podemos confirmar algumas
similaridades morfoldgicas. Por exemplo, T. baratai assemelha-se bastante a T. williami, e
essa proximidade morfolégica evidenciou-se também durantre as andlises moleculares do
fragmento 16S (Figs. 10 e 11).

A mesma relacdo pode ser observada entre as espécies 1. vandae e T. jurbergi
(Figs. 10 e 11). No entanto, T. vandae apresenta semelhancas cromédticas com 7. baratai, o
que € observado nas anélises do fragmento Cytb (Figs. 14 e 15).

Dentre as espécies do Centro-Oeste avaliadas neste trabalho, as de coloracdo
mais escura, 1. baratai, T. guazu e T. williami, apresentaram-se em um clado de acordo
com a avaliacdo do fragmento 16S, mas apenas T. baratai e T. guazu apresentaram-se
proximas com relacdo ao fragmento Cytb. J4 as espécies de coloracdo mais clara 7. vandae,
T. sordida e T. matogrossensis, foram agrupadas pelo 16S, e com relagdo ao Cytb, apenas
T. matogrossensis e T. sordida, permaneceram unidas (Fig. 10 e 14).

Avaliando-se o fragmento 16S, observamos 7. vandae junto a T. jurbergi, T.
matogrossensis, 0 que corrobora com a andlise conduzida por Noireau et al. (2002).
Também se observa T. baratai junto a T. williami e T. guazu (Fig. 10 e 11). Assim, as
primeiras andlises filogenéticas, por meio de sequenciamento de DNA (16S), das espécies
T. baratai e T. vandae, as relacionam fortemente as espécies do subcomplexo
matogrossensis encontradas no Centro-Oeste do Brasil.

Dessa forma, de acordo com as andlises realizadas, justifica-se 0 agrupamento
dessas duas espécies junto a esse subcomplexo, porém cada uma posicionada em um dos
dois grupos ja definidos (Fig. 10 e 11).

Assim, com relagdo aos processos evolutivos e dispersivos, as andlises
filogenéticas relativas ao fragmento 16S relacionaram as espécies avaliadas com maior

coeréncia, quando comparados com os resultados obtidos pelo fragmento Cytb.
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7 - CONCLUSOES

Triatoma baratai e T. vandae foram incluidas junto as espécies do subcomplexo
matogrossensis encontradas no Centro-Oeste do Brasil, com base em andlises de sequéncias
de DNA.

Dentre as sete espécies da regido Centro-Oeste do Brasil estudadas, T.
costalimai mostrou-se a mais afastada entre todas e apresentou-se mais proxima de 7.
brasiliensis e T. sherlocki, que ocorrem na regido Nordeste.

Por meio do sequenciamento do citocromo b e do 16S, T. sordida e T.
matogrossensis mostram-se proximas geneticamente, bem como 7. baratai e T. guazu.

Os marcadores utilizados mostraram que 7. sordida, do subcomplexo sordida,
apresenta-se junto as espécies do subcomplexo matogrossensis.

O fragmento citocromo b apresentou alto grau de polimorfias e homoplasias ao
longo das sequéncias, dessa forma, a andlise do fragmento 16S apresentou maior clareza na
interpretacdo dos dados, com relagio aos aspectos morfoldgicos e biogeograficos.

As andlises filogenéticas relativas ao fragmento 16S relacionaram as espécies
avaliadas com maior coeréncia, do que as andlises do fragmento Cytb.

Observou-se agrupamento das sete espécies da regido Centro-Oeste estudadas,

porém distribuidas em dois grupos, o que indica parafilia desse subcomplexo.

De acordo com o fragmento 16S:

As sete espécies estudadas distribuiram-se em um grupo formado por T.
matogrossensis, T. sordida e T. vandae, e outro por T. baratai, T. guazu e T. williami, com
T. costalimai formando um ramo a parte das demais.

Triatoma baratai e T. vandae, posicionaram-se separadamente, cada uma em

um dos subgrupos indicados para o subcomplexo matogrossensis.

De acordo com o fragmento Cytb:
As espécies avaliadas apresentaram-se em um clado composto por 7. costalimai,

T. sordida, T. matogrossensis e T. williami, e outro por T. vandae, T. baratai e T. guazu.

Apoio: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPq.
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Dendogramas filogenéticos construido a partir de sequéncias da regido 16S do mtDNA (A - Hypsa et
al., 2002 e B - Sainz et al., 2004) e a partir de andlises isoenzimaticas (C - Noireau et al., 2002). Na
legenda da figura 1&-se o nome das espécies como 7. guazu (Tg), T. jurbergi (Tj), T. klugi (Tk), T.
matogrossensis (Tm), T. vandae (Tv) e T. williami (Tw). As espécies da regido Centro-Oeste
apresentam duas subdivisdes (chaves vermelha e alaranjada). As setas azuis indicam 7. costalimai e a
seta verde indica a posicdo de T. vandae, em relagdo as outras espécies do Centro-Oeste.
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