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RESUMO

Triatomineos silvestres coletados por Cerqueira em 1975 em Santo Indcio/BA foram estudados
por Papa et al. (2002) que concluiram tratar-se de uma nova espécie, denominada 7. sherlocki ao
compard-la com outros Triatominae. No intuito de ampliar o conhecimento dessa nova espécie e
inferir relacdo filogenética para as espécies da subfamilia Triatominae foram seqiienciados genes
nucleares, ITS-2 e 288, e mitocondriais, citocromo b e 16S, de T. sherlocki e T. brasiliensis. As
seqiiéncias foram alinhadas no programa Clustal W do BioEdit e as relagdes filogenéticas
construidas utilizando metodologias de distancias com os parametros p-distance e Kimura-2 do
algoritimo Neighbor-Joining, do programa MEGA 3.1, e Maxima ParsimOnia, do programa
PAUP 4.1. A filogenia baseada nos dois genes mitocondriais revelou que a espécie T. sherlocki é
estritamente relacionada com a espécie T. melanica, e que T. brasiliensis aparece como espécie-
irma dessas duas, excecdo para a andlise de Parcimdnia do gene /6S que apresenta 7. melanica
como espécie-irma da relacdo mais estreita entre 7. sherlocki e T. brasiliensis. P. megistus e T.
infestans aparecem relacionadas com espécies norte-americanas nas filogenias inferidas do gene
16S e das seqiiéncias dos aminodcido do citocromo b, respectivamente. A filogenia baseada no
gene nuclear 28S revelou uma politomia envolvendo as espécies T. sherlocki, T. brasiliensis e T.
melanica. Essa filogenia foi subestimada pelo baixo nimero de espécies presentes na arvore. Essa
mesma relagdo ocorreu na filogenia do gene do I7S-2 na andlise baseada em ParcimoOnia. A
andlise de distancia desse gene revelou a proximidade entre 7. sherlocki e T. brasiliensis, com T.
melanica como espécie-irma. Essa filogenia apresentou as espécies T. maculata, T. brasiliensis e
T. infestans estritamente relacionadas com espécies de triatomineos norte-americanas. Algumas
espécies como T. infestans e P. megistus apresentaram mais de uma topologia dependendo do
gene analisado, sendo necessdrios mais estudos para definir uma posicdo filogenética dessas
espécies. A proximidade de T. sherlocki com os haplétipos de T. brasiliensis, principalmente com
a espécie T. melanica, pode inferir uma possivel filogeografia a partir de ancestrais de T.

brasiliensis, tratando-se portanto de espécies derivadas.
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ABSTRACT

Wild triatomines collected by Cerqueira in 1975 in Santo Inicio,BA, Brazil were studied by Papa
et al. (2002), who observed morphological differences from other species of the Triatominae,
concluding that they represented a new species, named Triatoma sherlocki. Mitochondrial
(cytocrome b and 16S) and nuclear (ITS-2 and 28S) gene sequencing of 7. sherlocki and T.
brasiliensis was carried out with the aim of learning more about the new species and its
phylogenetic relationship to the species of the Triatominae subfamily. The sequences ware
aligned with the Clustal W application of the BioEdit freeware program and the phylogenetic
relationship inferred by estimating distances with the Kimura 2-parameter and p-distance
methods of the Neighbor-Joining algorithm in the MEGA 3.1 program and Maximum Parsimony
(MP) method of the PAUP 4.1 program. The phylogeny based on the two mitochondrial genes
disclosed that T. sherlocki and T. melanica were closely related and that 7. brasiliensis was a
sister species of the two, with the exception that in for the Parsimony analysis of the /6S gene, T.
melanica appeared as a sister species of the clade formed by 7. sherlocki and T. brasiliensis. The
species Panstrongylus megistus and T. infestans are related to North American species in
phylogenetic analyses of the large subunit ribosomal RNA mitochondrial gene (/6S) and the
amino acid sequences of cytocrome b, respectively. The phylogeny based on the large subunit
ribosomal D2 (28S) nuclear gene revealed to a polytomy involving T. sherlocki, T. brasiliensis
and T. melanica. This phylogeny was underestimated due to the small number of species present
in the tree. This same relationship occurred in the phylogeny of internally transcribed spacer 2
(ITS-2) nuclear gene, in analysis based on Maximum Parsimony. The analysis of distance in this
gene revealed proximity between 7. sherlocki and T. brasiliensis, with T. melanica as sister
species. This phylogeny showed T. maculata, T. brasiliensis and T. infestans to be closely related
to North American triatomines. Certain species, such as 7. infestans and P. megistus, exhibited
more than one topology with different genes, and fusther study is needed to define the
phylogenetic positions of these species. The proximity of 7. sherlocki to the T. brasiliensis
haplotypes, especially with the species 7. melanica, may reveal a possible phylogeography

originaling from 7. brasiliensis ancestors, thus implying derived species.
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I. INTRODUCAO

I.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou tripanosomiase americana foi descrita pelo médico sanitarista
Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas em 1909, que descreveu praticamente todos os aspectos da
doenca, como o agente causador, o transmissor, o modo de transmissao da doenga, a existéncia de
vertebrados funcionando como reservatorios silvestres e domésticos do parasito e ainda a
patogenia e sintomatologia que a mesma pode causar ao homem, esclarecendo assim os aspectos
basicos da epidemiologia da doenca. A doenga € causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi
Chagas, 1909, e € transmitida para os vertebrados principalmente por meio das fezes de insetos
da subfamilia Triatominae Jeannel, 1919 (Hemiptera, Reduviidae) contaminadas com as formas
infectantes do 7. cruzi (Chagas, 1909; Dias, 2000).

Todas as espécies da subfamilia Triatominae sdo suscetiveis a infec¢do pelo T. cruzi e
consequentemente potenciais vetores do protozodrio. A infeccdo ocorre a partir da alimentacdo
com sangue de mamifero infectado, sendo todos os estddios ninfais sujeitos a ingerirem o
parasito, uma vez que a hematofagia é obrigatoria em todas as fases de vida dos triatomineos
(Dias, 2000).

Segundo dados recentes da Organizacdo Mundial de Saudde, estima-se que existam entre
16 e 18 milhdes de pessoas infectadas pelo 7. cruzi na América Latina e aproximadamente 120
milhdes vivendo sob risco de transmissdao. Apesar do decréscimo da taxa de incidéncia nos
ultimos 20 anos, de 700.000 a 800.000 nos anos 80 para 200.000 atualmente, a doenca de Chagas
¢ um dos problemas de saide publica mais importante da América Latina (WHO, 2002, 2005).

A prevaléncia de infec¢do por 7. cruzi na populagdo, entre os anos 1980-1985, de paises
que mantém programas de controle da doenca de Chagas foi de 10,0% na Argentina, 4,2% no
Brasil, 3,4% no Uruguai e 3,0% na Venezuela. Nos paises onde programas de controle tém sido
recentemente organizados, a infec¢ao por 7. cruzi na populacdo no mesmo periodo foi de 24,0%
na Bolivia, 30,0% na Colombia e 16,6% na Guatemala. Paises onde ndo existem programas de
controle para a doenca de Chagas, a infec¢do por 7. cruzi na populagdo no mesmo periodo foi de

11,7% na Costa Rica, 10,7% no Equador e 20,0% em El Salvador (WHO, 2002).



A estimativa de infectados por 7. cruzi em paises ndo endémicos, como € o caso dos
Estados Unidos, onde supde estarem vivendo entre 100.000 e 370.000 pessoas infectadas; do
Japao, com 150.000; da Austrdlia, com 80.000, e da Europa, com 250.000. Tais estimativas sao
decorrentes principalmente da emigracao e pela falta de triagem em bancos de doagao de sangue
nesses paises (Schmuiiis, 2000).

Nas zonas rurais da América Latina, o principal mecanismo de transmissao da doenca de
Chagas sdo as fezes de triatomineos contaminadas com o 7. cruzi, que penetram no hospedeiro
por meio de escoriagdes, pequenas feridas ou pelas mucosas, correspondendo 80% a 90% dos
casos da doenca (Aras et al., 2003).

A freqiiéncia de infec¢do de seres humanos por meio do vetor estd relacionada ao nivel
socio-econdmico da populacdo e a capacidade de domiciliagdo dos triatomineos. O ciclo
doméstico da doenga de Chagas humana € definido por fatores antrépicos, no qual uma série de
condigdes ecoldgicas e politico-sociais aproximou populagdes humanas do ciclo enzodtico ao
longo dos anos no Novo Continente. Deslocamentos humanos, ocorridos principalmente nos
séculos XVIII e XIX, propiciaram contatos entre homens, vetores, agentes e reservatorios, tendo
como conseqiiéncia o aparecimento de indmeras enfermidades, como a tripanosomiase, a
leishmaniose e a malaria (Schmuiis, 2000; Dias, 2000).

Tém-se registro da doenca de Chagas na regido Andina desde o periodo Pré-Colombiano,
onde foram encontradas mimias Chilenas e Peruanas com lesdes tipicas da doeng¢a (Rothhammer
et al., 1985). A presenca do 7. cruzi nas mimias foi confirmada por meio de seqii€ncias de
fragmentos amplificados do genoma que correspondiam ao protozodrio (Guhl et al., 1999).

De modo geral, a doenca de Chagas emerge de um contexto ecoldgico intimamente
relacionado a forma de viver e a histdéria natural de seu agente etiol6gico com seus reservatorios
superiores (mamiferos) e com os insetos vetores. A doenca de Chagas ocorre como enzootia ha
muitos séculos no ambiente silvestre do Continente Americano, afetando o ser humano num ciclo
particular, doméstico, decorrente de migragcdes, de invasdo do ambiente natural e de multiplas
acoes de cardter antropico (Dias & Coura, 1997).

Antes da alteracdo ambiental provocada pelo homem, o 7. cruzi era encontrado somente
no meio silvestre, circulando entre vetores e mamiferos do ambiente natural. Apds a devastacao
florestal e ocupacdo desses ecotopos, o homem passou a fazer parte desse ciclo. Vivendo em

casas mal construidas e em estado precdrio, o homem ofereceu aos triatomineos condi¢des



propicias a colonizacdo. Muitas espécies adaptaram-se ao domicilio e essa condicao € primordial
para a ocorréncia da tripanosomiase americana. Desta forma, a transmissdo vetorial, por meio das
fezes dos triatomineos infectadas pelo 7. cruzi, passou a ser o mecanismo primadrio de difusdo da
doenca. E claramente perceptivel que a distribuicio da doenca quase sempre acompanha a
distribuicao da pobreza, e, por seu cardter cronico e rural, ndo € tratada com a atencdo merecida
(Vinhaes & Dias, 2000; Silveira, 2000).

A expansao da doenca de Chagas humana € um produto da ocupacdo erritica e da
colonizagdo desprogramada na América Latina. Essa teoria é sustentada baseada em trés
elementos principais: a) profundas agdes sobre o meio natural, como queimadas e desmatamentos
extensivos promovendo a abertura dos espacos naturais e carreando para ecotopos artificiais
reservatorios e vetores silvestres da tripanosomiase americana; b) existéncia de ranchos e outras
vivendas de ma qualidade propiciando a adaptacdo dos vetores ao processo de domiciliacdo; c)
migracdes e grandes deslocamentos populacionais, carreadores da prépria infec¢do e de vetores
com alta capacidade de domiciliacdo (Martins, 1968; Forattini, 1980; Dias, 1988).

Sendo a doenca de Chagas uma zoonose, sua erradicagdo torna-se utdpica. Sempre havera
o risco de domiciliagcao de vetores silvestres e da infeccao humana acidental (Silveira & Vinhaes,
1999). Devido ao grande nimero de reservatérios selvagens e domésticos, e conseqiiente
inviabilidade de seu esgotamento, aliado ainda a indisponibilidade de vacinas e drogas para
tratamento da fase cronica da doenca, a Unica possibilidade de combate a doenca, reside na
redugdo ou interrup¢do da transmissao vetorial, focada no controle de popula¢des domiciliadas
(Silveira, 2000).

Como exemplos cldssicos da expansdo da doenca de Chagas humana, determinada por
elementos histéricos e sociais, mencionam-se a dispersdao do 7. infestans a partir da invasdo
espanhola, do incremento das lavouras e do mercado do café, possibilitando a urbanizacdo desse
vetor na Bolivia e no Peru mediante intensa migracdo rural e sua dispersdo para as regioes
petroleiras da Argentina. Intensas modificagdes no ambiente geraram importantes deslocamentos
populacionais, ensejando a progressiva colonizacio e dispersdo de triatomineos nativos, levando
em consideracdo as mds condi¢des de habitacdo (Dias & Borges-Dias, 1979). De modo similar, a
domiciliacdo de Rhodnius prolixus Stal, 1859 na casa rural venezuelana e a dispersdo de T.
dimidiata Latreille, 1811 por lenha na América Central evidenciam questdes ecoldgicas ligadas a

fatores comportamentais e politico-sociais (Dias, 2007).



Além da transmissdo por meio do vetor, a segunda forma mais importante de transmissao
¢ a transfusional e estd presente também em paises onde a transmissdo pelo vetor € rara ou nao
existe, caso dos Estados Unidos e do Canadd, respectivamente. Nesses paises foram
documentados casos da doenca pela via transfusional envolvendo doadores de sangue que tinham
origem em paises endémicos para a tripanosomiase americana (Leiby et al., 2002).

Mediante mudangas importantes no sistema de producdo e intensa migracao, a doenga se
urbanizou em grande velocidade e individuos infectados se dispersaram para dareas nao endémicas
da América do Norte e Europa, levando-se riscos de transmissao transfusional (Dias & Borges-
Dias, 1979; Schmuiiis & Dias, 2000).

Estima-se que cerca de 70% dos “chagdsicos brasileiros” vivam no espaco urbano,
estando 50% desse grupo em fase latente da doenca, aumentando o risco de propagacdao em
bancos de doacdo de sangue que ndo realizam triagem (Moraes-Souza, 1999). No Brasil existem
seis milhdes de doadores de sangue por ano, dos quais se supdem que 7% tenham sorologia
positiva para Chagas, provavelmente sendo responsdveis por cerca de 20.000 pessoas que
contraem a doenca em conseqiiéncia de transfusdes sangiiineas, aproximadamente 10% da
incidéncia global anual estimada para o Brasil (Storino et al., 1993). Nas préximas décadas,
certamente o meio rural estara ainda mais esvaziado, diminuindo-se as densidades de individuos
suscetiveis nas zonas rurais (Dias, 2007).

Outra forma de contdgio é a transmissao congénita descrita em paises como a Argentina,
Brasil, Bolivia, Chile, Guatemala, Honduras, Paraguai, Uruguai e Venezuela, cuja incidéncia de
recém-nascidos infectados, filhos de mades com sorologia positiva, foi de 2-3% entre os anos de
1980-85 (Schmuiiis, 2000).

A contaminacgdo por via oral do 7. cruzi ¢ um meio de transmissao menos convencional
que as descritas anteriores. A transmissao ocorre de forma acidental por meio da ingestdo de
alimentos contaminados pelas fezes de vetores contendo as formas infectantes do protozoario. No
caso dos animais, esses podem se infectar ao lamberem a pele com fezes de triatomineos
contaminadas ou pela ingestdo de tais insetos infectados. Maes infectadas podem transmitir
formas evolutivas do parasito durante a amamentagdo, seja pelo préprio leite ou por meio de
escoriacdes ou inflamagdes do mamilo (Moreno & Carcavallo, 1999).

A prioridade ao combate da doenca de Chagas sempre foi renegada devido ao seu cardter

cronico e rural, acometendo populagdes carentes, sem condicdo de reivindicacdo de suas



necessidades. Sendo por compromisso social, estudos de custo-beneficio mostram a importancia
do combate a doenga (Silveira, 2000).

A doenga de Chagas produz perdas sociais importantes nas dreas endémicas, em termos
de mortalidade, absenteismo, incapacidade laboral e custos médico-sociais, nimeros esses
geralmente ignorados por politicos e governos, tanto em virtude da evolugdo cronica e pouca
visibilidade da doenca como, principalmente, pelo anonimato da populacdo exposta ou afetada
pela doenca (Dias & Coura, 1997).

Estudos tém demonstrado que a doenga de Chagas humana representa altos custos
financeiros nas dreas afetadas, sendo que os investimentos em sua preven¢do podem alcancar
excepcionais taxas de retorno econdmico e social (Akhavan, 2000). Nao obstante, frente a
realidade politica da globalizacdo, esse argumento tem se mostrado muito débil e pouco eficaz
quanto a priorizacdo dos programas de controle, devido principalmente a dois fatores: a) o
proprio “valor especifico” da populacdo infectada, que se mostra andnima e distante do mercado
formal de trabalho e ndo tem representatividade politica, e b) a pequena visibilidade dos efeitos
benéficos dos programas em curto prazo, pois a doenca tem evolucdo longa e geralmente
silenciosa (Schmuiiis & Dias, 2000).

No Brasil, os dados obtidos a partir de inquéritos de soro-prevaléncia na populacio e
inquéritos entomoldgicos, no ano de 1975, quando se delimitou uma area de risco de transmissao
domiciliar de 36% e uma taxa de prevaléncia de 4,2% na populacdo rural, estimularam a criacao
da Iniciativa Cone Sul em 1991, cujo principal objetivo dos paises participantes, Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai é o combate ao principal vetor, o Triatoma infestans,
além da reducdo do risco de transmissdo por transfusio sangiiinea (Dias et al., 2000; Vinhaes &
Dias, 2000).

O sucesso da Iniciativa Cone Sul foi constatado pela reducio da drea de distribui¢ao do
principal vetor, o Triatoma infestans, e pelo declinio nas taxas de infeccao de criangas nascidas
desde o inicio do programa (Schmuiiis, 2000; Silveira &Vinhaes, 1999). Os progressos
alcancados incluem o certificado de interrup¢ao da transmissao vetorial e transfusional da doenca
de Chagas no Uruguai, Chile e em sete estados, antes endémicos, do Brasil (Dias et al., 2002a). O
sucesso do Cone Sul estimulou outras iniciativas na América Central e na regidao do Pacto
Andino, possibilitando notdveis avancos ns interrup¢do da transmissdo na Venezuela (WHO,

1999).



Estima-se que, nos proximos 10 anos, haja um retorno de U$45 délares para cada ddlar
investido no combate a transmissdo da doenca de Chagas nos paises participantes da Iniciativa
Cone Sul. No Brasil, para cada délar investido em prevengdo, sdo salvos U$ 17,50 em custo
médico (Moncayo, 1999).

O Word Bank, em 1993, calculou uma perda anual de 2.740.000 individuos que deixaram
de exercer suas fun¢des habituais, por mortalidade ou incapacidade devido a doenga de Chagas,
somando um prejuizo anual de US$ 6,5 bilhdes na economia dos paises da América Latina
(Schofield & Dias, 1999).

O aquecimento global do planeta e seus possiveis impactos preocupam pesquisadores de
diversas dreas. Os impactos das mudancgas climdticas sobre a saidde humana tém sido muito
discutidos. Com referéncia a doenga de Chagas, as provaveis alteragdes na biologia dos insetos
vetores seriam modificagdes na distribuicdo geografica das espécies, alteracdes no mecanismo de
dispersdo pelo vdo, aumento do nimero de repastos e da probabilidade de infec¢do/transmissao,

aceleracdo do ciclo bioldgico e crescimento populacional (Dias et al., 2002).

1.2 Triatominae, os vetores

Os triatomineos sdo insetos classificados na ordem Hemiptera, familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae (Lent & Wygodzinsky, 1979), cuja primeira espécie descrita da
subfamilia Triatominae € conhecida atualmente como Triatoma rubrofasciata De Geer, 1773
(Lent & Wygodzinsky, 1979). Compreende uma subfamilia de grande interesse médico e
ecolodgico, caracterizada pela hematofagia obrigatdria, compartilhada apenas pelos Cimicidae
Latreille, 1804, Polyctenidae Westwood, 1874 e alguns Lygaeidae Schilling, 1829 (Schaefer,
2003).

As espécies de Triatominae podem ser encontradas em ecOtopos silvestres como
ambientes rochosos, palmeiras, troncos de arvores, ninhos de pdssaros, nesses ambientes animais
como o0s marsupiais, canideos, felideos, roedores, entre outros funcionam como fontes
alimentares e mantendo o ciclo silvestre do protozodrio 7. cruzi. No peridomicilio os triatomineos
podem colonizar ambientes como os galinheiros, currais, chiqueiros, utilizando como fonte
alimentar animais domésticos e silvestres que se aproximam das moradias (roedores e

marsupiais). Os triatomineos também podem ser encontrados no interior das moradias humanas



por insetos com forte tendéncia a domiciliacdo, tendo o homem e os mamiferos domésticos como
fontes alimentares (Moreno & Carcavallo, 1999).

Sao predominantes em regides tropicais e neotropicais, desde o paralelo 41°N (Estados
Unidos) até o paralelo 46°S (Patagonia). Algumas espécies estdo distribuidas pelos outros
continentes, como é o caso das espécies do gé€nero Linshcosteus Distant, 1904 que sdo
encontradas na India, e da espécie Triatoma rubrofasciata que apresenta distribui¢do cosmopolita
(Dias, 2000; Galvao et al., 2003).

O numero de espécies e géneros de Triatominae tem mudado em funcdo de revisdes e dos
novos enfoques e ferramentas com os quais os estudos sdo realizados. Atualmente sdo admitidas
140 espécies da subfamilia Triatominae que sdo agrupadas em 18 géneros e seis tribos. Duas
dessas tribos apresentam os géneros mais importantes: Rhodniini Pinto, 1926 (géneros Rhodnius
Stal, 1859 e Psammolestes Bergroth, 1911) e Triatomini Jeannel, 1919 (géneros Triatoma
Laporte, 1832, Panstrongylus Berg, 1879, Eratyrus Stal, 1859, Dipetalogaster Usinger, 1939,
Hermanlentia Jurberg & Galvao, 1997, Meccus Stal, 1859, Mepraia Mazza, Gajardo & Jorg,
1940 e Paratriatoma Barber, 1938). As outras quatro tribos (Alberproseniini Martinez &
Carcavallo, 1977, Carvenicolini Usinger, 1944, Linshcosteini Carcavallo, Jurberg, Lent, Noireau
& Galvao, 2000 e Bolboderini Usinger, 1944) tém menor importancia epidemioldgica e algumas
ndo apresentam espécies domiciliadas. O género Triatoma € o mais representativo da subfamilia
com 69 espécies descritas, as quais estdo agrupadas em nove complexos de acordo com
caracteristicas morfoldgicas e biogeograficas (Schofield, 2000; Galvao et al., 2003; Forero et al.,
2004; Costa et al., 2006; Galvao & Angulo, 2006; Costa & Felix, 2007; Sandoval et al., 2007).

A plasticidade fenotipica dos Triatominae nos da a impressdo de uma freqiiente resposta
adaptativa a novos habitats (Dujardin et al., 2000), fato esse observado pelo grande nimero de
haplétipos e subespécies encontradas para a subfamilia.

Considerando-se as trés linhas de evolucdo dos insetos, Holometabola, Polyneoptera e
Paraneoptera, os hemipteros descendem do ultimo, com fésseis encontrados desde o inicio do
Permiano ha aproximadamente 250 milhdes de anos. Aparentemente os ancestrais eram insetos
sugadores de seiva (Terra, 1988). Outros pesquisadores sustentam a hipdtese de que os
triatomineos tenham evoluido a partir de ancestrais predadores, porém essa questdo da
ancestralidade dos triatomineos € dificultada pela auséncia de registro fossil (Lukashevich &

Mostovski, 2003).



De acordo com a origem da subfamilia Triatominae muito se tem discutido a respeito da
ancestralidade. A hipdtese do monofiletismo € sustentada para a subfamilia levando em
consideragdo caracteres apomorficos, surgidos apenas uma vez dentro da familia Reduviidae
Latreille, 1807, que sao o rostro reto e fino apoiado na gula, cujo terceiro segmento pode fletir
para cima durante a alimentacdo; antenas inseridas lateralmente e sempre filiformes e auséncia de
glandulas abdominais dorsais. Em relacdo aos que apdiam a origem polifilética para a subfamilia
sustenta a hipdtese do comportamento e dos hdbitos alimentares de certos triatomineos e suas
relacdes estreitas com determinados hospedeiros vertebrados, indicando origem independente
para o grupo (Carcavallo et al., 1999).

As espécies de Triatominae foram tradicionalmente descritas e tém sido identificadas por
meio de chaves entomoldgicas, sendo classificadas principalmente com base em critérios
morfolégicos, levando em consideragdo a cor do conexivo, a forma, as dimensdes do
exoesqueleto e a genitdlia do macho (Lent & Wygodzinsky, 1979).

Devido a grande biodiversidade encontrada para a subfamilia Triatominae e as
semelhangas morfolégicas que as espécies apresentam entre elas, as torna um grupo de dificil
classificac@o apresentando algumas espécies com o status taxondmico questionado (Garcia et al.,
1998).

Outras metodologias sdo capazes de auxiliar na identificacdo e classificagcdo dos
triatomineos como morfometria, citogenética, retrocruzamentos e técnicas de biologia molecular
(Monteiro et al., 2001), esta ultima fornecendo informacdes importantes sobre as relagdes
filogenéticas, uma vez que seqii€éncias de aminodcidos e de nucleotideos apresentam um nimero
muito elevado de caracteres, muito utilizados para determinar padrdes de ramificacdo na filogenia
(Futuyma, 1992).

O conhecimento do relacionamento e histéria evolutiva de diferentes espécies de
Triatominae é de consideravel importancia, principalmente no que diz respeito a distribui¢ao

geografica, epidemiologia e controle dos vetores.



1.3 Sistematica e marcadores moleculares

O impacto mais imediato de A Origem das Espécies foi fornecer uma estrutura conceitual
para o estudo da morfologia comparada, embriologia descritiva, paleontologia e biogeografia,
porque as “relagdes” entre organismos passaram a ser, entdo, compreendidas como significando
ancestralidade comum ao invés de afinidades no esquema da criacdo. Recentemente, os dados da
sistemdtica foram enriquecidos pela biologia molecular, podendo nio somente comparar os
fendtipos dos organismos, mas também as seqiiéncias de seu DNA (Futuyma, 1992).

Com o intuito de auxiliar na pesquisa sobre a filogenia dos Triatominae, algumas técnicas
moleculares, como o0 RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) (Garcia et al., 1998;
Pacheco et al., 2003), seqiienciamento de genes nucleares (Monteiro et al., 2000; Bargues et al.,
2002; Marcilla et al., 2002) e mitocondriais (Garcia & Powell, 1998; Lyman et al., 1999;
Monteiro et al., 2000; 2004; Hypsa et al., 2002; Sainz et al., 2004) e RFLP (“Restriction
Fragment Length Polymorphism™) (Justino, 2004), t€ém sido aplicadas.

Andlises moleculares t€ém revolucionado a ciéncias bioldgicas, principalmente pela sua
ampla aplicacdo dentro de diversas dreas da pesquisa cientifica. A correta identificacdo das
entidades bioldgicas e suas possiveis relagdes filogenéticas e evolutivas possibilitam estudos de
epidemiologia, comportamento, fisiologia, interven¢des de controle € monitoramento de vetores
entre outros (Abad-Franch & Monteiro, 2005).

Seqiienciamento de fragmentos de genes selecionados permite a avaliagdo direta de
polimorfismos do DNA, fornecendo informacgdes valiosas para inferéncia filogenética e avaliacao
de parentesco entre organismos e populacdes. Diferentes segmentos do genoma nuclear e
mitocondrial evoluem em taxas diferentes. Regides que apresentem uma taxa de evolu¢do mais
rapida sdo apropriadas para estudo de organismos estritamente relacionados, ao passo que regioes
mais conservadas sao mais apropriadas para comparagdo entre tdxons mais divergentes (Abad-
Franch & Monteiro, 2005).

O seqiienciamento de DNA mitocondrial e nuclear é muito utilizado, pois proporciona
uma maior fidelidade, uma vez que a evolucdo ocorre nas moléculas fornecendo uma grande
quantidade de dados. Como conseqiiéncia dessa nova técnica de biologia molecular, muitos

projetos genoma ja foram concluidos e outros se encontram em andamento. Atualmente sao 297



genomas completamente seqiienciados, dos quais 235 sdo de bactérias, 23 sido de arqueabactérias
e 39 sdo de eucaridtos (Liolios et al., 20006).

O marcador molecular € um método que mede o tempo de divergéncia das diferencas
nucleotidicas entre duas seqii€ncias. Para isso supde-se que a substitui¢do nucleotidica numa
determinada seqiiéncia ocorra a uma taxa constante (Bargues et al., 2000).

O DNA nio codificador apresenta taxas de evolucao superiores ao DNA que codifica para
proteinas. Outra caracteristica do DNA ndo codificador € a ocorréncia de indels com maior
freqii€ncia. A taxa de substitui¢do de um gene é um bom indicativo de sua importancia funcional
e a comparacdo das taxas entre diferentes genes fornece informagdes valiosas sobre fatores
histéricos e demograficos (Muse, 2000).

Fragmentos de genes nucleares sao geralmente mais conservados que genes
mitocondriais. Por essa razao eles sdo ferramentas importantes para se analisar diversidade e
relagcdes filogenéticas em nivel especifico. DNA ribossomal tal como o espagador interno
transcrito (ITS) pode ser informativo para anédlise populacional (Hillis ef al., 1996).

O DNA ribossomal é uma regido muito conservada e estd presente em todos os
organismos. Seus genes codificam o RNA ribossomal, que combinados com proteinas
ribossomais formam os ribossomos, estruturas necessdrias para a sintese de proteinas (Hillis &
Dixon, 1991).

Os genes ribossomais estdo agrupados como unidades em tandem que nos insetos
apresentam de 100 a 1000 cépias por genoma (Coleman, 2003). Esses multigenes, com potencial
para variacOes entre as repeticdes, podem ser usados para estudos filogenéticos. Um processo
chamado evolugdo ajustada torna rapidamente homogénea as multiplas cdpias resultando em
minima variacdo intragendmica, podendo o multigene ser considerado e tratado como um simples
gene (Bargues et al., 2000; Coleman, 2003).

A evolucado sincronizada do DNA ribossomal dentro das espécies resultou no uso dos
espacadores internos ndo sO para reconstrucdes filogenéticas, mas também como marcador
molecular para a diferenciacdo das espécies, incluindo espécies cripticas e proximas (Marcilla et
al., 2002).

Cada unidade do DNA ribossomal consiste de regides conservadas transcritas, nas quais
estdo os genes para as subunidades 18S, 5,8S e 28S do ribossomo, dois espacadores internos

transcritos, ITS-1 e ITS-2 (“Internal Transcript Spacers”), dois espacadores externos transcritos,
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5" ETS e 3° ETS (“External Transcript Spacers”) ou espaco intergénico (IGS) separadas por um
espacador ndo transcrito (Hillis & Dixon, 1991; Paskewitz et al., 1993) (Figura 1).

[ . — _ — T — T — T ] DNAr

| 5’ ETS | 18s ssu) [1rs-1]5,8s|115-2] 28S (LSU) 3 ETS |

Figura 1: Diagrama ilustrando a organiza¢do do DNA ribossomal (rDNA) no genoma eucariético
tipico (retangulos cinzas) e seu RNA primdrio transcrito. Abreviacdes: ETS, espacador externo
transcrito; SSU, subunidade menor do gene do RNA ribossomal; LSU, subunidade maior do gene
do RNA ribossomal. ITS, espacador interno transcrito. Adaptado de Coleman, 2003.

A regido ITS possui uma taxa de substitui¢do nucleotidica mais rdpida que a da regidao
18S, tendo, portanto, uma evolucdo mais rdpida. A taxa de evolucgdo lenta da regido 18S permite
que relagdes muito antigas (com aproximadamente 100 milhdes de anos) sejam estudadas, ja a
regido ITS-2 permite estudos de relagcdes mais recentes (de 50 milhdes de anos). Por possuir sub-
regides mais conservadas, o ITS-2 é preferencialmente escolhido para estudos de filogenia e
como marcador molecular (Bargues et al., 2000; Coleman, 2003).

As mitocondrias, assim como os cloroplastos, sdo organelas proprias de células
eucaridticas, e que teriam surgido a partir de eventos de endossimbiose (simbiogénese) entre uma
célula hospedeira e células procaridticas. As evidéncias que sustentam tal teoria sdo que: a) as
proteinas presentes nas organelas sao mais semelhantes aos procariéticos do que aos eucarioticos;
b) as organelas possuem genoma préprio, com organizacao semelhante ao genoma procariotico;
c) os RNAs sdao mais semelhantes aos de procaridticos; d) as organelas sdo semi-independentes,
com capacidade de replicacdo; e €) membrana dupla ao redor das organelas (Oliveira & Menck,
2001).

DNA mitocondrial (mtDNA) corresponde a um genoma relativamente simples, de
heran¢a materna (sem recombinagdo) e que apresenta taxa de evolucdo dez vezes mais rapida que
as substitui¢des do DNA nuclear, tornando-o uma ferramenta valiosa em estudos de genética
populacional, evolu¢do molecular e relacdes filogenéticas. Os erros de replicacdo e as altas

concentracdes de compostos de oxigénio, capazes de danificar o DNA, aliados a um sistema de
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reparo ineficiente, parecem ser os responsaveis pelo acimulo de mutagdes no DNAmt (Avise et
al., 1987).

O genoma mitocondrial completo foi seqiienciado em algumas espécies de Diptera
como Anopheles gambiae Giles, 1926 (Beard et al., 1993), A. funestus Giles, 1900 (Krzywinski
et al., 2006), Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Lewis et al., 1995) e D. yakuba Burla,
1954 (Clary & Wolstenholme, 1985), em duas espécies de Coleoptera como Pyrocoelia rufa
Olivier, 1886 (Bae et al., 2004) e Crioceris duodecimpunctata Linnaeus, 1758 (Stewart &
Beckenbach, 2003), em uma espécie de Hymenoptera, Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Crozier &
Crozier, 1993), em uma espécie de Lepidoptera, Bombyx mandariana Moore, 1872 (Yukuhiro et

al., 2002) e uma espécie de Hemiptera, Triatoma dimidiata (Dotson & Beard, 2001) (figura 2).

HSP

Figura 2. Ilustragao de um DNA mitocondrial tipico de um eucarioto mostrando os genes que 0s
compdem e as respectivas posicoes.

Nos metazodrios, o DNA mitocondrial contém dois genes que codificam para RNA
ribossomal, 22 para RNA transportador e 13 para RNA mensageiro, que sdo responsdveis na
sintese de proteinas diretamente envolvidas na cadeia da respiracdo celular (Dotson & Beard,
2001).

Entre os principais genes seqiienciados do DNA mitocondrial estdo o citocromo b, as

subunidades I, II e III do citocromo oxidase, a grande subunidade ribossomal (16S) e a pequena
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subunidade ribossomal (12S). Muitas dessas seqii€ncias estdo disponiveis em bancos de dados,
como o GenBank.

Diferentes fragmentos de genes mitocondriais que codificam para citocromo-oxidase I
(Garcia & Powell, 1998), citocromo b e grande subunidade ribossomal (Lyman et al., 1999;
Monteiro et al., 2000) foram seqiienciados e mostraram-se dteis em estudos filogenéticos de

alguns membros de Triatominae.

1.4 Triatoma sherlocki

“Triatomineos silvestres” foram coletados em Santo Inicio, Bahia no dia 23 de Agosto de
1975 e mantidos em col6nia iniciada em quatro de setembro do mesmo ano no Laboratério de
Triatomineos e Culicideos da Faculdade de Saidde Publica da Universidade de Sdo Paulo (USP)
(Cerqueira, 1982).

Na época de sua coleta, tais “triatomineos silvestres” foram encontrados em ec6topos
naturais a cerca de 250 metros de distancia da drea urbana de Santo Indcio. O local da captura é
rochoso, desprovido de vegetagdo, situada a uma altitude de 473m e habitada por lacertideos e
roedores silvestres, alguns infectados por Trypanosoma cruzi, o mesmo acontecendo entre os
triatomineos (Cerqueira, 1982).

O Estado da Bahia, assim como todo o Nordeste brasileiro € drea de distribui¢io
geografica da espécie T. brasiliensis, que assemelha-se ao “triatomineos silvestre” em alguns
aspectos morfoldgicos (Galvao et al., 2003).

Como resultado do trabalho de Cerqueira (1982), que realizou intercruzamento desse
“triatomineo silvestre” com T. brasiliensis, T. lenti Sherlocki & Serafim, 1967 e T. infestans,
cruzamentos de hibridos e retrocruzamentos, ele chegou a conclusdo de que se tratava de uma
subespécie de T. brasiliensis, denominado de 7. brasiliensis santinacensis, levando em
consideracdo que a espécie T. brasiliensis, além de ocorrer em Santo Inicio, Bahia, apresenta
formas cromaticas intermedidrias.

Em 2002, esses “triatomineos silvestres” foram levados ao Laboratério Nacional e
Internacional de Referéncia em Taxonomia de Triatomineos — Funda¢do Osvaldo Cruz
(FIOCRUZ), onde foi realizada andlise morfolégica comparativa das estruturas falicas, do

escutelo, do pronoto, do conexivo e das asas anteriores e posteriores com 7. lenti Sherlock &
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Serafim, 1967, tendo sido classificados como uma nova espécie denominada 7. sherlocki Papa,
Jurberg, Carcavallo, Cerqueira & Barata, 2002 (Papa et al., 2002).

T. sherlocki € uma espécie recentemente descrita proveniente de Santo Inécio, Bahia. Essa
espécie apresenta caracteristicas peculiares como os hemiélitros reduzidos e anéis de cor laranja
avermelhado nos fémures e manchas no conexivo, caracteristicas essas que podiam situd-lo
proximo a espécie T. lenti, diferindo dessa pelas caracteristicas do pronoto, escutelo e cabeca
(Papa et al., 2002).

Pelo fato de 7. sherlocki estar mais proximamente relacionado com 7. brasiliensis e T.
lenti, baseado em caracteristicas morfoldgicas, e que essas duas espécies ainda necessitam de
mais estudos para poder se tomar uma decisdo quanto ao complexo ao qual estdo inseridas
(Carcavallo et al., 2000), estudos visando a caracterizacdo morfométrica e molecular de T.

sherlocki, estardo contribuindo para estudos filogenéticos dos Triatominae.

1.5 Triatoma brasiliensis

T. brasiliensis € o vetor mais importante da doenca de Chagas no Nordeste brasileiro,
distribuidos pelos Estados do Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Bahia, Goids, Minas Gerais, Maranhdo e Sergipe. E uma espécie muito bem adaptada as altas
temperaturas e ao clima seco da regido apresentando variacdes cromadticas (Forattini, 1980;
Galvao et al., 2003).

Essa variacdo cromdtica induziu no passado a descricdo de duas subespécies: T.
brasiliensis melanica Neiva & Lent, 1941 e T. brasiliensis macromelasoma Galvio, 1956. Lent
& Wygodzinsky (1979) consideram essas variagdes como 7. brasiliensis, alegando que formas
intermedidrias sdo freqiientes no ambiente natural.

Estudos conduzidos para esclarecer esses diferentes padrdes cromédticos foram realizados
levando-se em consideragao morfologia (Costa, 1997), biologia (Costa & Marchon-Silva, 1998),
ecologia (Costa et al., 1998; 2002) e sequenciamento de DNA mitocondrial (Monteiro et al.,
2004), sugerindo quatro formas distintas (brasilienis, juazeirensis, macromelasoma e melanica)
como entidades taxondmicas, constituindo o complexo de espécies T. brasiliensis.

Recentemente duas formas cromadticas de 7. brasiliensis foram consideradas espécies,

Triatoma juazeirensis Costa & Felix, 2007, que foi distinguido das outras espécies do complexo

14



T. brasiliensis pela coloragdo escura do pronoto e pelo fémur completamente escuro, e Triatoma
melanica Costa, Argolo & Felix, 2006.

Frequentemente 7. brasiliensis pode invadir ambientes domésticos assumindo importante
papel na transmissdao do 7. cruzi, uma vez que estdo associados com uma grande variedade de
vertebrados dos quais muitos freqiientam o peridomicilio, como € o caso de alguns roedores, aves

e marsupiais (Vitta et al., 2007).
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II. OBJETIVOS

Clonar e sequenciar genes nucleares e mitocondriais de 7. sherlocki e T. brasiliensis;
Inferir as relagdes filogenéticas entre 7. sherlocki e T. brasiliensis com espécies da

subfamilia Triatominae, cujas seqii€éncias estejam disponiveis em bancos de dados de dominio

publico.
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III. MATERIAIS E METODOS

III.1 Insetos

Os exemplares de T. sherlocki utilizados foram obtidos de colonia mantida no insetario de
Triatominae da disciplina de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP/Araraquara. A coldnia teve inicio a partir da coleta realizada em julho de 2003 no distrito
de Santo Indcio, municipio de Gentio do Ouro, localizado na Chapada Diamantina, regido
Centro-Nordeste do Estado da Bahia (11°06° 55°° S € 42°46° 30" W).

Os insetos foram coletados pelo Professor Dr. Jodo Aristeu da Rosa da disciplina de
Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara/UNESP, que contou com o
auxilio e apoio da Secretaria de Saude do referido Estado. A coleta foi realizada em ambiente
silvestre e os insetos foram encontrados sob pedras. Desde entdo a coldnia é mantida com
alimentacdo semanal utilizando-se camundongos albinos.

Os exemplares de T. brasiliensis utilizados foram obtidos da coldnia de c6digo CTA 076
oriunda do Estado do Piaui, que € mantida no Insetdrio de Triatominae da Faculdade de Saude
Puablica/USP, localizado no Servigo Especial de Satide de Araraquara (SESA) desde 1984. Tais
triatomineos s@o mantidos com alimentagao em patos.

T. melanica é proveniente de uma coldnia do Laboratério da Colecdo Entomoldgica do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC), mantidas desde 2004 com alimentacdo em camundongos normais.
Foram coletados pela Pesquisadora Dra. Jane Costa, da referida instituicao, em Espinosa, Norte
de Minas Gerais, em ambiente silvestre e pedregoso.

Por meio das andlises morfoldgicas 7. sherlocki assemelha-se em muitos aspectos com a
espécie T. lenti que inicialmente se havia o interesse em se trabalhar com essa espécie também.
Porém, a indisponibilidade de colonias de 7. lenti em outras instituicdes de pesquisas € a
dificuldade de se encontrar essa espécie em seu ambiente natural impediu que essa anélise fosse

realizada.
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II1.2 Tampoes e solugoes

e GET
50mM Glicose, 10mM EDTA pH 8,0, 25mM Tris-HCI pH 8,0
e LB
triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%
e “Save Money”
50mM MgCl,, 1M Tris-HCI, pH 9,0
e SOB
triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 10mM, KCI 2,5Mm, MgCl, 10mM, MgSO4
7H,0 10mM
e  “Solugdo de lise” (preparada na hora do uso)
0,2N NaOH, 1,0% SDS
e TAE 50X
Tris-base 2M, Acido Acético Glacial 5,71% e EDTA 50mM
e Tampao de lise
10mM Tris-HCI, pH 8,0, 100mM EDTA, 100mM NaCl, 1% SDS
e TE
10mM Tris-HCI, pH 7,6, ImM EDTA

I11.3 Extracao do DNA genomico

O DNA gendmico (DNAg) dos triatomineos foi extraido segundo o protocolo descrito por
Sambrook et al. (1989). O tecido de escolha para a extracdo foi o da musculatura da perna, por
ser esse livre de microrganismos contaminantes e simbiontes. O DNAg foi extraido de um
organismo adulto, ou ninfa de 5° estddio, de cada espécie onde foram excisadas as seis pernas de
cada exemplar com auxilio de instrumentos cirdrgicos previamente esterilizados. Para evitar
contaminac¢do das pernas, tomou-se o cuidado de higieniza-las previamente com hipoclorito de

sodio.
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As pernas foram trituradas em tubos eppendorfs adicionado de 400uL de tampao de lise
contendo 500ug/mL de proteinase K. Esse produto lisado e homogeneizado foi incubado a 55°C
por 4 horas, sendo misturado a cada 15 — 30 minutos em shaker e retornado ao banho.

Apoés a lise das estruturas do exoesqueleto e das membranas celulares, a extracdo do
DNAg seguiu-se com a adicdo de igual volume de fenol, que foi misturado e centrifugado a
12.000g por 3 minutos a 4°C. Transferiu-se o sobrenadante para novo tubo eppendorf, seguindo-
se de duas novas extragdes com 200ul de fenol + 200ul cloroférmio/isoamilico (24/1) e 400ul de
cloroférmio/alcool isoamilico (24/1), respectivamente, nas mesmas condi¢des de centrifugacao
descrita anteriormente; em cada passo transferindo o sobrenadante para novo tubo eppendorf. A
fase aquosa separada apoés a tultima centrifugacdo foi precipitada com 1/10 do volume de 4M de
acetato de amoOnio e 2,5 volumes de etanol 100% gelado, sendo formado o pellet apds
centrifugacao a 13.000g por 10 minutos a 4°C, seguida de remocao cuidadosa do sobrenadante. O
pellet formado foi lavado com ImL de etanol 70% e centrifugado nas mesmas condi¢des
descritas acima, com remog¢ao cuidadosa do sobrenadante. O DNA precipitado foi seco a vicuo e
em seguida dissolvido em 70uL de tampao TE e armazenado em geladeira a 4°C.

A integridade do DNAg foi avaliada por emio de eletroforese em gel de agarose 0,8%
(SuL de DNA + 4,0uL de dgua Milli Q + 1,0pL. Dye Front 6X) corado com brometo de etideo. O

DNA foi diluido de forma que ficasse numa concentracao dentro do intervalo de 100 — 400ng/pL.

II1.4 Amplificacao de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction)

A reacdo em cadeia da polimerase usa dois oligonucleotideos como iniciadores para
sintese de seqii€éncias especificas de DNA. Um iniciador “forward” anela-se a fita positiva do
DNA enquanto um iniciador “reverse” liga-se a fita negativa. A regido flanqueada sofre um
aumento exponencial do nimero de cdpias através da repeticdo de ciclos de polimerizacdo e
desnaturacdo (Bangham, 1991).

As reagdes de PCR foram realizadas em um termociclador PTC - 100™ Programmable
Thermal Controller. A reacdo foi realizada em um volume final de 50uL e utilizou-se dos
seguintes componentes: ~100ng de DNAg (molde), 100uM de dNTP (dATP, dGTP, dTTP,
dCTP), 10 picomoles de cada iniciador, 2mM de cloreto de magnésio, 1U de enzima Taq

polimerase em tampao 10X. As reacdes foram ajustadas para SOuL. com dgua Milli Q estéril.
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As condi¢des da PCR variaram de acordo com o gene. Para a amplificacdo dos genes
mitocondriais foram necesdrias as seguintes condi¢des: um ciclo inicial a 94°C por 5 minutos,
seguidos por 40 ciclos compreendendo desnaturagdo (94°C, 45 segundos), anelamento (50°C, 45
segundos) e extensdao (72°C, 1 minuto) finalizando com um ciclo a 72°C por 7 minutos. As
condi¢Oes para a amplificacdo do gene da grande subunidade ribossomal (28S) diferiu das dos
genes mitocondriais na temperatura de anelamento, ocorrendo a 53°C. J4 para a amplificacdo do
gene do Espacador Interno Transcrito 2 (ITS-2), esse ocorreu a uma temperatura de anelamento
de 56°C por 2 minutos, o mesmo tempo da etapa de desnaturacdo, demais condi¢des mantiveram-
se as mesmas.

Para confirmar que a amplificagc@o ocorrida ndo se tratava de DNA exdgeno, outra reacao
de PCR, composta por todos os componentes menos o DNA molde, foram executadas (controles
negativos de amplificagdo).

Apés a padronizacdo de amplificacdo de determinado gene, uma segunda PCR foi
realizada utilizando a enzima “Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity” (Invitrogen), que,
durante a polimeriza¢do, possui um mecanismo de reparo, minimizando dessa forma a adicao de
bases nucleotidicas erradas. A amplificacdo dos genes com a nova Taq foi realizada de acordo
com as condigdes previamente padronizadas para cada fragmento e com os mesmos
componentes, tomando-se o cuidado nas concentracdes requeridas para essa nova amplificacdo.

A confirmacdo da amplificagdo de determinado gene foi feita por meio de eletroforese
em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. Foram aplicados para essa confirmacao
9uL de amostra e 1pul. de Dye Front 6X, além de um Peso Molecular para referéncia do tamanho

do fragmento que foi amplificado.

II1.5 Iniciadores

Os iniciadores utilizados nas amplificacdes dos fragmentos correspondentes ao gene que
codifica para o citocromo b (cytb) e a grande subunidade ribossomal (/6S) foram aqueles
utilizados por Lyman et al. (1999).

Para o fragmento mitocondrial do citocromo b:

Forward: 5° — GGA CAA ATA TCA TTT TGA GGA GCAACAG-3

Reverse: 5° — ATT ACT CCT CCT AGC TTA TTA GGA ATT G -3’
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Para o fragmento mitocondrial da grande subunidade ribosomal (/6S5):

Forward: 5° — CRC CTG TTT AAC AAA AAC AT-3’

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

Os iniciadores utilizados na amplificacdo do gene da grande subunidade ribossomal D2
(28S) foram utilizados por Porter & Collins (1996):

Forward: 5° - GCG AGT CGT GTT GCT TGA TAG TGC AG -3’

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

Para amplificacdo da regido do Espacador Interno Transcrito 2 (/7S-2) foram utilizados os
oligonucleotideos descritos por Porter & Collins (1991):

CP16: 5" — GCG GGT ACC ATG CTT AAATTT AGG GGG TA -3’

CP17: 5" — GCG CCG CGG TGT GAA CTG CAG GACACATG -3

Outros primers para a amplificacdo do Espagador Interno Transcrito 2 (I7S-2) também
foram testados , aqules utilizados por Almeyda-Aritgas et al. (2000):

Forward: 5° - GTG TCG ATG AAG AACGCAG-3%

Reverse: 5° — TCT ATG CTT AAA TTC AGG GG -3’

Bachellerie & Liang (1993):

Forward A: 5 — GTG AAC CTG CGG AAGGATCA -3

Reverse B1: 5° — ATC CTG GTT AGT TTC TTTTCCT -3’

Forward C: 5° - GTC GAT GAA GAA CGC AG -3

Os iniciadores utilizados para seqiienciamento foram:

M13 Forward: 5 — TGT AAA ACG ACG GCC -3’

M13 Reverse: 5 — CAG GAAACA GCT ATG ACC-3’

Os primers utilizados para as amplificagcdes dos genes foram ressuspensos em volume
adequado com dgua Milli Q estéril de tal forma que a concentragao final fosse de 10,0 picomoles.
Em relacdo aos iniciadores utilizados para o seqiienciamento, a concentracio final foi de 1,6

picomoles.
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II1.6 Eletroforese convencional

A separacgao eletroforética do DNA foi feita em gel de agarose, corado com brometo de
etideo (0,5uL para cada 25mL de gel). A velocidade de corrida ocorreu a 100V por 25 minutos
em tampao TAE 1X. A preparacdo do gel, condi¢des de corrida e coloracdo do DNA seguem a
metodologia descrita por Sambrook et al. (1989).

Géis de diferentes concentragdes foram confecionados dependendo do tamanho do
produto a ser submetido a eletroforese. As concentragdes variaram de 1,5% para produtos de
PCR, 1% para produto de miniprep e 0,8% para DNAg.

Apés a corrida, visualizou-se o gel em um transiluminador de luz UV Fisher
Scientific™ e a obtencdo da imagem foi feita utilizando o programa Multi Analyst em aparelho

STM

Fluor- Multilmager da Bio-Rad.

II1.7 Purificacao dos fragmentos amplificados

Os fragmentos amplificados com a “Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity”
(Invitrogen) foram purificados utilizando “GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit”
(Amersham Pharmacia Biotech Inc.) para em seguida serem clonados. A purificagdo ocorreu com
todo o produto amplificado com a “Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity”.

Colocou-se a coluna GFX dentro do tubo coletor e adicionou-se S00uL. de Capture Buffer
e transferindo em seguida toda a solucao de DNA amplificada, homogeneizando cuidadosamente.
Cada amostra foi centrifugada a 14.000rpm por 30 segundos. Descartou-se o fluxo que passou e a
coluna GFX foi colocada novamente no tubo coletor adicionando-se 500ulL de Wash Buffer
centrifugando nas mesmas condi¢des descritas acima. Apds a centrifugacdo, descartou-se o tubo
coletor e a coluna GFX foi transferida para um novo tubo eppendorf de 1,5mL. Adicionou-se
S50uL de tampdao TE (ou 4gua Milli Q estéril) e incubou-se a amostra por um minuto a
temperatura ambiente. Centrifugou-se novamente a 14.000rpm por um minuto e o fluxo que
passou contém seu DNA purificado.

A purificagdo do produto amplificado foi confirmada em eletroforese de gel de agarose

1,5%.
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I11.8 Reacio de ligacio e clonagem em vetor comercial

Os produtos de PCR foram ligados no vetor pGEM®-T Easy (Promega). A quantidade de

DNA utilizada na ligacdo é calculada de acordo com a férmula abaixo:

ng do vetor X tamanho do inserto (Kb)

X razao do insert
molar = ngdo inserto

tamanho do vetor (Kb)

A ligacgao foi realizada utilizando SuLL de tampao, 0,5ul do vetor, 1uLL de T4 DNA ligase
e o inserto, que depende de sua concentracdo. A reagdo foi feita para um volume final de 10uL,
completando com dgua Milli Q estéril.

A razdo molar utilizada foi 10: 1 (inserto/vetor). A reacdo de ligacdo foi incubada

“overnight” a 4°C.

I11.9 Preparacio de bactérias ultracompetentes

Bactérias ultracompetentes foram preparadas a partir da inoculagdo de uma colonia de
Escherichia coli da linhagem DHS5o em tubo de cultura contendo SmL de meio LB. Esse indculo
foi posteriormente incubado “overnight” (12 a 16 horas) em shaker a 180rpm a 37°C.

O inoculo, enfim, foi diluido em 50mL de meio SOB pré-aquecido, em erlenmeyer e
incubado em shaker a 180rpm a 37°C até que as bactérias atingissem uma ODgoonm = 0,6. Apds
atingir a OD necessdria a cultura contendo as bactérias no meio SOB foi mantida em gelo por 10
minutos para cessar o crescimento das mesmas. O meio foi transferido para um frasco falcon
estéril de SOmL e submetido a centrifugacdo a 2.500g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e, utilizando-se uma pipeta estéril, as células foram suspensas cuidadosamente em
16mL de TB, resfriado em gelo. As bactérias suspensas foram mantidas no gelo por 10 minutos.
Em seguida centrifugadas nas mesmas condi¢Oes descritas acima e novamente o sobrenadante foi
descartado sendo as bactérias suspensas em 4mL de TB, resfriado em gelo, contendo 0,3mL de

DMSO, mantendo as mesma no gelo por 10 minutos. Em seguida, as bactérias foram aliquotadas
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em eppendorfs contendo de 100 a 200uL da solucdo e congeladas em nitrogénio liquido antes de

armazena-las no freezer a -80°C (Sambrook et al., 1989).

II1.10 Reacao de transformacao

Para a reacdo de transformacao, foi misturado cuidadosamente 2l da reagdo de ligacdo
(~50ng), contendo o inserto ligado ao vetor, com 50Ul de uma solugdo de cloreto de célcio
(CaCl, 60mM; MOPS 10mM, pH 7; glicerol 15%; esterilizada por filtracdo). A essa mistura foi
adicionado 50uL de células ultracompetentes, homogeneizando com cuidado, incubando-as no
gelo por 30 minutos. Em seguida foi dado um choque térmico a 42°C por 2 minutos (tendo o
cuidado para ndo balancar o tubo) e colocadas no gelo novamente por mais 2 minutos, deixando
mais 2 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se 485uL de SOB aquecido (37°C), SuL de
glicose 1M e 10uLL de MgCl, 1M (colocar a glicose e o MgCl, primeiro, em seguida colocar o
SOB, com cuidado, escorrendo pela parede do tubo) incubando-as a 37°C sob agita¢ao (150rpm)
por uma hora e meia.

O plaqueamento foi realizado com 200uL dessa cultura em placas de Petri contendo meio
LB Agar com X-gal (20mg/mL), IPTG (1M) e ampicilina (25mg/mL) incubando a 37°C
“overnight” (Sambrook et al., 1989).

I11.11 Extracao de DNA plasmidial de bactéria (Miniprep)

Cada colonia positiva crescida na placa foi repicada e inoculada em tubo de cultura
contendo SmL de LB com ampicilina 100ug/mL por 16-18 horas em agitador a 200 rpm, 37°C.
De cada in6culo positivo foram aliquotadas 0,5mL da solu¢do contendo as bactérias
transformadas com mais 0,5ml de glicerol 40% e armazenadas em freezer a -80°C. O restante do
meio contendo as bactérias transformadas foi centrifugado por 30 segundos a fim de formar um
pellet com as bactérias, descartando o meio. O pellet foi ressuspenso em 100uL de Tampao GET
em vortex, em seguida adicionou-se 200uL de “solugdo de lise” (preparar na hora) e incubou-se
no gelo por 5 minutos. Adicionou-se 150uL de 3M de Acetato de Potédssio (KOACc) e incubou-se
no gelo por mais 5 minutos, em seguida a solu¢do foi centrifugada por 10 minutos a 4°C a

14000rpm para formar pellet dos restos celulares. O sobrenadante foi transferido para um novo
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tubo eppendorf e adicionou-se ImL de etanol absoluto sendo a amostra incubada por 15 minutos
em freezer a -80°C. Nova centrifugacado foi realizada por 10 minutos a 14000rpm a 4°C para que
se forme pellet do DNA/ plasmidial sendo o sobrenadante descartado. O pellet foi lavado com
etanol ImL de 70% que foi centrifugado por 5 minutos a 14000rpm a 4°C, descartando o
sobrenadante. O pellet resultante da centrifugacdo foi seco a vacuo e ressuspenso em 100uL de
RNAse A 200ug/mL que foi incubado a 37°C por uma hora. A Miniprep seguiu com a adi¢do de
100uL de fenol sendo a amostra submetida a um vigoroso vortex por um minuto, € a separacao
das fases ocorreu por meio de centrifugacdo a 14000rpm a temperatura ambiente por 2 minutos.
A fase aquosa resultante foi transferida para novo tubo eppendorf e 0 DNA foi precipitado com a
adicao de 1/10 do volume de solucdo 3M de NaOAc pH 5,2 e dois volumes de etanol absoluto,
sendo as amostras incubadas por 15 minutos em freezer a -80°C. O pellet foi formado por
centrifugacdo a temperatura ambiente a 14000rpm por 15 minutos, descartando o sobrenadante,
sendo o pellet lavado posteriormente pela adicdo de 1mL de etanol 70% e centrifugado por 5
minutos a 14000rpm a temperatura ambiente. Novamente o sobrenadante foi descartado e a
solucdo seca brevemente a vacuo, sendo o pellet dissolvido em 50uL de TE (Sambrook et al.,
1989).

A confirmagdo da extragdo do DNA plasmidial foi visualizada por meio de eletroforese
em gel de agarose 1,0% contendo SuLL de amostra na corrida.

A confirmagdo da ligagdo do produto amplificado com o vetor foi realizada por meio de
uma PCR utilizando os primers “M13 Forward” e “M13 Reverse”, especificos do vetor, que se
anelam a aproximadamente 100 pares de bases do sitio de ligagdo do inserto, gerando um
fragmento de 200 pares de bases a mais que o produto realmente apresenta. Essa PCR foi

confirmada em eletroforese em gel de agarose 1,5%.

II1.12 Seqiienciamento

Ap6s a confirmacio, por meio de PCR do DNA plasmidial, da ligacdo do inserto com o
vetor, o mesmo foi submetido a uma PCR se seqiienciamento. A reacdo de seqiienciamento a
partir do DNA plasmidial foi realizada com o kit BygDye™ (DNA Sequencing Kit, BigDye™
Terminator Cycle Sequencing, Applied Biosystems ) utilizando-se 2uL. do DNA plasmidial
(pDNA), 2uLL de agua MilliQ estéril, 2uLL de iniciador “M13 Forward” ou “M13 Rerverse”
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(1,6picomoles), 2ul. de tampao Save Money e 2ulL de BigDye. Cada reacdo utiliza apenas um
primer, ou seja, duas reacdes para cada clone (F e R), ocorrendo a partir das duas extremidades
para gerar seqiiéncias consenso (seqiienciar diferentes clones para obter significado estatistico).

As condi¢des para essa PCR foram as seguintes: 96°C por 2 minutos, 40 ciclos de 96°C
por 30 segundo, 52°C por 30 segundos e 60°C por 4 minutos, finalizando a 4°C.

O produto da PCR de sequenciamento foi precipitado pela adi¢do de 80uL de Isopropanol
75% e transferido para novo tubo eppendorf. As amostras foram conservadas em temperatura
ambiente por 15 minutos ao abrigo da luz. Apds a precipitacao, as amostras foram centrifugadas a
14000rpm por 15 minutos em temperatura ambiente, e o sobrenadante foi descartado, sendo
adicionado em seguida 1mL de etanol 70% para lavar as amostras e centrifugadas a 14000rpm
por 5 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram
armazenadas por 15 minutos a 37°C para secarem. As amostras foram ressupensas em 2ul. de
loading buffer.

As amostras foram processadas em seqiienciador automatico ABI 377. A anélise das

seqiiéncias foi realizada com o auxilio do software “Sequence analysis”.

I11.13 Analises filogenéticas

As seqiiéncias geradas foram alinhadas utilizando-se o programa Clustal W, disponivel na
Internet, do BioEdit (Hall, 1999) e as andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando-se
andlises de ParcimOnia com o programa de andlise filogenética PAUP 4.1 (Swofford, 1998)
(www.paup.csit.fsu.edu) e andlises de distancia com o programa MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004).

A escolha dos tdxons externos para as filogenias inferidas nos diferentes genes analisados
ocorreu em fun¢do da disponibilidade das seqii€éncias das diferentes espécies adicionadas nas

reconstrugdes propostas.
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IV. RESULTADOS

IV.1 Extracao do DNA genomico

O DNA genomico (DNAg) foi extraido de trés espécies de triatomineos, 7. sherlocki, T.
brasiliensis (CTA 076 — SESA) e T. melanica, utilizando para tal o protocolo descrito por
Sambrook et al. (1989) com a técnica de fenol/cloroférmio. O produto final da extracdo foi
ressuspenso em 70uL. de tampao TE 1X e submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%, onde

foi possivel visualizar e avaliar a integridade e a qualidade do DNAg extraido (Figura 3).

1 2 3

Figura 3. Eletroforese visualizando a extracdo do DNAg realizada em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etideo de 1 — T. sherlocki; 2 — T. brasiliensis (CTA 076 — SESA)e 3 - T.
melanica.

Para cada amostra foram aplicados no gel 5ul de DNAg extraido.

A menor quantidade de DNAg presente no gel para 7. melanica (Figura 3) pode ser
devido a utilizacdo de ninfa de 5° estddio para a extracdo, diferentemente de 7. sherlocki e T.
brasiliensis (CTA 076 — SESA), para os quais foram utilizados exemplares adultos no
procedimento. Outra possibilidade da qualidade e quantidade da extracdo do DNAg de T.
melanica pode ser devido a estocagem do material que se encontra armazenado em d&lcool

absoluto.
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IV.2 Genes mitocondriais

. Citocromo b (cytb)

A amplificacdo do gene mitocondrial do citocromo b ocorreu sob temperatura de
anelamento de 50°C, gerando um fragmento de aproximadamente 450 pares de bases para T.

sherlocki e T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) (Figura 4).

JPM 2 3 .4

i

g(s)o_>o w— e ~ 450pb
400—»
300—»

200—»
100—»

Figura 4. Eletroforese da amplificacdo do gene mitocondrial do citocromo b executada em gel
de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de peso molecular 1Kb plus; 2
—T. sherlocki; 3 — T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) e 4 — controle negativo.

O produto amplificado e purificado foi clonado em vetor p-GEM T Easy (Promega) e a
transformacdo realizada em bactéria Escherichia coli Escherich, 1885, linhagem DH5a.

Dezessete colonias de bactérias transformadas com o vetor contendo o inserto (citocromo
b) de T. sherlocki cresceram e 10 delas foram submetidas a extracdo do DNA plasmidial
(Miniprep). A eficiéncia foi mais baixa para as bactérias transformadas com o vetor contendo o
inserto do T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), apenas sete coldnias cresceram e todas foram

submetidas a extracdo do DNA plasmidial (Figura 5).
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Figura 5. Eletroforese das colonias de bactérias transformadas com o citocromo b executada em
gel de agarose 1% corado com brometo de etideo da miniprep. 1 a 10 — 7. sherlockie 11 a 17 —T.
brasiliensis (CTA 076 — SESA).

A extragdo do DNA plasmidial das 10 coldnias contendo possivelmente o inserto do
citocromo b de T. sherlocki foi positiva e facilmente visualizado em gel de agarose. Ja para T.
brasiliensis a extracao foi positiva para seis colonias, ndo sendo possivel visualizar a extragao em
uma amostra, podendo se tratar de um falso positivo ou algum outro problema durante o processo
de extracgdo.

Para se confirmar a ligacdo do inserto ao vetor, realizou-se uma PCR das minipreps de
todas as colonias submetidas a extragdo do DNA plasmidial. As condi¢des para esta PCR foram
as seguintes: 94°C por 2 minutos, 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e
72°C por 1 minuto, finalizando a 72°C por 7 minutos.

Os primers utilizados para amplificacdo da regido onde o inserto se liga ao vetor, com a
finalidade de confirmar a ligacdo do inserto ao vetor foram os oligonucleotideos “M13 Forward”
e “M13 Reverse”, que flanqueiam o inserto (~ 100 pares de bases do sitio de ligacdo do inserto)
gerando um fragmento 200 pares de bases a mais que o inserto, isto €, para o citocromo b, um

fragmento de aproximadamente 650 pares de bases (Figura 6).
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Figura 6. Eletroforese da miniprep para confirmacgado da ligacdo do inserto no vetor executada em
gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo da PCR. PM — Marcador de peso molecular
1KB plus; 1 a 10 — T. sherlocki e 11 a 17 —T. brasiliensis (CTA 076 — SESA).

Todas as Minipreps, tanto das colonias contendo o inserto de 7. sherlocki quanto os das
coldnias contendo o inserto de 7. brasiliensis foram submetidas a PCR para confirmagdo da
ligacdo do inserto no vetor. Todas as amostras contendo o inserto de 7. sherlocki foram positivas,
visto pelo tamanho do fragmento gerado a partir da PCR. Em relacdo ao T. brasiliensis seis
amostras foram positivas € uma negativa, a mesma que nao foi possivel visualizar o produto da
Miniprep, chegando-se a conclusdao que o inserto nao se ligou ao vetor nessa amostra, tratando-se
de um falso positivo.

A PCR de seqiienciamento foi realizada nas amostras de 1 a 5 para 7. sherlocki e de 12 a
17 para T. brasiliensis (CTA 076 — SESA).

As seqiiéncias geradas apresentaram um fragmento de 414 pares de bases para as duas
espécies estudadas, excluindo os iniciadores. Tais seqiiéncias foram comparadas com outras

disponiveis no banco de dados de seqiiéncias ndo redundantes do ‘“National Center for

30



Biotechnology Information” (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Anexo I, Tabela 1) e alinhadas utilizando
o programa Clustal W do BioEdit (Hall, 1999), gerando uma seqiiéncia de 399 pares de bases.

As espécies utilizadas no alinhamento foram 7. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 —
SESA), haplétipos de T. brasiliensis (Monteiro et al., 2004), Rhodnius robustus Larrouse, 1927 e
Arilus cristatus (Linnaeus), (Figura 7).

Os codigos de acesso no GenBank estdo disponiveis na Tabela 1 do Anexo L.

T. sherlocki 70
T. brasiliensis H1 70
T. brasiliensis I1 rinl
T. brasiliensis CTAL 076 rinl
T. brasiliensis w rinl
T. brasiliensizs F1 70
T. brasiliensizs D1 70
T. brasiliensizs 1 70
T. brasiliensizs C1 70
T. brasilien=si=s E1l 70
T. brasilien=sizs E1 70
T. brasiliensi=s o 7a
T. brasiliensizs =z ]
T. brasiliensizs x ]
T. brasiliensizs ¢ ]
T. brasiliensis n 70
T. brasiliensis j 7a
T. brasiliensis i 70
T. brasiliensis w 70
T. brasiliensis A1l 7o
T. brasiliensis ¥y 7a
T. brasiliensis u 7o
T. brasiliensis t© il
T. brasiliensizs = el
T. brasiliensis k el
T. brasiliensis h el
T. brasiliensis g 70
T. brasiliensis d 70
T. brasiliensis o 70
T. brasiliensis a 70
T. brasiliensis p rinl
T. brasiliensis o rinl
T. brasiliensis m rinl
T. brasiliensiz e 70
T. brasiliensizs 1 70
T. brasiliensizs £ 70
T. brasiliensiz b 70
E. robustus 70
L., cristatus 70

Figura 7. Alinhamento das seqii€éncias do gene mitocondrial do citocromo b apresentando um
fragmento de 399 pares de bases envolvendo as espécies, T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 —
SESA), haplétipos de T. brasiliensis (Monteiro et al., 2004), R. robustus e A. cristatus.
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Continuagdo da figura 7

Por meio do alinhamento foi possivel observar que a seqiiéncia do citocromo b do T.
brasiliensis (CTA 076 — SESA) € idéntica a seqiiéncia do citocromo b do haplétipo “v”
(Monteiro et al., 2004) proveniente do Ceard e identificada como a subespécie T. brasiliensis
brasiliensis. Ja a seqiiéncia do citocromo b do 7. sherlocki foi muito proéxima as seqiiéncias dos
haplétipos “H” e “I” (Monteiro et al., 2004) provenientes do Norte de Minas Gerais e
identificadas como a subespécie T. brasiliensis melanica. A identidade entre essas duas espécies,
T. sherlocki e T. brasiliensis melanica foi de 91% em relac@o aos nucleotideos.

A partir desse alinhamento foi proposta uma arvore filogenética envolvendo 7. sherlocki,
T. brasiliensis (CTA 076 - SESA), todos os haplétipos de T. brasiliensis (Monteiro et al., 2004),
R. robustus e A. cristatus (Figura 8).

As andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa MEGA 3.1 e as

relacdes filogenéticas construidas baseadas na metodologia de distancia a partir de algoritmo

Neighbor Joining com parametros p-distance e Kimura 2-p.
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Figura 8. Arvore filogenética proposta construida a partir de metodologia de distancia utilizando
algoritmo Neighbor Joining e parametro p-distance a partir do alinhamento das seqiiéncias do
gene mitocondrial do citocromo b envolvendo as espécies T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076
— SESA), haplétipos do T. brasiliensis (Monteiro et al., 2004), R. robustus e A. cristatus.
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T. sherlocki aparece estritamente relacionado com o haplétipo “H” e “I”’ de T. brasiliensis
(correspondente a subespécie T. brasiliensis melanica) e formando um clado distinto dos demais.
O outro clado apresenta-se subdividido onde os haplétipos B, C, E, G, F e D (correspondente a
subespécie T. brasiliensis juazeirensis) estdo agrupados aparecendo como grupo-irmao de uma
segunda subdivisdo envolvendo os haplétipos w, z e A (correspondente a subespécie T.
brasiliensis macromelasoma) e os haplotipos ¢, a, u, e, f, g,t,d, b, 1,j,k, h,1,0,m, v, X, y, q, n, p,
r e s (correspondentes a subespécie T. brasiliensis brasiliensis). T. brasiliensis (CTA 076 —
SESA) apresentando a mesma seqiiéncia que o haplétipo v, enquadra-se no clado da subespécie
T. brasiliensis brasiliensis (Monteiro et al., 2004).

Rhodnius robustus e A. cristatus ficaram bem definidos como grupo externo,
evidenciando um grupo monofilético para todas as subespécies de 7. brasiliensis e também para
T. sherlocki.

A érvore filogenética construida baseada em metodologia de distincia utilizando o
modelo Kimura 2-p apresentou a mesma topologia da arvore inferida baseada no modelo de p-
distance.

Uma segunda topologia foi inferida baseada em Maxima Parcimonia utilizando para isso
o programa PAUP 4.0 BETA (Swofford, 1998) (Figura 9). As espécies utilizadas para isso foram
T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), os haplétipos de T. brasiliensis (Monteiro et al.,
2004) e R. robustus, P. megistus Burmeister, 1835 e A. cristatus como tdxons externo.

O indice de Bremer mostrado nos nds da arvore indica o suporte do clado e nesse caso
reflete em uma filogenia consistente.

A melhor arvore encontrada por parsimonia necessitou de 306 passos apresentando os

valores de CI = 0,686; RI = 0,774; RC =0,531 e HI = 0,314.
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Figura 9. Topologia inferida baseada no método de Méaxima Parcimonia envolvendo as espécies
T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), os haplétipos de T. brasiliensis (Monteiro et al.,
2004), R. robustus, P. megistus Burmeister, 1835 e A. cristatus como grupo externo, a partir do
alinhamento de 399 pares de bases do gene mitocondrial do citocromo b.

As subespécies macromelasoma e brasiliensis formaram uma dicotomia, enquanto que 7.

juazeirensis e T. melanica ficaram bem definidos como o taxons-irmaos. Essa diferenga aparente
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mostra bem a distin¢cdo dessas duas espécies com as outras duas subespécies, o que pode refletir
no seu novo status taxondmico.

As espécies definidas como grupo-externo enraizou de maneira evidente o clado formado
pelas espécies T. juazeirensis como clado irmao da relagao 7. melanica e T. sherlocki. A filogenia
foi bem suportada pelo Indice de Bremmer.

Por essa metodologia, a topologia se mostrou semelhante a encontrada por distancia, com
excecdo da dicotomia formada pelas subespécies macromelasoma e brasiliensis. T. brasiliensis
(CTA 076 — SESA) permaneceu fazendo parte do clado representado pela subespécie brasiliensis
e T. sherlocki se mostrou estritamente relacionado filogeneticamente com a espécie 1. melanica.

Outro alinhamento envolvendo alguns géneros das duas principais tribos da subfamilia
Triatominae, Rhodniini (Rhodnius e Psammolestes) e Tiatomini (Triatoma, Panstrongylus e
Dipetalogaster), foi realizado com a finalidade de inferir uma filogenia mais ampla para o grupo,
incluindo os haplétipos “H” e “I” de T. brasiliensis (Monteiro et al., 2004), T. sherlocki e T.

brasiliensis (CTA 076 — SESA) utilizando como tdxon externo A. cristatus (Figura 10).
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Figura 10. Alinhamento das seqiiéncias do gene mitocondrial do citocromo b gerando um
fragmento de 399 pares de bases envolvendo as espécies T. sherlocki, haplétipos de H e I de T.
brasiliensis (Monteiro et al., 2004), T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) e de outras espécies dos
géneros Triatoma, Dipetalogaster, Panstrongylus (tribo Triatomini), Rhodnius e Psammolestes
(tribo Rhodniini) e A. cristatus.
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T. sherlocki A 350
T. brasiliensis H A 350
T. brasiliensis I A 350
T. brasiliensis CTA 076 A 350
T. infestans i EA 350
T. rubida sonoriana kA EA 350
T. protracta i KA 350
T. dimidiata kA KA 350
T. recurwva A KX 350
T. sanguisuga o A 350
T. picturata n ks 350
T. sordida L A 350
T. nitida LS S 350
T. pallidipennis LR KX 350
T. phyllosoma K KA 350
P. megistus K KA 350
. maximus kA EA 350
Psa. coreodes i KA 350
E. brethe=si A KA 350
E. pictipes A KA 350
E. ecuadoriensis i A 350
E. neglectus o A 350
E. robustus i LA 350
L. cristatus kA EA 350
T. sherlocki &) 399
T. brasiliensis H &) 399
T. brasiliensi=s I &) 399
T. kbrasiliensis CTL 076 e 399
T. infestans ey jcj=l=]
T. rubida sonoriana ey jcj=l=]
T. protracta e} 359
T. dimidiata le3 399
T. recurwva &) 399
T. sanguisuga &) 399
T. picturata &) 399
T. sordida &) 399
T. nitida le3 399
T. pallidipennis &) 399
T. phyllosoma e 399
P. megistus e 399
. maximus ey jci=l=]
Psa. coreodes 15 399
R. brethesi 5 399
R. pictipes 5 399
R. ecuadoriensis &) ) 399
R. neglectus &) ) 399
R. robustus &) T 399
A. cristatus &) T 399

Continuagdo da figura 10

O alinhamento das seqiiéncias gerou um fragmento de 399 pares de bases. Nesse
alinhamento ndo foram inseridos gaps € o mesmo se mostrou mais polimérfico em relacdo ao
alinhamento envolvendo apenas os haplétipos de 7. brasiliensis.

A relagdo filogenética baseada em metodologia de distancia foi proposta e construida a
partir de algoritmo Neighbor Joining e modelos de p-distance e Kimura 2-p baseada nas

seqiiéncias alinhadas das espécies envolvidas na figura 10 (Figura 11).
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Figura 11. Arvore filogenética baseada em metdologia de distincia com modelo de Kimura2-p, de
acordo com o alinhamento de um fragmento de 399 pares de base do gene do citocromo b
mitocondrial de T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), haplétipos H e 1 de T. brasiliensis
(Monteiro et al., 2004) e de outras espécies do género Triatoma, Dipetalogaster e Panstrongylus
(tribo Triatomini), Rhodnius e Psammolestes (tribo Rhodniini) e A. cristatus.

As espécies das duas tribos, Triatomini e Rhodniini, apresentaram-se claramente

separadas em dois clados. O enraizamento dessa filogenia foi devido a presenca de um tdxon
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externo representado pela espécie A. cristatus. O suporte foi gerado pela presenca de bootstrap,
garantindo robustez a topologia inferida.

As espécies da tribo Triatomini sdo subdivididas em dois clados. Em um estdo
relacionadas as espécies que se encontram distribuidas no Norte da América do Sul, América
Central, México e Sul dos Estados Unidos (7. picturata Usinger, 1939, T. pallidipennis Stal,
1945, T. phyllosoma Burmeister, 1835, T. dimidiata, T. recurva Stal, 1868, T. sanguisuga
Leconte, 1855, T. rubida sonoriana Usinger, 1944, T. nitida Usinger, 1939, T. protracta Uhler,
1894, D. maxima Uhler, 1894). No outro clado estao relacionadas as espécies que se encontram
distribuidas na América do Sul (P. megistus, T. infestans, T. sordida Stal, 1859, T. brasiliensis
(CTA 076 — SESA), T. sherlocki e os haplotipos “H” e “1” de T. brasiliensis).

T. sherlocki aparece estritamente relacionada filogeneticamente com a espécie T.
melanica confirmando a primeira filogenia proposta envolvendo as subespécies de 7. brasiliensis
(Monteiro et al., 2004) (Figuras 8 € 9).

A arvore filogenética construida de acordo com o modelo p-distance apresentou a mesma
topologia da arvore inferida com o modelo Kimura 2-p.

A relacdo filogenética baseada no método de Maxima Parcimonia também foi inferida
envolvendo as mesmas seqii€éncias das mesmas espécies o qual foi construida a filogenia baseada

em distancia, com a adi¢do de T. mazzotti Usinger, 1941 (Figura 12).
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Figura 12. Topologia inferida baseada em método de Mdxima Parcimdnia de acordo com o
alinhamento de um fragmento de 399 pares de base do gene do citocromo b mitocondrial,
envolvendo as espécies T. sherlocki, os haplétipos H e I de T. brasiliensis (Monteiro et al.,
2004), T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), e de outras espécies do género Triatoma,
Dipetalogaster, Panstrongylus (tribo Triatomini), Rhodnius e Psammolestes (tribo Rhodniini) e
A. cristatus.

Nessa filogenia observa-se uma politomia envolvendo os clados representados pelas
espécies de triatomineos sul-americanos, pelas espécies de triatomineos norte-americanos e pelas
espécies da tribo Rhodniini. A. cristatus ficou bem definido como tdxon externo proporcionando
um enraizamento evidente da filogenia inferida.

Mesmo envolvendo outras espécies, nao apenas os haplétipos H e I de T. brasiliensis, T.
sherlocki aparece estritamente relacionado com a espécie T. melanica e T. brasiliensis (CTA 076
— SESA) apresenta-se préximo filogeneticamente com 7. sordida.

Os clados apresentaram a robustez desejada visto o Indice de Bremer expressos na

filogenia.
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A melhor 4rvore encontrada por parcimonia necessitou de 805 passos apresentando os
valores de CI =0,366; RI =0,524; RC =0,192 ¢ HI = 0,634.
A partir das seqiiéncias de nucleotideos do citocromo b, realizou-se tradu¢do das mesmas

gerando uma seqiiéncia de 133 aminodcidos que também foram alinhadas (Figura 13).
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Figura 13. Alinhamento das seqiiéncias de 133 aminoécidos do gene mitocondrial citocromo b
observado em T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), haplétipos H e 1 do T. brasiliensis
(Monteiro et al., 2004) e de outras espécies dos géneros Triatoma, Dipetalogaster € Panstrongylus
(tribo Triatomini), Rhodnius e Psammolestes (tribo Rhodniini) e A. cristatus.
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Nesse alinhamento foi possivel verificar que as bases polimorficas das seqiiéncias dos
nucleotideos correspondem as mudangas encontradas nas seqiiéncias dos aminoécidos.

T. sherlocki e T. brasiliensis melanica haplétipo “H” (Monteiro et al., 2004) diferem entre
si em apenas um aminodcido tornando-as mais préximas filogeneticamente do que mesmo entre
os haplétipos H e I, que diferem entre si por dois aminoacidos. 7. sherlocki e T. brasiliensis
(CTA 076 — SESA) apresentam sete aminodcidos diferentes, revelando um baixo polimorfismo
do gene.

A construcdo de uma arvore filogenética baseada em distancia a partir das seqiiéncias dos
aminodcidos foi proposta e construida com algoritmo Neighbor Joining utilizando modelo p-

distance (Figura 14).
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Figura 14. Arvore filogenética baseada em modelo p-distance das seqiiéncias de 133
aminodcidos do gene mitocondrial citocromo b observado em T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA
076 — SESA), haplétipos H e I do T. brasiliensis (Monteiro et al., 2004) e de outras espécies dos
géneros Triatoma, Dipetalogaster € Panstrongylus (tribo Triatomini), Rhodnius e Psammolestes
(tribo Rhodniini) e A. cristatus.
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A presenca do grupo externo, representada pela espécie A. cristatus, definiu bem a
separacdo das espécies das duas tribos, Triatomini € Rhodniini. A tribo Triatomini é subdivida
em dois clados, onde um € representado por espécies com distribui¢do na América do Norte e
Central mais 7. infestans, que nessa topologia aparece mais estritamente relacionado com as
espécies norte-americanas, a Unica alteracdo na filogenia em relacdo a arvore construida baseada
nas seqiiéncias de nucleotideos (Figura 12). No outro clado estdo distribuidas as demais espécies
da tribo Triatomini que apresentam distribuicao na América do Sul.

T. sherlocki e T. brasiliensis haplétipo “H” (Monteiro et al., 2004) apresentam-se
nitidamente mais proximos filogeneticamente, uma vez que diferem entre si em apenas um
aminodcido, do que mesmo entre os dois haplétipos (H e I), que diferem entre eles em dois
aminodcidos.

T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) aparece como tdxon-irmao do clado formado pela
espécie T. sherlocki e haplétipos “H” e “1” de T. brasiliensis, sendo que na topologia baseada nas
seqiiencias nucleotidicas essa espécie apresentou-se mais estritamente relacionada com T.

sordida.
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. Grande subunidade ribossomal (16.5)

A amplificacdo da grande subunidade ribossomal (mtlsubr LR — 16S) do genoma
mitocondrial ocorreu a uma temperatura de anelamento de 50°C, gerando um fragmento de
aproximadamente 400 pares de bases para T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) e T.

melanica (Figura 15).

Figura 15. Eletroforese da amplificacdo da grande subunidade ribossomal do genoma
mitocondrial (/6S) executada em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM —
Marcador de Peso Molecular 1Kb plus; 1 — 7. sherlocki; 2 — T. melanica e 3 — T. brasiliensis
(CTA 076 — SESA).

Os produtos amplificados e posteriormente purificados e quantificados de T. sherlocki, T.
melanica e T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), apresentaram uma concentracdo de 40ng/pL para
as trés amostras aplicadas no gel. Esses foram clonados no vetor p-GEM T Easy (Promega) e
transformados em bactéria Escherichia coli, linhagem DH5a.

Onze coldnias de bactérias transformadas com o vetor contendo o inserto do gene
mitocondrial da grande subunidade ribossomal (/6S) do T. brasiliensis (CTA 076 — SESA)
cresceram e foram submetidas a extracdo do DNA plasmidial (Miniprep). Para T. sherlocki, cinco

coldnias de bactérias transformadas cresceram e para 7. melanica sete colonias cresceram, todas

47



as colOnias foram submetidas a0 mesmo procedimento de extragdo do DNA plasmidial (Figura
16).

1 23 45 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
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Figura 16. Eletroforese da miniprep das coldnias de bactérias transformadas com o inserto
executada em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. 1 a 11 — T. brasiliensis (CTA
076 — SESA); 12 a 18 — T. melanica e 19 a 23 — T. sherlocki.

Apesar das colonias 4, 14, 15 e 21 terem crescido na placa e serem submetidas a
miniprep, a extracdo do DNA plasmidial ndo foi comprovada em eletroforese.

Uma PCR de confirmagdo com todas as minipreps, para verificar se o inserto se ligou ao
vetor foi realizada, excecdo feita para as colonias onde ndo foi possivel observar extracdo do

DNA plasmidial (Figura 17).

PM1 2 3 4 S 67 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

—

Figura 17. Eletroforese da PCR da miniprep para confirmacgao da ligacdo do inserto no vetor dos
produtos amplificados executada em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM —
Marcador de peso molecular 1Kb plus; 1 a 4 — T. sherlocki; 5 a9 — T. melanica e 10 a 19 — T.
brasiliensis (CTA 076 — SESA).
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Nessa PCR foi possivel observar que todas as amostras submetidas a amplificagdo para
comprovacgdo do inserto ligaram-se ao plasmidio foram positivas. Fato comprovado pelo tamanho
do fragmento gerado, aproximadamente 650 pares de bases.

A reacdo de seqiienciamento foi realizada em todas as amostras, onde foi possivel
confirmar a ligacao do inserto no vetor, de 1 a 4 para T. sherlocki, de 5 a 9 para T. melanica e de
10 a 19 para T. brasiliensis (CTA 076 — SESA).

As seqiiéncias do vetor e os primers foram removidos para posterior andlise. O tamanho
real da seqiiéncia foi de 373 pares de bases para as trés espécies estudadas.

Tais seqiiéncias foram comparadas com outras disponiveis no banco de dados de
seqiiéncias ndo redundantes do “National Center for Biotechnology Information”
(www.ncbi.nlm.nih.gov) (Anexo I, Tabela 1). Apds a obtencdo de todas as seqiiéncias, foram

feitos os alinhamentos com o programa Clustal W do BioEdit (Figura 18).
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Figura 18. Alinhamento das seqii€éncias da grande subunidade ribossomal (/6S) do genoma
mitocondrial observado em T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 - SESA), T. melanica e outras
espécies dos géneros Triatoma, Dipetalogaster, Panstrongylus (tribo Triatomini), Rhodnius,
Psammolestes (tribo Rhodniini) e A. cristatus.
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T. sherlocki 364
T. bra CTA 076 365
T. bra melanica 364
T. brasiliensis 364
T. infestans 364
T. protracta 366
T. mazzottii 366
T. sanguisuga 367
T. nitida 363
T. sordida 365
T. dimidiata 3687
T. pilicturata 366
T. pallidipennis : 367
P. megistus 363
D. maximus 365
R. pallescens 368
R. ecuadoriensis : 367
E. pictipes 367
R. brethes=i 368
R. prolizus 367
R. robustus 365
R. neglectus 366
Pza. coreodes 362
A. cristatus 371

Continuacdo da figura 18.

No alinhamento das seqiiéncias da grande subunidade ribossomal (/6S) do genoma
mitocondrial de algumas espécies das duas principais tribos de triatomineos (Triatomini e
Rhodniini), foi possivel observar um fragmento de aproximadamente 60 pares de bases (220 —
280) altamente polimorfico. De um modo geral as seqii€ncias se apresentaram conservadas por
quase toda a sua extensao.

Baseado no alinhamento das seqiiéncias da Figura 18 foi proposto uma filogenia baseada
em distancia construida com algoritmo Neighbor Joining utilizando o modelo de Kimura 2-p

(Figura 19).
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Figura 19. Arvore filogenética proposta a partir do alinhamento das seqiiéncias alinhadas da
grande subunidade ribossomal (/6S) do genoma mitocondrial, construida com algoritmo
Neighbor Joining utilizando modelo Kimura 2-p observado em T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA
076 - SESA), T. melanica e outras espécies dos géneros Triatoma, Dipetalogaster, Panstrongylus
(tribo Triatomini), Rhodnius e Psammolestes (tribo Rhodniini) e A. cristatus como grupo externo.

T. sherlocki e T. melanica apresentaram-se mais estritamente relacionados
filogeneticamente. Essa relacdo foi a mesma encontrada para a filogenia da seqiiéncia do gene
mitocondrial do citocromo b. Como grupo-irmao dessas duas espécies encontram-se 7.
brasiliensis (CTA 076 — SESA) e T. brasiliensis (seqiiéncia extraida do banco de dado
GenBank), apresentando 7. sordida e T. infestans como taxons mais externos, aparecendo como
grupo-irmao dessas espécies o clado formado pelas espécies T. protracta, T. nitida, D. maxima
(encontrados na América do Norte e Central) e P. megistus (encontrado na América do Sul), que
apesar de ser sul-americano, nessa filogenia apareceu sendo mais estritamente relacionado com

espécies norte-americanas.
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As espécies da tribo Triatomini ficaram separadas em dois clados (ver seta da Figura 19);

um deles contendo as espécies acima descritas e as relagdes que elas guardam entre si, € o outro

clado contendo T. sanguisuga, T. mazzotti, T. pallidipennis, T. dimidiata e T. picturata, todos

norte-americanos.

A. cristatus ficou bem definido como tdxon externo e garantiu o enraizamento da filogenia

inferida. O suporte foi dado pelo valor de bootstrap.

A arvore filogenética construida de acordo com o modelo p-distance apresentou a mesma

topologia da arvore inferida com o modelo Kimura 2-p.

A relacdo filogenética baseada em Madaxima Parcimonia foi inferida envolvendo as

mesmas espécies da filogenia baseada em distancia (Figura 20).
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Figura 20. Topologia inferida baseada em parametro de Maxima ParcimOnia a partir das
seqiiéncias alinhadas da grande subunidade ribossomal (/6S) do genoma mitocondrial envolvendo
T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), T. melanica e outras espécies do género Triatoma,
Dipetalogaster, Panstrongylus (tribo Triatomini), Rhodnius e Psammolestes (tribo Rhodniini) e A.

cristatus.
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A filogenia construida baseada em modelo de Médxima ParcimoOnia apresentou algumas
diferengas em relagdo aquela inferida tomando a distancia como base.

Nessa arvore percebe-se claramente a distincdo entre as espécies de triatomineos sul-
americanos dos norte-americanos, com exce¢ao da espécie P. megistus que aparece em politomia
com vdrias espécies norte-americanas. O tdxon externo forneceu enraizamento e definiu a
separacdo das duas tribos, Triatomini e Rhodniini.

Uma notdvel diferenca foi a relagdo da espécie T. sherlocki com a espécie T. brasiliensis,
com T. melanica se relacionando como tdxon irmao dessas outras duas. T. sordida e T. infestans
se apresentam como tdxons mais externos dentro desse clado.

A melhor drvore encontrada por parcimOnia necessitou de 424 passos apresentando o0s
valores de CI = 0,554; RI = 0,715; RC = 0,396 e HI = 0,446.

Baseado nos dois genes mitocondriais (citocromo b e grande subunidade ribossomal
(16S)) foi proposta uma filogenia tinica com os dados concatenados a partir do teste ILD. Essa

topologia foi inferida baseada em Médxima Parciménia (Figura 21).
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Figura 21. Topologia inferida baseada em parametro de Mdaxima ParcimOnia a partir das
seqiiencias alinhadas do citocromo b e da grande subunidade ribossomal (/6S) do genoma
mitocondrial envolvendo T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), T. melanica e outras
espécies do gé€nero Triatoma, Dipetalogaster, Panstrongylus (tribo Triatomini), Rhodnius e
Psammolestes (tribo Rhodniini) e A. cristatus.

Os haplétipos “H” e “I” de T. brasiliensis mostrados nessa filogenia representam a
espécie T. melanica, uma vez que as seqiiéncias da grande subunidade ribossomal (/6S) do
genoma mitocondrial desses dois haplétipos ndo estd disponivel, sendo usado para concatenar os
dados, a seqiiéncia da espécie T. melanica para os dois haplétipos.

A estreita relagcdo filogenética encontrada entre 7. sherlocki e T. melanica foi confirmada
com os dois genes concatenados. A tunica andlise que essas espécies nao se apresentaram como
tdxon irmdos foi na andlise baseada em Mdéxima Parcim6nia do gene da grande subunidade

ribossomal (/6S) do genoma mitocondrial.
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Novamente as duas tribos, Triatomini e Rhodniini, foram separadas claramente devido a
presenca do grupo externo. Na tribo Triatomini ocorre uma subdivisdo envolvendo espécies que
estejam distribuidas na América do Norte e Central, e espécies que estejam distribuidas na
América do Sul. Tanto nas topologias baseadas nas andlises do gene da grande subunidade
ribossomal (/6S) do genoma mitocondrial como na topologia concatenada com o gene do
citocromo b, P. megistus aparece mais estritamente relacionado com as espécies de triatomineos

que apresentam distribui¢ao na América do Norte de Central.
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IV.3 Genes nucleares

. Grande subunidade ribossomal D2 (289)

A amplificacio da grande subunidade ribossomal (28S) do DNA nuclear, da regido
variavel D2, ocorreu a uma temperatura de anelamento de 53°C gerando um fragmento de
aproximadamente 650 pares de bases para T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) e T.

melanica (Figura 22).
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Figura 22. Eletroforese da amplificacdo da grande subunidade ribossomal (28S) executada em
gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de peso molecular 1Kb plus;
1 —T. sherlocki; 2 — T. melanica; 3 — T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) e 4 — controle negativo.

O produto amplificado e purificado foi quantificado apresentando uma concentragdo de
aproximadamente 15 ng/pL para T. sherlocki e 40,0ng/uL para T. brasiliensis (CTA 076 — SESA)
e T. melanica.

Todos os produtos amplificados foram clonados em vetor p-GEM T e transformados em
E. coli, linhagem DH5a.

Duas colonias de bactérias transformadas com o vetor contendo o inserto (D2) do T.
sherlocki cresceram e foram submetidas a extracio do DNA plasmidial (Miniprep). Para T.

brasiliensis (CTA 076 — SESA), 16 coldnias cresceram e 10 dessas foram submetidas a extracao

57



do DNA plasmidial, o mesmo ntiimero de coldnias de bactérias transformadas e que cresceram

para T. melanica, e 10 dessas submetidas a extracdo do DNA plasmidial (Figura 23).
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Figura 23. Eletroforese da miniprep das coldnias de bactérias transformadas com a grande
subunidade ribossomal D2 (28S) executada em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
1a2-T. sherlocki; 3 a 12 —T. melanica e 13 a 22 —T. brasiliensis (CTA 076 — SESA).

O produto amplificado do T. sherlocki foi eluido do gel de agarose e provavelmente a
baixa eficiéncia das bactérias transformadas e a baixa concentracdo do produto amplificado
devam-se a forma de purificagdo, podendo comprometer a ligacdo, ndo ocorrendo de maneira
eficiente.

As duas colonias transformadas com o inserto de 7. sherlocki que cresceram na placa, e
que foram submetidas a miniprep, realmente apresentavam o inserto ligado ao vetor. Das 10
colonias transformadas com o inserto de 7. brasiliensis (CTA 076 — SESA) que cresceram na
placa, e que foram submetidas a miniprep, todas apresentavam o inserto ligado ao vetor. Das 10
coldnias transformadas com o inserto de 7. brasiliensis melanica que cresceram na placa, e que
foram submetidas a miniprep, todas apresentavam o inserto ligado ao vetor. O fragmento obtido

apresentou o tamanho esperado de 850 pares de bases (Figura 24).
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Figura 24. Eletroforese da PCR da miniprep para confirmacgao da ligacdo do inserto no vetor dos
produtos amplificados executada em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM —
Marcador de peso molecular 1Kb plus; 1 a 2 — T. sherlocki; 3 a 12 — T. melanica e 13 a 22 — T.
brasiliensis (CTA 076 — SESA).

A reacdo de seqiienciamento foi realizada em todas as amostras, onde foi possivel
confirmar a ligacdo do inserto no vetor, de 1 e 2 para T. sherlocki, de 3 a 12 para T. melanica e de
13 a 22 para T. brasiliensis (CTA 076 — SESA).

As seqiiéncias do vetor e os primers foram removidas para posterior andlise. O tamanho
real da seqiiéncia foi de 615 pares de bases para T. sherlocki e T. melanica e 613 pares de bases
para T. brasiliensis (CTA 076 — SESA).

Tais seqiiéncias foram comparadas com outras disponiveis no banco de dados de
seqiiencias ndao redundantes do “National Center for Biotechnology Information”
(www.ncbi.nlm.nih.gov) (Anexo I, Tabela 1). Apds a obtencdo de todas as seqii€éncias, foram

feitos os alinhamentos com o programa Clustal W do BioEdit (Figura 25).
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Figura 25. Alinhamento das seqiiéncias da grande subunidade ribossomal (28S) observado em T.

sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), T. melanica, R. robustus, R.

Corythucha sp.

prolixus, R. nasustus e
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T. sherlocki ] oy CC LTS G )
T. brasiliensis CTL 076 - — oy s I D 475
T. brasiliensis melanica : - 4 HI
R. robustus roBR3 AW TATGTALALATATATATALATGGALY ! : 508
E. robustus roEBER4 AN TATGTAALAATATATATALTGGARY : 508
R. rolbustus raEC AN TATGTAAAAATATATATALTGGAR S : 508
R. robustus roVEZ AW TATGTALALATATATATALATGGALY : 508
E. prolixus prVES A TATGTAALAATATATATALTGGARY : 508
R. prolixus prcol AN TATGTAALAATATATATALTGGARY : 508
R. nasutus nabBR AW TATGTAAALATATATATALTGGALY 1 458
Corythucha =p - ( CC e ;454
T. sherlocki : 546
T. brasiliensizs CTL 076 : 544
T. brasiliensis melanica : 1 546
R. robustus roBRS = 580
RE. robustus robBRE4 : 530
F. robustus roEC : 580
R. robustus roVEZ = 580
RE. prolixus prvVES : 580
R. prolixus prCol : 580
R. nasutus naBR - Sed
Corythucha =p : 5Zz

T. sherlocki
T. brasiliensis CTL 076
T. brasiliensis welanica :
RE. robustuz roBRS

FE. robustus robBR4

R. robustus roEC

R. robustuz roVEZ

E. prolixus prWVES

. prolixus prcol

F. nasutus naER
Corythucha sp

Continuagdo da figura 25

A andlise desse gene foi subestimada pelo baixo nimero de seqiiéncias disponibilizadas
no GenBank, sendo o alinhamento realizado apenas com as trés espécies estudas, mais trés
espécies de Rhodnius (R. prolixus, R. robustus e R. nasutus Stal, 1859) e Corythucha sp como
grupo externo.

Apesar de poucas seqiiéncias estarem sendo comparadas, foi possivel observar que essa
regido € altamente conservada nessas espécies de triatomineos.

A darvore filogenética baseada em distincia a partir das seqiiéncias do gene da grande
subunidade ribossomal D2 (28S) foi proposta com as espécies alinhadas da figura 25 e a filogenia

construida com algoritmo Neighbor Joining utilizando modelo Kimura 2-p (Figura 26).
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R. prolixus prVE
71 R. prolixus prCO1

R. robustus roVE2
523 R. robustus roEC
R. robustus roBR4
R. robustus roBR8
R. nasutus naBR

Tribo
Rhodniini

Tribo

“sherlocki
’ T. brasiliensis (CTA 076 — SESA)
T. melanica

Triatomini

Corythucha sp _— Grupo externo

0.05
Figura 26. Arvore filogenética construida a partir de algoritmo Neighbor Joining utilizando
modelo Kimura 2-p das seqiiéncias alinhadas da grande subunidade ribossomal (28S) observado
em T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), T. melanica, R. robustus, R. prolixus, R.
nasustus € Corythucha sp.

Nessa filogenia observa-se claramente a divisdo entre as espécies da tribo Rhodniini e
Triatomini, com a espécie Corythucha sp bem definido como tdxon externo enraizando a arvore
de maneira evidente tornando possivel a observacao dos clados.

O baixo numero de tdxons presente nessa topologia ndo fornece suporte nem robustez
para elucidar uma topologia consistente e avaliar as relacdes filogenéticas entre os tdxons.

As trés espécies estudadas apresentaram-se estritamente relacionadas filogeneticamente
baseada nas seqiiéncias da grande subunidade ribossomal D2 (28S), com T. melanica um pouco
mais distante de 7. sherlocki e T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) que aparecem como uma
dicotomia.

A arvore filogenética construida de acordo com o pardmetro p-distance apresentou o
mesmo padrao de ramificacgao.

A relacdo filogenética baseada em Maxima Parcimonia também foi inferida envolvendo

as mesmas espécies, que foi construida a filogenia baseada em distancia (Figura 27).
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R. robustus roVE2

o1 R. prolixus prCO1
R. prolixus prVES
ok R. robustus roBR4 Tribo
D2 R. robustus roEC Rhodniini
D12 R. robustus roBR8

R. nasutus n,
T. brasiliensis (CTA 076 — SESA)
T. sherlocki

Tribo
Triatomini

T. melanica

Corythucha sp ~—p Grupo externo

Figura 27. Topologia inferida baseada em parametro de Mdaxima ParcimoOnia a partir das
seqiiéncias alinhadas da grande subunidade ribossomal D2 (28S) T. sherlocki, T. brasiliensis
(CTA 076 — SESA), T. melanica, R. robustus, R. prolixus, R. nasutus ¢ Corythucha sp como
tdxon externo.

A melhor arvore encontrada por parcimOnia para inferir a filogenia baseada no
sequenciamento do gene da grande subunidade ribossomal D2 (28S) necessitou de 233 passos
apresentando os valores de CI = 0,983; RI = 0,964; RC = 0,947 e HI = 0,017.

A espécie Corythucha sp ficou bem definida como tixon externo e as espécies de
triatomineos ficaram divididos em dois clados separando as espécies das tribos Triatomini e
Rhodniini.

Uma politomia envolvendo as trés espécies estudadas foi observada nao sendo possivel
observar nenhuma relacdo mais estreita. A filogenia baseada no seqiienciamento do gene da
grande subunidade ribossomal D2 (28S) ndo auxiliou na filogenia geral das espécies analisadas

pelos genes mitocondriais.

63



. Espacador Interno Transcrito 2 (ITS-2)

A amplificagc@o do espacador interno transcrito 2 (I75-2) ocorreu em condi¢des diferentes
de todos os outros genes seqiienciados nesse projeto. O tempo de desnaturacdo (94°C) foi de 1
minuto, o tempo de anelamento do primer foi de 2 minutos e ocorreu a uma temperatura de 56°C,

mesmo tempo necessdrio para a extensao (72°C) (Figura 28).

Figura 28. Eletroforese da amplificacdo do espacador interno transcrito 2 (ITS-2) exectuda em
gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de peso molecular 1Kb plus
(Invitrogen); 1 — T. sherlocki; 2 — T. brasiliensis (CTA 076 — SESA); 3 — T. melanica e 4 —

controle negativo.

O fragmento gerado apds a reacdo de PCR foi de aproximadamente 650 pares de bases
para T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) e T. melanica, apresentando uma menor
quantidade para o produto de 7. melanica.

O produto amplificado foi clonado em vetor de ligacdo p-GEM T e transformado em
bactéria E. coli, linhagem DH5a.

Duas colonias de bactérias transformadas com o inserto de 7. sherlocki cresceram na
placa e foi feito o repique dessas colOnias para posterior extracio do DNA plasmidial. Nenhuma
das colonias cresceu em meio liquido e por essa razdo nao foi feita a Mniprep desse material,
podendo tratar-se de um falso positivo. Em relacdo as bactérias transformadas com inserto de T.
melanica duas foram as coldnias que cresceram na placa, ocorrendo 0 mesmo que aconteceu com

as coldnias de T. sherlocki, foi feito o repique e nenhuma das coldnias cresceu em meio liquido,
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também ndo sendo possivel realizar a Miniprep. Ja para as bactérias transformadas com o inserto
de T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), quatro coldnias cresceram na placa e duas foram positivas

apds o repique e consequentemente submetidas a extracdo do DNA plasmidial (Figura 29).

Figura 29. Eletroforese da miniprep das colonias de bactérias transformadas com o espagador
interno transcrito 2 (I7S-2) das duas colonias positivas de 7. brasiliensis (CTA 076 — SESA)
executada em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

Analisando o gel da Miniprep observa-se que a extragdo foi realizada apenas na colonia
de nimero 2. Mesmo ndo sendo possivel visualizar a extracdo na col6nia 1, ambas foram

submetidas a uma PCR de confirmagdo para verificar se o inserto estd realmente ligado ao vetor
(Figura 30).
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Figura 30. Eletroforese da PCR da miniprep para confirmagdo da ligacdo do inserto no vetor dos
produtos clonados em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. PM — Marcador de
peso molecular 1Kb plus; 1 e 2 — T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) e; 4 — controle negativo.

A PCR das Minipreps das duas unicas coldnias positivas mostrou que ndo houve ligacdo
do inserto ao vetor, confirmado pelo tamanho do fragmento gerado.

Visto a dificuldade de se transformar esse produto, por motivos técnicos ou por
deficiéncia dos reagentes utilizados, esse produto foi seqiienciado direto, sem ser clonado, a partir
de uma amplificacdo utilizando uma enzima Taq Polimerase normal, que ndo possui mecanismo
de reparo.

Tais seqiiéncias foram comparadas com outras disponiveis no banco de dados de
seqiiéncias ndo redundantes do ‘“National Center for Biotechnology Information”
(www.ncbi.nlm.nih.gov) (Anexo I, Tabela 1). Apds a obtencdo de todas as seqii€éncias, foram

feitos os alinhamentos com o programa Clustal W do BioEdit (Figura 31).
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* 20 * 40 *
T. sherlocki e TTWACARTENMNACA,
T. brasiliensis CTA 076 : —--—-— TTE?\C@TACA:E
T. melanica :
T. platensis H
T. maculata
T. brasiliensis
T. sordida H
T. inefstans
T. pallidipennis
T. picturata
T. mazzottii
T. rubida
T. dimidiata
T. phyllosoma
D. maximus
P. megistus : ACAC—TTATTTTTTTCTGCAAGCAGTTT
R. prolixus T TTTTCTRNTAAAAAGHAC]
100 * 120 * 140
T. sherlocki
T. brasiliensis CTA 076
T. melanica :
T. platensis : AACTC----AAG
T. maculata : —GTCAACACGTT
T. brasiliensis : —GTCAACACGTT
T. sordida : AACTC----RAG|
T. inefstans : —-GTCAACACGTT]
T. pallidipennis : —GTCCACATTT
T. picturata : —GTICCACATTT
T. mazzottii : —-GICGACATTT
T. rubida : TGICCACATTT
T. dimidiata : —GTCCACATTT
T. phyllosoma : -GTCGACATTT
D. maximus : —-GTCCACATTT
P. megistus : AACTCTCAARAG
R. prolixus
* 200 * 220 * 240
T. sherlocki : —TITIGCTHCEVACATT]
T. brasiliensis CTA 076 : -TWTIGCTECEVACATT]
T. melanica : —TITIGCTHCEVACATT]
T. platensis : —TITIGCTICEYACATT]
T. maculata : ——[NGITTTHT
T. brasiliensis : ——GITTTHT
T. sordida ¢ —TCTPGCTHCEVACATT]
T. inefstans : ——GITTTHT
T. pallidipennis 1 ——GIT TGEALYA-TCT]
T. picturata : ——GITTGH
T. mazzottii : ——JGINT TGENARA-TCT]
T. rubida : ——GITTGH
T. dimidiata : ——GINT TGIALVA-TCT]
T. phyllosoma ¢ ——JGINTTGHY
D. maximus : ——NGISTTGEALNVA-TC
P. megistus : TTCTITGTRALVACATT]
R. prolixus : 7*EGGTTGTGC‘*AT AATINT ———INT TING

160 * 180

TTTTICTTC
TTTTCTTC

AT TUTWCTTTGT IATTTWTTTACAT-————

82
82
60
82
90
91
87
87
84
84
80
83
89
83
78
91
93

166
165
143
166
168
169
172
165
164
164
160
172
169
163
159
184
181

246
245
221
246
247
247
252
243
244
244
240
254
249
243
238
271
259

Figura 31. Alinhamento das seqii€ncias do espacador interno transcrito 2 (I75-2) observado em
T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), T. melanica, outras espécies da Tribo Triatomini

(D. maximus e P. megistus) e R. prolixus como tdxon externo.
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sherlocki
brasiliensis CTA 076
. melanica
platensis

. maculata
brasiliensis
sordida
inefstans
pallidipennis
picturata

. mazzottii
rubida
dimidiata
phyllosoma

. maximus

. megistus
prolixus

sherlocki
brasiliensis CTA 076
melanica
platensis
maculata
brasiliensis
sordida
inefstans
pallidipennis
picturata
mazzottii
rubida
dimidiata
phyllosoma
maximus
megistus
prolixus

sherlocki
brasiliensis CTA 076
. melanica
platensis

. maculata
brasiliensis
sordida
inefstans
pallidipennis
picturata

. mazzottii
rubida
dimidiata
phyllosoma

. maximus

. megistus
prolixus

300 *

AAGTETET — -4
AAG TINTINT A

320 *

340

TTTCGC-ATCTAGGCH
TTTCGC-ATCTAGGCH
TTTCGC-ATCTAGGCH
TTTCGC-ATCTAGGCH
ACTATTAGCCAAAAGK
TTTCGCTAGTTAGATHE

* 440 *
ATAWWATAAATTTTARMMAGAAATTT
ATAWATAAATTTTARMMAGAAATTT
ATAWATAAATTTTARMMAGAAATTT
[ATAUA ——AATTTTARMNAGAAATTT
G-CCCGCAGTTGCCATATATATATA
G- Cl{CINGCT-CTGCAGTIGCCATATA
[ATAUNIA ——AATTTTARMNAGAAATTT
G-CCTHGC-———--— AGTIGCCATATA
GGTNWGCCAGTGCATEMACAGTAAA
GGTNWACCAGTGCATEMACAGTAAA
GGTWGCCAGTGCTTLMACAGTAAA
G- Cie-WGCGCAGATAALNIGCAGTATA
G- CpeWGC-AGTGCATLMACAGTAAA

G- CieWNGC--AGGAGGEWACAGTATA
ATAWWATAAAATTTARAGAAATTTT
GGAALWTTTTTCAATTEMACTATAAA

520 * 540 *

A-CCCAGGGCCGCAATGTGCGTTCA :
ATCCCAGGGCCGCAATGTGCGTTCA :
GGTTAGAAATAT-TTCAAAAGA---—
GGTTAGAAATAT-TTCAAAAGA-—- :
ATCCCAGGGCCGCAATGTGCGTTCA :
GGTTAGAAATAT-TTAAAAAGA--- :
AGTATGAAATAT-TGCAATAGAAGA :
AGTATGAAATAT-TGCAATAGAAGA :
AGTATGAAATAT-TGCAATAGAAGA :
AGTATGAAATAT-TTCAAGAGAAGA :
AGTATGAAATACCTGCAATAGAA--
AGTATGAAATAT-TGCAATAGAA-- :
AGTATGAAATAT-TTCAAAACAAAA :

CAGACAGGCGTGGCCCTHGGRATAG
CAGACAGGCGTAGCCCTMGGRTAG
ATTGT-—--AAACTATGHAARAAC
ATTGT----AAACTATGIAARAAC
CAGACAGGCGTGGCCCTIGGHTAG
ATTGT----AAACTATGUAARAAC
ATTGT-GTCAA-CTATGIAARA-T
ATTGT-GTCAA-CTATGIAARA-T
ATTGT-GTCAA-CTATGIAARA-T
ATTGTTGTCAA-CTATGAARA-T
ATTGT-GTCAA-CTATGHAARA-T
ATTGT-GTCAA-CTATGAARA-T
ATTGTGTTAAAACTATGHAARA-C

PTATTTARAAAATAAAAAAAIMMYC T TINTINATIAA — :
PBCCC--AGGTAATTAGA-—— NG T TIAT) AATGTTAACTAEATTAAAGGCAA*TTATGGAACA*7EAGT777AATTTTTTGCAAGAAAGGA :

Continuacdo da figura 31.

GGTWGCCAGTGCTTLFWACAGTAAA :

319
317
290
319
323
321
323
318
322
322
318
328
327
321
314
370
345

396
395
367
394
396
393
397
385
400
400
396
411
403
399
394
456
432

469
427
449
476
464
461
479
453
473
473
469
494
475
470
472
490
512

O tamanho do fragmento das seqiiéncias que foram alinhadas para 7. sherlocki, T.

brasiliensis (CTA 076 — SESA) e T. melanica, foram 530, 486 e 454, respectivamente. A

diferenca no tamanho dos fragmentos alinhados para o tamanho do fragmento visualizado no gel

deve-se principalmente pela forma com que tal gene foi seqiienciado. No sequenciamento direto

as extremidades do gene normalmente apresenta dificuldade de leitura para o seqiienciador e com

isso muitos erros de leitura s@o adquiridos na seqiiéncia gerada. Devido a esse fato, as
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extremidades foram recortadas da seqiiéncia final e alinhou-se apenas a regido interna do gene,
que € confidvel para a leitura.

O alinhamento mostrou que o gene € altamente polimorfico entre as espécies que fizeram
parte deste estudo.

Outro dado relevante foi a indisponibilidade de seqiiéncias desse gene nas espécies que
fizeram parte da filogenia baseado nos genes mitocondriais.

A partir desse alinhamento foi construida uma filogenia baseada em método de distancia

utilizando algoritmo Neighbor Joining com modelo Kimura 2-p (Figura 32).

Espécies de
triatomineos
encontradas na
América do Norte
e Central

T. pallidipennis

T. picturata

T. mazzottii

91 T. phyllosoma
T. dimidiata
D. maximus
T. rubida

Espécies de
triatomineos
encontradas na

100

América do Sul

T. inefstans

T. maculata

T. brasiliensis

P. megistus

T. sordida
T. platensis

T. melanica
T. sherlocki
T. brasiliensis (CTA 076 — SESA)

R. prolixus

P Grupo externo
0.1

Figura 32. Arvore filogenética proposta a partir do alinhamento das seqiiéncias do espacador
interno transcrito 2 (ITS-2) construida com algoritmo Neighbor Joining utilizando modelo
Kimura 2-p observado em T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA 076 - SESA), T. melanica, outras
espécies da Tribo Triatomini (D. maxima e P. megistus) e R. prolixus como tdxon externo.

A andlise da filogenia baseada no gene do espagador interno transcrito 2 (I7S-2) permite
observar que R. prolixus ficou bem definido com tdxon externo e as outras espécies da Tribo
Triatomini divididas em dois clados. T. sherlocki aparece mais estritamente relacionado com T.

brasiliensis (CTA 076 — SESA) e T. melanica como tdxon irmdo dessas duas espécies, nesse
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clado ainda aparecem 7. platensis, T. sordida e P. megistus, repectivamente como tdxons mais
externos.

No outro clado hd uma subdivisao envolvendo espécies encontradas na América do Norte
e Central e espécies encontradas na América do Sul. O que chama bastante a atencdo € o fato de
T. brasiliensis, T. maculata e T. infestans estarem mais estritamente relacionados com os
triatomineos norte-americanos do que com os sul-americanos, visto que nas filogenias
construidas baseadas nos genes mitcondriais iSso ndo aconteceu.

Uma nova filogenia foi proposta baseada em parametro de Maxima Parcimdnia com o
intuito de confirmar essa relacdo que as espécies apresentaram em metodologia de distancia

(Figura 33).

T. mazzottii
D3
T. phyllosoma

=

Espécies de
triatomineos
encontrados na
América do
Norte e Central

T. pallidipennis

T. dimidiata

T. picturatg

[ |D3 T. maculata
T. brasiliensis
. maimus Espécies de

triatomineos
encontrados
na América
do Sul

" brasiliensis (CTA 076 — SESA)
T. sherlocki

T. melanica

———— T. sordida

T. platensis

P. megistus

R. prolixus _— Grupo externo

Figura 33. Topologia inferida baseada em parimetro de Mdxima ParcimOnia a partir das
seqiiéncias alinhadas do espagador interno transcrito 2 (ITS-2) observado em T. sherlocki, T.
brasiliensis (CTA 076 — SESA), T. melanica, outras espécies da Tribo Triatomini (D. maximus e
P. megistus) e R. prolixus como tdxon externo.
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As trés espécies estudadas (7. sherlocki, T. melanica e T. brasiliensis (CTA 076 — SESA))
aparecem em politomia, com 7. sordida, T. platensis e P. megistus como taxons mais externos. O
clado irmao apresenta 7. rubida como tdxon mais externo e uma divisdao onde em um grupo
encontra-se triatomineos norte-americanos € no outro grupo triatomineos sul-americanos. D.
maxima aparece estritamente relacionado com o clado formado pelas espécies sul-americanas
representada por T. brasiliensis, T. maculata e T. infestans.

R. prolixus ficou bem definido como tdxon externo fornecendo enraizamento a topologia
inferida.

A melhor 4arvore encontrada por parcimOnia para inferir a filogenia baseada no
seqlienciamento do gene do espacador interno transcrito 2 (/7S5-2) necessitou de 718 passos
apresentando os valores de CI = 0,857; Rl = 0,927; RC = 0,794 e HI = 0,143.

Devido as espécies ndo serem as mesmas em todas as filogenias construidas, ndo foi
possivel inferir uma topologia dnica para os genes aqui estudados, o que seria de muita valia, em

decorréncia da variedade de relagdes que foram encontradas nas diferentes anélises.
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V. DISCUSSAO

T. brasiliensis ¢ uma espécie distribuida pelos estados do Nordeste brasileiro, Minas
Gerais e Goids (Galvao et al., 2003). Essa regido possui diversos ecossistemas e
conseqiientemente diferentes pressdes seletivas atuando sobre as espécies, forcando-as a se
adaptarem as mais variadas situacdes. Alteracdes comportamentais, fisioldgicas, metabdlicas
levam ao surgimento de subespécies ou mesmo espécies tendo como conseqiiéncia a extingdo ou
nao de uma espécie ancestral (Futuyma, 1992). Essas constatacdes poderiam explicar uma
possivel historia evolutiva do grupo “T. brasiliensis”.

A espécie T. sherlocki, coletada em 2003, tem sido encontrada em apenas uma pequena
area do interior da Bahia, em ambiente rochoso, desprovido de vegetacdo, a uma altitude de
473m habitada por lacertideos e roedores silvestres, no distrito de Santo Indcio, municipio de
Gentio do Ouro, proximo a Chapada Diamantina e ainda ndo foi encontrada em qualquer outra
area do Nordeste brasileiro. A sua descri¢do recente pode ser fruto da sua endemicidade aparente.
Apresenta caracteristicas peculiares como os hemiélitros reduzidos, anéis de cor laranja
avermelhado nos fémures e manchas do conexivo (Papa et al., 2002).

T. melanica (Costa et al., 2006), espécie recentemente descrita, antes uma subespécie de
T. brasiliensis, parece ser endémica no Norte de Minas Gerais. A distin¢cdo de T. melanica com as
outras subespécies de T. brasiliensis, revelada na construgao filogenética, aponta as diferencas
que essa espécie apresenta para o restante do grupo 7. brasiliensis.

A espécie T. melanica foi cedida em julho de 2006, oriundos de uma col6nia mantida no
Laboratério da Cole¢ao Entomoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (I0OC) desde 2004, proveniente
de Espinosa/MG onde foram coletados em ambiente silvestre e pedregoso. Essa espécie foi
incluida no projeto como uma necessidade, visto que os resultados obtidos a partir das seqii€éncias
geradas do citocromo b mostraram semelhancgas dessa espécie com 7. sherlocki. Contudo, para se
confirmar esta estrita relacdo entre 7. sherlocki e T. melanica, as demais seqii€éncias, como a
grande subunidade ribossomal (/6S) do genoma mitocondrial, da grande subunidade ribossomal
D2 (28S) e do espacador interno transcrito 2 (I75-2) do genoma nuclear, foram relevantes para
esclarecer os resultados que haviam sido encontrados.

Apenas com a seqiiéncia do gene mitrocondrial do citocromo b verifica-se que T.

sherlocki poderia ser identificado como um haplétipo do 7. brasiliensis, levando em consideragao
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a metodologia aplicada por Monteiro et al. (2004), ja que esse se enquadra muito bem dentro das
variabilidades genéticas encontradas para o grupo 7. brasiliensis, por vezes assemelhando-se
mais com um haplétipo, no caso o “H”, do que mesmo as semelhangas encontradas entre os
haplétipos. Porém, ao analisarmos morfologicamente estas duas espécies constatamos grandes
diferencas.

T. sherlocki e T. melanica revelaram-se estritamente relacionados filogeneticamente em
todas as andlises realizadas para o gene do citocromo b, tanto distdncia como Maéxima
Parcimonia. Na filogenia proposta envolvendo T. sherlocki, T. brasiliensis (CTA — SESA) e
todos os haplétipos de T. brasiliensis (Monteiro et al., 2004) (Figura 9), baseada em Mdéxima
Parcimoénia, o interessante de se observar € a separacao evidente das duas espécies recentemente
descritas, 7. melanica e T. juazeirensis, para as outras duas subespécies, 7. brasiliensis
brasiliensis e T. brasiliensis macromelasoma, que aparecem como espécies-irmas.

Nas andlises do citocromo b envolvendo outros géneros de triatomineos, ficou evidente a
separacdo das tribos, Triatominae e Rhodniini, e dentro das espécies da Tribo Triatomini, uma
segunda divisdo bem evidenciada foi em relagdo as espécies sul-americanas e norte-americanas.
Essa separacdo das espécies por distribuicdo geografica ndo ocorreu na topologia baseada nas
seqiiencias de aminodcidos, aparecendo 7. infestans mais proximo filogeneticamente das espécies
norte-americanas, € na topologia concatenada envolvendo os dados do citocromo b e da grande
subunidade ribossomal (/6S), aparecendo P. megistus mais préoximo filogeneticamente das
espécies norte-americanas.

A espécie T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) utilizada neste projeto, proveniente do Piauti,
€ idéntica ao haplétipo "v" (Monteiro et al., 2004) proveniente do Ceard, no que diz respeito a
seqiiéncia do citocromo b, identificada no referido trabalho como sendo a subespécie T.
brasiliensis brasiliensis, aparecendo como tdxon irmao de 7. sherlocki e T. melanica nas analises
de distancia (envolvendo outros gé€neros de triatomineos), na topologia inferida baseada nas
seqiiencias de aminoécidos, e na andlise de Mdxima Parcimodnia com os dados concatenados do
citocromo b e da grande subunidade ribossomal (16S). T. brasiliensis (CTA 076 — SESA)
apareceu proxima filogeneticamente a 7. sordida na filogenia envolvendo outros géneros de
triatomineos baseada em Mdxima Parcimonia.

A filogenia baseada no gene da grande subunidade ribossomal (/6S) do genoma

mitocondrial apresentou alguns dados interessantes. 7. sherlocki e T. melanica foram mais
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proximos filogeneticamente nas analises de distancia e nos dados concatenados, envolvendo o
citocromo b e a grande subunidade ribossomal (/6S), apresentando T. brasiliensis (CTA 076 —
SESA) como tdxon irmao. Em relacdo a anélise de Maxima Parcimonia, 7. sherlocki revelou-se
mais proximo filogeneticamente a 7. brasiliensis e T. melanica aparecendo como tdxon irmao. As
duas tribos, Triatomini e Rhodniini, foram claramente separadas em todas as andlises para esse
gene e dentro das espécies da Tribo Triatomini as mesmas se portaram de maneiras diferentes nas
diversas andlises. Na andlise de distancia 7. protracta e T. nitida aparecem como grupo irmao de
P. megistus e D. maximus, e esse clado revela-se mais préximo filogeneticamente do clado onde
estdo relacionadas as espécies sul-americanas do que com o clado onde estdo presentes as
espécies norte-americanas. Nas andlises de Médxima Parcimonia e dos dados concatenados do
citocromo b e da grande subunidade ribossomal (/6S), as espécies ficaram claramente separadas
no que diz respeito a distribuicdo geogréfica, excecao feita com a espécie P. megistus, que nas
duas anélises apresentou-se filogeneticamente mais proxima das espécies norte-americanas.

A analise do gene da grande subunidade ribossomal D2 (28S) apresentou uma tricotomia
envolvendo as espécies T. sherlocki, T. melanica T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) na andlise
baseada em Maxima ParcimoOnia. Na andlise de distancia 7. melanica aparece um pouco mais
distante em relacdo as outras duas espécies. O grupo irmao foi representado pelas espécies R.
prolixus, R. robustus e R. nasutus e o suporte foi dado pelo tdxon externo Corythucha sp. A
filogenia foi subestimada devido ao baixo nimero de tixons presentes na arvore, ndo sendo
possivel observar as relagdes que outras espécies, principalmente aquelas presentes nas filogenias
baseadas nos genes mitocondriais. Esse fato ocorreu devido a auséncia de seqiiéncias desse gene
para outras espécies de triatomineos nos bancos de dados. Mesmo a relacio entre as trés espécies
estudadas trouxe dificuldade para andlise, uma vez que as mesmas aparecem em tricotomia, nao
guardando nenhuma rela¢do mais estreita uma com a outra. Desse modo os dados obtidos neste
estudo ndo puderam ser confirmados.

O espacador interno transcrito 2 (ITS-2) foi o dltimo gene a ser seqiienciado e aquele que
apresentou maior dificuldade. Para a sua amplificacdo foram testados 6 primers e apenas com 0s
dois dltimos foi possivel visualizar um fragmento de aproximadamente 650 pares de bases para
as trés espécies estudadas. A clonagem e a transformacdo também trouxeram obsticulos para a
obtencdo das seqii€éncias desse gene, e devido a esses problemas o seu sequenciamento foi direto,

sem clonagem, como nos demais genes. Os vdrios tamanhos dos fragmentos analisados nas trés
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espécies estudadas, deveram-se a provdveis erros de leitura no seqiienciador e também a enzima
utilizada para a amplificagdo, cujo fragmento gerado foi utilizado como molde para a reacdo de
sequenciamento.

O gene do espacador interno transcrito 2 (I7S-2) revelou-se altamente polimérfico e de
tamanhos variados entre as espécies utilizadas no alinhamento. A filogenia baseada em distancia
mostrou 7. maculata e T. brasiliensis (oriunda do Ceard) (Marcilla et al., 2001) mais préximas
filogeneticamente apresentando 7. infestans como tdxon irmao, formando um clado estritamente
relacionado com as espécies de triatomineos norte-americanas. Esse clado formado pelas espécies
norte-americanas mais as trés citadas acima aparecem como um grupo irmao das espécies sul-
americanas, onde 7. sherlocki aparece mais estritamente relacionado filogeneticamente com 7.
brasiliensis (CTA 076 — SESA), e T. melanica, T. platensis, T. sordida e P. megistus aparecem
como tdxons mais externo, respectivamente. R. prolixus ficou bem definido como grupo externo.

A andlise de Maxima Parcimoénia do gene do espacador interno transcrito 2 (I7S-2)
mostrou uma relacdo mais detalhada das espécies envolvidas, onde a separacdo das espécies por
distribuicao geografica, até aqui bem definidas, ndo foi observada. T. sherlocki, T. brasiliensis
(CTA 076 — SESA) e T. melanica aparecem em tricotomia, e 7. sordida, T. platensis e P.
megistus como espécies externas, respectivamente. 7. rubida aparece como tiaxon externo do
clado irmdo das espécies acima citadas, que revela ainda uma subdivisdo envolvendo espécies
norte-americanas em um grupo e 7. maculata, T. brasiliensis e T. infestans relacionadas
filogeneticamente com D. maximus em outro grupo.

A dificuldade de trabalhar com genes nucleares foi visivel neste projeto, tanto
tecnicamente, no caso da obtengdo das seqiiéncias do espacador interno transcrito 2 (I7S-2),
como filogeneticamente, no caso do gene da grande subunidade ribossomal D2 (28S) onde a falta
de seqiiéncias em bancos de dados de outros tdxons prejudicou a constru¢ao da filogenia.

A relagdo mais estreita entre as trés espécies estudadas nesse projeto se revelou em todas
as filogenias propostas para todos os genes aqui seqiienciados.

Uma provavel confirmacdo da afinidade entre 7. sherlocki e T. melanica viria com a
filogenia baseada em um gene nuclear, porém, a indisponibilidade de seqiiéncias de outros
triatomineos fez com que a arvore filogenética nao apresentasse a robustez desejada.

Alguns resultados encontrados necessitam de maiores informagdes para esclarecer de

maneira mais segura as relagdes filogenéticas de algumas espécies, como € o caso de P. megistus
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e T. infestans, revelando em algumas topologias maior afinidade com as espécies norte-
americanas.

A intencdo de construir uma filogenia tnica, concatenando todas as seqiiéncias, ndo foi
possivel pelo fato das espécies ndo terem em comum em todas as andlises, mesmo assim
observam-se as relacdes de afinidade entre as espécies analisadas visualizando um padrdo

esperado para topologias que vierem a ser construidas.
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VI. CONCLUSOES

O seqiienciamento de genes mitocondriais, do citocromo b (cytb) e da grande subunidade
ribossomal (/6S5), e nucleares, do espacador interno transcrito 2 (I7S-2) e da grande subunidade
ribossomal D2 (28S), mostraram-se uteis para estudos filogenéticos das espécies pertencentes a

subfamilia Triatominae.

Com base nas seqii€ncias geradas dos genes das trés espécies estudadas neste projeto, 7.

sherlocki revelou uma maior afinidade com a espécie T. melanica.

T. brasiliensis (CTA 076 — SESA) mostrou-se filogeneticamente mais relacionado com 7.
sordida, de acordo com a seqiiéncia do citocromo b, aparecendo como tixon irmao de T.

sherlocki e T. melanica nos outros genes seqiienciados.

As relagdes filogenéticas revelaram uma evidente separacdo entre os triatomineos norte-
americancos e os sul-americanos, exce¢do para 7. infestans e P. megistus que mostraram mais
afinidade com os triatomineos norte-americanos nas filogenias baseadas nas seqiiéncias dos

aminoécidos do citocromo b e da grande subunidade ribossomal (/6S) do genoma mitocondrial.

Os genes nucleares apresentaram filogenia diferente daquelas apresentadas para os genes

mitocondriais.

A filogenia baseada na grande subunidade ribossomal D2 (28S) foi subestimada pelo

baixo numero de seqiiéncias disponiveis em bancos de dados.

As seqiiéncias do espacador interno transcrito 2 (I7S-2) foi altamente polimoérifca para
todos os tdxons analisados e a filogenia inferida confirmou a estrita relacdo encontrada para T.
sherlocki, T. melanica e T. brasiliensis (CTA 076 — SESA), porém variando em relagdo aos

outros taxons.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1

Tabela 1. Codigo de acesso no GenBank das seqiiéncias utilizadas no alinhamento do gene
mitocondrial do citocromo b para inferir possiveis relagdes filogenéticas entre diversas espécies

de

triatomineos. Disponivel em: “National Center for Biotechnology Information”
(www.ncbi.nlm.nih.gov).
DNA Mitocondrial DNA Nuclear
| Citocromo b | 16S | Irs-2 | 28S
A. cristatus AF045729.1 AF045712
Corythucha sp DQ133587.1
D. maximus AF045728.1 AY185831.1 AJ286887.1
P. megistus AF045722.1 AF021181.1 AJ306542
Psa. coreodes AF045719 AF045708.1
R. brethesi AF045714.1 AF045710.1
R. ecuadoriensis AF045715.1 AF028746
R. nasutus naBR AF435856.1
R. neglectus AF045716.1 AF045704
R. pallescens AF045706
R. pictipes AF045713.1  AF045709.1
R. prolixus AF324519 AJ286888
R. prolixus prCO1 AF435860.1
R. prolixus prVES AF435862.1
R. robustus AF421341.1  AF045705.2
R. robustus roBR4 AF435857.1
R. robustus roBR8 AF435859.1
R. robustus roEC AF435858.1
R. robustus roVE2 AF435861.1
T. brasiliensis AF021185 AJ293591.1
T. brasiliensis a AY336524
T. brasiliensis b AY494140
T. brasiliensis c AY494141
T. brasiliensis d AY494142
T. brasiliensis e AY494143
T. brasiliensis f AY494144
T. brasiliensis g AY494145
T. brasiliensis h AY494146
T. brasiliensis i AY494147
T. brasiliensis j AY494148
T. brasiliensis k AY494149
T. brasiliensis 1 AY494150
T. brasiliensis m AY494151
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T. brasiliensis n
T. brasiliensis o
T. brasiliensis p
T. brasiliensis q
T. brasiliensis r
T. brasiliensis s
T. brasiliensis t
T. brasiliensis u
T. brasiliensis v
T. brasiliensis w
T. brasiliensis X
T. brasiliensis y
T. brasiliensis z
T. brasiliensis A
T. brasiliensis B
T. brasiliensis C
T. brasiliensis D
T. brasiliensis E
T. brasiliensis F
T. brasiliensis G
T. brasiliensis H
T. brasiliensis 1
T. dimidiata

T. infestans

T. maculata

T. mazzottii

T. nitida

T. pallidipennis
T. phyllosoma
T. picturata

T. platensis

T. protracta

T. recurva

T. rubida

T. rubida sonoriana

T. sanguisuga
T. sordida

AY494152
AY494153
AY494154
AY494155
AY494156
AY494157
AY494158
AY494159
AY494160
AY336525
AY494161
AY494162
AY494163
AY494164
AY336526
AY494165
AY494166
AY494167
AY494168
AY494169
AY336527
AY494170
AF301594.1
AF045721.1

AY859422
AF045723.1
DQ198814.1
DQ198818.1
AY859413.1

AF045727.1
DQ198812.1

DQ198810.1
AF045725.1
AF045730.1

AY035448.1
AF021198.1

AY035446
AF045702.1
AY185839.1

AY185840.1
AF021201.1
AF324529.1

AF045696.1
AF021209.1

AY860415.1
AJ286874.1
AJ582027
AJ286885

AY860403.1
AJ286881.1

AY860404.1
AJ576062.1

AY860389.1

AJ576063.1
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ANEXO II

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que o contetido de minha disserta¢o/ tese de mestrado
intitulada “Amnalise da realcio filogenética entre Triatoma sherlocki Papa, Jurberg,
Carcavallo, Cerqueria & Barata, 2002 e 7. brasiliensis Neiva, 1911 (Hemiptera,

Reduviidae) baseada no sequenciamento de genes mitocondriais e nucleares™:

(X)) nfo se enquadra no Artigo 1°, § 3° da Informagio CCPG 002/06, referente a
bioética e biosseguranca.

( ) esta inserido no Projeto CiBio (Protocolo n° ), intitulado

( ) tem autorizagio da Comissfio de Etica em Experimentagfio Animal (Protocolo
n° ).

( ) tem autorizagfio do Comité de Etica para Pesquisa com Seres Humanos (?)

(Protocolo n° ).
[/Q“m-xr‘ ~Noas” Mw%wm
/7% ;é;a/

Para uso da Comissio ou Comité pertinente:

( )Deferido ( )Indeferido

Nome:
Funcio:
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