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RESUMO

Flebotomineos sdo os insetos vetores das leishmanioses e Lutzomyia longipalpis
(Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) o principal transmissor da Leishmania infantum
chagasi, agente etiolégico da Leishmaniose Visceral Americana (LVA). Devido a sua
importancia como vetor, diversos estudos foram conduzidos de forma a verificar o real status
taxondmico de L. longipalpis. A existéncia de um complexo de espécies cripticas entre
populacdes brasileiras ainda é conflituosa. No presente trabalho, foram isolados fragmentos
de trés genes associados a resisténcia a inseticidas, os genes paralytic (para),
Acetylcholinesterase (Ace) e Resistant to dielrin (Rdl). Foi escolhida uma regido do gene
para onde algumas mutagdes para resisténcia a piretréides e DDT ocorrem em outras espécies
de insetos, para ser utilizada como marcador para estudar populacdes brasileiras de L.
longipalpis e para investigar a ocorréncia de muta¢des potencialmente associadas a resisténcia
a inseticidas neste vetor. Amostras das localidades de Sobral (CE), Pancas (ES), Lapinha
(MG), Jacobina (BA), Estrela de Alagoas (AL) e Nisia Floresta, Grande Natal (RN) foram
analisadas. Os resultados obtidos com o gene para, corroboram resultados anteriores
mostrando que em Sobral, machos com os fendtipos de uma (1S) e duas (2S) pintas
abdominais pertencem a duas espécies cripticas vivendo em simpatria. A ocorréncia de
diferencas fixas no fragmento estudado entre os dois tipos de machos, torna para um
marcador molecular muito util para identificar fémeas dessas duas espécies em estudos
futuros. Os dados apresentados também sugerem que Pancas, Sobral 2S e Natal pertencem a
mesma espécie, enquanto Sobral 1S, Lapinha, Jacobina e Estrela 1S, provavelmente
representariam quatro outras espécies no Brasil. Os resultados obtidos estdo de acordo com
estudos anteriores utilizando outros marcadores moleculares, experimentos de cruzamentos,
feromonio e andlise de som de cOpula, e sugerem fortemente a existéncia de um complexo de
espécies entre populacdes brasileiras de L. longipalpis. Esse estudo também representa uma
primeira andlise do uso de genes de resisténcia a inseticidas com esse importante vetor da

leishmaniose.
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ABSTRACT

Sandflies are the vectors of leishmaniasis and Lutzomyia longipalpis (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae) is the main vector of Leishmania infantum chagasi, the
causative agent of American Visceral Leishmaniasis (AVL). Because of its importance as a
vector, several studies have been carried out to verify the real taxonomic status of L.
longipalpis and the existence of cryptic sibling species among Brazilian populations is still a
controversial issue. Fragments of three genes associated with insecticide resistance were
isolated: paralytic (para), Acetylcholinesterase (Ace) and Resistant to dielrin (Rdl). In
addition, a region of the para gene were many pyrethroid and DDT resistance mutations occur
in other insect species, was used as a molecular marker to study Brazilian populations of L.
longipalpis and to investigate the occurrence of mutations potentially associated with
insecticide resistance in this vector. Samples from the Brazilian localities of Sobral (CE),
Pancas (ES), Lapinha (MG), Jacobina (BA), Estrela de Alagoas (AL) and Nisia Floresta,
Great Natal (RN) were analyzed. The results obtained with the para gene support previous
results showing that in Sobral L. longipalpis males carrying one (1S) and two (2S) abdominal
spots belong to two sympatric sibling species. The occurrence of fixed differences in the
studied gene fragment between the two types of males makes para a very useful molecular
marker to identify females of these two species in future studies. Data presented here also
suggests that Pancas, Sobral 2S and Natal belong to the same sibling species, while Sobral 1S,
Lapinha, Jacobina and Estrela 1S probably represent four other sibling species in Brazil.
These results are in agreement with previous studies using other molecular markers, crossing
experiments, pheromone and copulation song analysis, and strongly support the existence of a
species complex among Brazilian populations of L. longipalpis. The present study also
represents the first analysis of insecticide resistance genes in this important leishmaniasis

vector.
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1. INTRODUCAO

1.1 O complexo Lutzomyia longipalpis
Flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) sdo os vetores das
leishmanioses (Tesh & Guzmam, 1996; Munstermann, 2005) e Lutzomyia longipalpis (Lutz
& Neiva, 1912) € o principal transmissor da Leishmania infantum chagasi (Cunha & Chagas,
1937), agente etioldgico da Leishmaniose Visceral Americana (LVA). Este vetor possui uma
distribuicdo ampla, porém descontinua, que se estende desde o México (20° Latitude Norte)
até o Norte da Argentina (28° Latitude Sul) (Young & Duncan, 1994), existindo um grau
considerdvel de isolamento entre as numerosas populacdes devido a sua baixa mobilidade
assim como as barreiras geogréaficas e climaticas
(Lanzaro et al, 1993; Alexander et al, 1998).
Ap6s a publicagdo (post mortem) por
Mangabeira (1969) do primeiro artigo sugerindo
que este vetor deveria fazer parte de um
complexo de espécies, numerosos estudos foram
conduzidos de forma a verificar o grau de
diferenciagdo entre populacdes deste vetor.
Mangabeira encontrou diferencas no fenétipo de
pintas nos tergitos abdominais de populagcdes de

L. longipalpis (Figura 1.1). Machos coletados

no Estado do Ceard (Nordeste) possuiam duas

. . . Fig 1.1: Variacdo no nimero de pintas nos
pintas, uma no terceiro e outra no quarto tergito tergitos abdominais de machos de L.

longipalpis (retirado de Ward et al, 2003)
abdominal (sendo este fen6tipo chamado de 2S)

enquanto machos coletados no Pard (Norte) possuiam apenas uma pinta no quarto tergito

abdominal (fenétipo chamado de 1S). Nesse trabalho também se ressaltou o fato das duas



formas serem encontradas em condigdes ecoldgicas distintas e, assim, se especulou que elas
poderiam representar diferentes espécies ou variedades.

Devido a sua importincia como vetor, diversos estudos morfolégicos,
comportamentais, bioquimicos, isoenzimdticos e genéticos envolvendo populacdes de L.
longipalpis de diferentes localidades foram realizados com a finalidade de esclarecer o status
taxondmico desta espécie (Uribe, 1999). Em uma recente revisdo feita por Bauzer e
colaboradores (Bauzer et al, 2007), onde um resumo dos principais trabalhos envolvendo esta
espécie foi realizado, todos os estudos comparando amostras da América Central com a
América do Sul sugerem que L. longipalpis de fato seja um complexo de espécies (e.g.
Lanzaro et al, 1993; Arrivilaga et al, 2003). Contudo, em populacdes brasileiras, até
recentemente a controvérsia com relacio a existéncia de um complexo ainda era grande, ja
que os resultados obtidos com a andlise de cruzamentos e feromdnios de um lado (e.g. Ward
et al, 1983, 1988) e isoenzimas do outro (Mukhopadhyay et al, 1998; Mutebi et al, 1999;
Azevedo et al., 2000) eram contraditdrios.

De acordo com os autores contrarios a idéia da existéncia de um complexo, os seus
estudos falharam em detectar uma divergéncia genética suficiente para indicar a presenca de
uma ou mais espécies no Brasil (Mukhopadhyay er al, 1998; Mutebi et al, 1999; Azevedo et
al., 2000). Contudo, as evidéncias obtidas com diferentes andlises (cruzamentos, feromonios,
sinais acusticos e marcadores moleculares), sdo hoje, a favor da existéncia de um complexo
no Brasil (Bauzer et al, 2007).

Ward e colaboradores (1983) testaram, por andlise de cruzamentos, populagcdes
brasileiras simpétricas e alopdtricas que diferiam pelo nimero de pintas abdominais. Eles
observaram que entre duas coldnias oriundas de Sobral (Estado do Ceard) com machos
possuindo uma (1) e duas (2) pintas havia baixa taxa de inseminacdo, sugerindo que elas
poderiam representar diferentes espécies cripticas em simpatria. Também se verificou uma

baixa taxa de inseminacdo entre colonias contendo machos com duas pintas (2S) de Morada



Nova (CE) e machos contendo uma pinta (1S) de Lapinha (Estado de Minas Gerais) e entre
machos 1S da Ilha de Maraj6 e machos 1S de Lapinha. Esses resultados foram confirmados
posteriormente, incluindo outras populagdes, (Ward et al, 1988) e validaram a hipétese de que
L. longipalpis representa um complexo de espécies no Brasil. Nesse tultimo estudo, Ward e
colaboradores também verificaram a presenca de uma forma intermedidria entre o fen6tipo 1S
e 2S (uma pequena pinta no terceiro tergito e uma pinta no quarto) em altas freqiiéncias em
algumas localidades, principalmente na regido Nordeste, indicando um polimorfismo que
também era verificado entre cruzamentos de estirpes 1S e 2S (sugerindo ser este um carater
semidominante). Ainda que este fendtipo ndo seja espécie-especifico, ele pode ser util para
identificar espécies simpdtricas em localidades onde os fendtipos intermedidrios sejam raros,
como em Sobral (Ward et al, 1988).

Ao examinar os feromodnios produzidos por machos de diferentes populacdes, Ward e
colaboradores encontraram uma correlacdo positiva entre estes e o isolamento reprodutivo
observado em alguns cruzamentos (Ward et al, 1988). Andlises posteriores mostraram que
machos da localidade de Lapinha (MG) produzem o feromdnio 9-metilgermacreno-B
(Hamilton et al, 1996a), de Jacobina (Estado da Bahia) produzem o 3-metil-oi-himacaleno
(Hamilton et al, 1996b) e de Natal (Rio Grande do Norte) produzem cembreno (Souza et al.,
2002), também observado em populagdes do Norte e Nordeste, assim como na Ilha de Marajé
(Ward et al, 1988). Recentemente um novo tipo de cembreno foi descoberto na populacio de
Jaiba, MG (Hamilton et al 2004).

Uma outra evidéncia corroborando os dados a favor da existéncia de um complexo de
espécies foi obtida analisando o som de cOpula produzido por machos de L. longipalpis
(Souza et al, 2002). Em Drosophila, durante a corte os machos vibram suas asas produzindo
um sinal acustico (Hall, 1994). Esta serenata de amor aumenta a receptividade das fémeas e
foi descrito como um dos sinais que elas usam para reconhecer os machos da prépria espécie

(Kyriacou & Hall, 1982, 1986). Deste modo, variagdes neste som de corte sdo importantes no



isolamento reprodutivo entre espécies proximas de Drosophila (Kyriacou & Hall, 1982, 1986;
Ritchie et al, 1999). Em populacdes brasileiras de L. longipalpis, os dados de som e de
feromonio estdo correlacionados, sendo dois sinais que podem ter um papel importante no
isolamento reprodutivo de espécies proximas (Souza et al, 2004; Bauzer et al, 2007).

O estudo da especiagdo criptica € um dos temas mais interessantes em evolucdo e a sua
ocorréncia em flebotomineos tem importantes conseqiiéncias epidemioldgicas ji que a
divergéncia genética causada pela deriva gé€nica e/ou selecdo natural pode modificar a
capacidade vetorial, resultando em algumas populacdes mais eficientes como vetores que
outras (Lanzaro et al, 1993; Lanzaro & Warburg, 1995).

Desta maneira, a utilizacdo de marcadores genéticos que possam estar diretamente
associados ao processo de especiacdo se torna particularmente importante. Dentre os
marcadores mais interessantes neste aspecto, estdo os genes envolvidos no controle do
comportamento sexual que foram identificados no inseto modelo para estudos genéticos,
Drosophila melanogaster.

Alguns genes de Drosophila que controlam o som de corte ja foram identificados e
clonados (Hall, 1994) e dentre estes se destacam period e cacophony. O gene period esta
envolvido no controle do ritmo circadiano e no som de corte de Drosophila. O gene
cacophony codifica a subunidade 0-1 de um canal de cdlcio dependente de voltagem e
também esta envolvido no controle do som de corte de Drosophila (Smith et al, 1998; Peixoto
& Hall, 1998). Estes sdo, potencialmente, excelentes marcadores genéticos no estudo do
processo de especiagcdo ndo s6 de Drosophila como também de outros insetos que utilizam
sinais acusticos durante a corte, como € o caso de flebotomineos vetores (Ward et al, 1988;
Souza et al, 2002, 2004), e por este motivo eles foram isolados em L. longipalpis (Peixoto et
al, 2001).

Estudos prévios utilizando a regido IVS6 do gene cacophony mostraram que esta

regido do gene serviria como um Otimo marcador molecular em estudos de genética de



populacdes e especiacdo em flebotomineos, pois inclui um intron com alta variabilidade e
divergéncia entre espécies proximas (Lins et al, 2002). Isto veio a se confirmar com a andlise
de populagdes naturais de L. longipalpis (Bottecchia et al, 2004), que juntamente com oS
resultados obtidos com o estudo dos sons de copula (Souza et al, 2002; 2004) e com a andlise
molecular do gene period (Bauzer et al, 2002a,b), indicaram a existéncia de um complexo de
espécies cripticas. Estes resultados foram corroborados também com andlise de microsatélites
(Maingon et al, 2003; Watts et al, 2005). No entanto, os dados obtidos tanto com cacophony
como com period sugerem a ocorréncia de introgressdo entre os membros do complexo. Esta
observacdo tem importantes conseqiiéncias epidemioldgicas ja que torna possivel ndo sé a
passagem de genes envolvidos na competéncia vetorial entre uma espécie e outra, como
também a dissemina¢@o de genes controlando a resisténcia a inseticidas (Weill et al, 2000)
que estdo sendo ou poderdo ser utilizados no controle de L. longipalpis (e.g. De Silans et al,
1998).

Curiosamente, diversos outros genes que controlam aspectos do som codificam
também canais idnicos (Peixoto & Hall, 1998). Estes por suas vez podem estar relacionados a
resisténcia a inseticidas o que os torna marcadores moleculares particularmente importantes

no estudo de insetos vetores.

1.2 Resisténcia a inseticidas

A resisténcia a inseticidas € uma das mais difundidas alteracdes genéticas causadas
pela atividade humana e representa um dos mais interessantes exemplos da acdo da selecdo
natural. Contudo, nds ainda compreendemos pouco sobre a origem e a distribui¢io de alelos
resistentes em populacdes naturais de insetos (Daborn et al, 2002). A resisténcia pode ser

mediada tanto por mudancas na sensibilidade de alvos de inseticidas no sistema nervoso



central quanto pelo metabolismo dos inseticidas antes que eles atinjam esses alvos (ffrench-
Constant et al, 1998).

Na resisténcia do tipo sitio-alvo, as causas mais comuns de resisténcia sdo as
mutagdes pontuais ndo silenciosas em genes estruturais. Para que a sele¢do da mutagdo venha
a ocorrer, a mudanca de aminodcido resultante deve reduzir a ligacdo do inseticida sem causar
a perda de sua funcdo priméria (Hemingway & Ranson, 2000). Nesse exemplo de resisténcia
podemos citar os casos da Acetilcolinaesterase (Ace), dos receptores GABA (4cido gama
amino butirico) e dos canais de sédio. Os organofosfatos e os carbamatos sdo alvo da
acetilcolinaesterase, que hidrolisa o neurotransmissor excitatdrio acetilcolina na membrana
nervosa pds-sindptica (Hemingway & Ranson, 2000). Altera¢es na acetilcolinaesterase em
insetos resistentes a organofosfatos e carbamatos resultam em um decréscimo na sensitividade
a inibi¢do da enzima por esses inseticidas (Ayad & Georghiou, 1975). Em insetos, o receptor
GABA ¢ um canal i6nico de cloro heteromultimérico, um canal de neurotransmissdo inibitdria
no sistema nervoso e nas jungdes neuromusculares (Bermudez et al, 1991). Esse receptor esta
envolvido como sitio de agdo para piretrdides e avermectinas, assim como para ciclodienos.
Esses inseticidas exercem seu efeito ao interagir com o iondéforo de cloro associado ao
receptor GABA (Bloomquist, 1994). No caso dos canais de sédio, o efeito farmacoldgico do
DDT e do piretréide é de causar uma ativagdo persistente do canal, adiando o mecanismo
voltagem-dependente normal de inativagdo (Soderlund & Bloomquist, 1989).

Na resisténcia metabdlica, hA um aumento da expressdo de enzimas capazes de
promover uma detoxificagdo frente aos inseticidas ou a substituicdo de aminodcidos nestas
enzimas, que pode alterar a afinidade da enzima para o inseticida, podendo resultar em altos
niveis de resisténcia a inseticidas. Um aumento da expressdao de genes codificando as
principais enzimas que metabolizam xenobidticos sdo a causa mais comum da resisténcia a

inseticidas em mosquitos. O aumento da produgdo dessas enzimas pode ter um menor custo



adaptativo do que aquele associado a alteracdes em genes estruturais porque a funcio primaria
da enzima nio € perdida (Hemingway & Ranson, 2000).

Trés grandes grupos de enzimas sio responsaveis pela resisténcia metabdlica: as DDT-
dehidroclorinases (anteriormente conhecidas como glutationa S-transferase), conferindo
resisténcia a inseticidas da classe dos organoclorados, organofosfatos, carbamatos e
piretrdides; as esterases, conferindo resisténcia aos organofosfatos, carbamatos e, em menor
escala aos piretroides e as monooxigenases, envolvidas no metabolismo de piretréides, na
ativacdo e/ou detoxificacdo de organofosfatos e em menor escala aos carbamatos
(Hemingway & Ranson, 2000).

Os inseticidas desempenham um papel central no controle dos principais vetores de
doengas tais como: mosquitos, flebotomineos, pulgas, piolhos, moscas tsé-tsés e triatomineos.
Contudo, desde a introducdo de potentes inseticidas sintéticos em programas de satde, o
principal problema técnico foi o desenvolvimento de resisténcia. O surgimento e o grau de
resisténcia encontrado em populagdes de insetos vetores é dependente tanto do volume quanto
da freqiiéncia das aplicacdes de inseticidas usados contra eles e as caracteristicas do ciclo de
vida das espécies de insetos envolvidas. Os mosquitos, por exemplo, possuem todas as
caracteristicas para o desenvolvimento ripido de resisté€ncia, incluindo ciclo de vida curto
com progénie abundante (Hemingway & Ranson, 2000). Atualmente, uma maior énfase em
pesquisa associada a resisténcia é dada aos seus mecanismos moleculares, ao seu manejo
racional, enfatizando o controle do desenvolvimento a dispersdo de populacdes de vetores

resistentes (Hemingway & Ranson, 2000).



1.3 Genes de Resisténcia em L. longipalpis

Em flebotomineos, a resisténcia a inseticidas tem sido pouco estudada e poucos casos
foram registrados. Dois deles envolvem a resist€éncia a DDT em Phlebotomus papatasi na
India (El-Sayed et al, 1989; Das Gupta et al, 1995) e um outro envolve o aumento de
esterases e reducdo da sensitividade da acetilcolinaesterase em P. argentipes (Surendran et al,
2005). Em L. longipalpis a ocorréncia de resisténcia ainda nio foi estabelecida e nido esta
claro se isto se deve a sua inexisténcia ou ao pequeno niumero de estudos com este vetor nesta
area.

Neste projeto propusemos isolar fragmentos de trés genes envolvidos com essa
caracteristica: a) o gene paralytic (para), que codifica a subunidade o de um canal de sédio
(Loughney et al, 1989; Littleton & Ganetzky, 2000) e estd envolvido ndo s6 no controle do
som de corte (Peixoto & Hall, 1998) como também na resisténcia a inseticidas da classe dos
piretréides (Pittendrigh et al, 1997). A regido de maior interesse se localiza na sexta
subunidade do segundo dominio (IIS6), onde uma das muta¢des que promove resisténcia ja
foi caracterizada e é conservada ao longo de varios taxons (L1029H) (Figura 1.2); b) o gene
Acetilcolinaesterase (Ace), que codifica a enzima de mesmo nome e que participa na sinapse
nervosa ao hidrolisar o neurotransmissor excitatorio acetilcolina na membrana nervosa pos-
sindptica (Hemingway & Ranson, 2000) e estd envolvido na resisténcia a organofosfatos e
carbamatos (Ayad & Georghiou, 1975). A Figura 1.3 mostra a localiza¢do aproximada do
fragmento que contém uma das mutagGes conservadas (F368Y); c) o gene resistant-to-
dieldrin (Rdl), que codifica o receptor GABA em insetos (Bermudez et al, 1991) e esta
envolvido principalmente como sitio de agdo para ciclodienos (Bloomquist, 1994). O
fragmento que contém o sitio ji descrito como responsivel pelo fendtipo de resisténcia

(A302S) esta contido no exon 7 (Figura 1.4) que codifica o dominio transmembrana M2 do



canal (Figura 1.5). A Figura 1.6 mostra as mutagdes pontuais no sitio 302 (A — S) no gene
Rdl que substituem o mesmo aminodcido ao longo de diferentes espécies de insetos

Em um segundo momento projetamos utilizar o gene para como marcador molecular
para analisar a variagcdo molecular na regido IIS6 em populacdes de L. longipalpis e verificar
a existéncia de mudancas de aminoacidos possivelmente associadas a resisténcia. Além disso,

esta regifo seria utilizada para estudar a diferenciagdo entre algumas populagdes brasileiras do

Complexo L. longipalpis.

(a)
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H.virescens-kdr "75132 PFFLAT"]"J*G)H{V\T_, NLFLALLLSN
H.virescens-susceptible SCIPFFLATVVIGNLVVLNLFLALLLSN
1I-S6 D.melanogaster-para SC_ PFFLAT JV GNLVV J\. LFLALLLSN
L1029H M. domestica-Cooper VSCIPFFLATVVIGNLVVLNLFLALLLSN
M. domestica-kdr VSCIPFFLATVVIGNFVVLNLFLALLLSN
B.germanica-kdr VSCIPFFLATVVIGNFVVLNLFLALLLSN

Figura 1.2: (a) Subunidade o do canal de s6dio codificado pelo gene para. A regido
envolvida pelo circulo em verde (II-S6) posiciona o local do fragmento obtido incluindo o

sitio onde a mutacdo (L — H) para resisténcia ocorre ao longo de varios tdxons (b) (retirado
de Zhao et al, 2000).
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Figura 1.3: Localizacdo aproximada da mutacdo (F — Y) conservada no gene Ace que
confere resisténcia a inseticidas. O retangulo azul evidencia a posi¢do conservada da
ocorréncia da mutacdo em diversas linhagens de Drosophila. Na figura, a linha de cima
mostra as regides gendmicas que codificam a proteina madura, os exons estdo numerados de
I-X. A parte inferior esquematiza a seqiiéncia da proteina com as posi¢des das mutacdes
mostradas abaixo (retirado e de Mutero et al, 1994, com adaptacdes)

Drosophila Rd
Exon 1

L

n

Figura 1.4: Localizacdo do exon que codifica a regido M2 onde a mutagdo para resisténcia no
gene Rdl ocorre (exon 7, seta em vermelho) (adaptado de Hosie et al, 1997).

Figura 1.5: Esquema do canal de cloro codificado pelo gene Rdl e a localizagao do dominio
transmembrana M2 onde a mutacdo conservada (A — S) para resisténcia ocorre (seta em
preto) (retirado de ffrench-Constant, 1999).

10



‘}A
Emino acid L N R N A T BF/L A R v 8/G L G v T T
D, mslancgastsr = CTC RAT OEC AAT CGUA ACC CC0C G0C OCT oTC GC0C COTC OCT OTE ACA ACC
D. simulans allele 1 R CTC RBAT OGC AAT GCA ACG COG G0G OGT GTG TCG CTC GGT GTG ACA  ACC
ts
D. simulans allele 2 8 CTC BAT OGC AAT GCA ACE C0F GO OST GTE@ GCG CTC GGT GTG ACA  ACC
R CTC RBAT OGC AAT GCA ACG COG G0G OGT GTG GGG CTC GGT GTG ACA  ACC
e
Housefly 8 CTT RAT OGT AAT GOT ACAR CCR GOC OGT GTAR GCT TTA GGT GTC ACC  ACT
R CTT RAT OGT AAT GOT ACAR CCAR GOC OGT GTA TCT TTA GGT GTC ACC ACC
ts
Red flour bestle 8 CT3 RBAT OGT AAC GOT ACT CTC GOC AGA GTG GCT CTG GGG GTC ACC  ACC
CTT RAT OGT AAT GOT ACAR CCAR GOC OGT GTRE TCT TTA GGT GTC ACC  ACT
ts
German cockroach 8 CTE RAC OGC ARY GOG ACG CCOC GOC OGA GTC GCC CTC GGG GTT ACC  ACT
CTS RAC OGC AAT GOG ACG CCOC GOC OGA GTC TCC CTC GGG GTT ACC ACT
ts
Tellow fever mosquito 8 CTA RAT AGHR GAT GOT ACAR CCAR GCTA OGT GTT GCA TTA GGT GTA  ACC ACT
CTA RAT AGHR GAT GOT ACAR CCA GCTA OGT GTT TCA TTA GGT GTA ACC ACT
ts
TRENDS in Genetics

Figura 1.6: Mutacdes pontuais no gene Rdl que substituem o mesmo aminodcido ao longo de
varias espécies de insetos. A resisténcia estd associada com a substituicdo da alanina na
posicdo 302 por serina (maior freqiiéncia) ou glicina. As setas indicam as posi¢des onde as
substitui¢des ocorrem (retirado de ffrench-Constant et al, 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1 Isolar e sequenciar em L. longipalpis fragmentos homdlogos aos genes paralytic (para),

Acetilcolinaesterase (Ace) e resistant-to-dieldrin (Rdl).

2.2 Analisar a variagdo molecular na regido IIS6 do gene para em populagdes de L.

longipalpis para verificar a existéncia de mudangas de aminodcidos possivelmente

associadas a resisténcia.

2.3 Utilizar o gene para como marcador molecular para estudar a diferencia¢do entre

algumas populacdes brasileiras do Complexo L. longipalpis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Amostras

Neste trabalho, foram analisadas as populagdes da localidade de Sobral - CE (40,5° O;
3,7O S) onde estudos com cruzamentos, feromonios, som de cépula, period e cacophony
(Ward et al, 1988; Souza e Peixoto; resultados ndo publicados; Bauzer er al, 2002b;
Bottecchia et al 2004) indicam a ocorréncia em simpatria de duas espécies do complexo que
diferem no padrio de manchas abdominais dos machos (um ou dois pares de pintas).
Estudamos também, a populagdo de Pancas — ES (40,8O O; 19,20 S), onde ja foram utilizados
inseticidas da classe dos piretréides (Dr. Aloisio Falqueto, comunicacdo pessoal) para se
determinar a existéncia ou ndo de alelos carregando mutagdes semelhantes aquelas
identificadas em outros insetos. Também foram incluidas as popula¢des da gruta da Lapinha
(Lagoa Santa - MG) (43,9° 0; 19,6° S), Jacobina — BA (40,6° O; 11,1° S), Estrela de Alagoas
- AL (36,80 O; 9,40 S) e Nisia Floresta - Grande Natal, RN (35,20 O; 6° S). As amostras
usadas sdo provenientes de captura diretamente do campo, mantidas em dlcool 96 % ou

congeladas a -20° C até a andlise.

3.2 — Preparacao de DNA e cDNA

Na obtencdo dos fragmentos iniciais do gene Ace de Drosophila, foi utilizado DNA
gendmico de L. longipalpis preparado com o kit Genomic Prep — Cells and Tissue DNA
Isolation Kit (Amersham Biosciences) seguindo o protocolo do fabricante. Devido as
dificuldades iniciais encontradas na obtencdo dos fragmentos dos demais genes estudados,
optamos por utilizar cDNA ao invés de DNA gendmico, com o objetivo de reduzir os sitios de
ligacdo possiveis para os oligos dos genes para e Rdl. Na preparagdo do cDNA, utilizamos o

kit Quick prep Micro mRNA Purification Kit (Amersham Biosciences) para o isolamento do
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RNA e o kit First Strand cDNA Synthesis kit (Amersham Biosciences) para a sintese do
cDNA.

Para as demais andlises, 0 DNA gendmico individual foi preparado com um método
rapido semelhante ao descrito por Jowett (1998). O espécime inteiro foi macerado em 50ul de
Buffer Sq (Triton X-100 0,2%, Tris-HCl 10 mM pH 8,2, EDTA 2 mM), adicionando-se, ao
final, 1ul de proteinase K (20 mg/mL). As amostras ficaram incubando por 1 h, sendo
posteriormente aquecidas a 95°C por cerca de 10 minutos para a completa inativagdo da

proteinase K antes do seu uso no PCR.

3.3- Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) e Purificacio dos fragmentos

A amplificacdo dos fragmentos iniciais deste trabalho foi obtida com a técnica de PCR
com oligos degenerados. As solugdes para a reacdo inclufam: 4,0 ul de tampao 10X (10 mM
Tris-HCl pH 8,5; KC1 50 mM e MgCl, 1,5 mM), 0,4 ul de Tag DNA polimerase (5 unidades /
ul, AB gene), 0,8 ul de dNTPs (10 mM cada), 8 ul de cada oligo (10 uM), 4 ul de DNA
gendmico (no caso do gene Ace) ou 4 ul de cDNA (no caso dos genes para e Rdl)
(concentragcdes exatas desconhecidas em ambos os casos), 3 ul de MgCl, (25 uM) e dgua
mili-Q até completar o volume de 40 pl. Na obtengdo destes fragmentos houve a necessidade
de reamplificacdo, onde os componentes foram mantidos, exceto a substituicio do DNA /
cDNA por 5 pl da primeira reacdo de PCR. As condicdes de temperatura foram idénticas para
os genes Ace e Rdl na amplificacdo e reamplificagdo: desnaturacdo inicial de 95° C por 3
minutos; 30 ciclos de 95° C por 30 segundos de desnaturag¢do, 50° C de anelamento por 30
segundos e 72° C por 30 segundos de extensdo; ao final, a temperatura era reduzida a 4° C até
que as amostras fossem retiradas do termociclador. Devido ao insucesso inicial ao tentar
amplificar fragmentos do gene para usando essas condicdes de temperatura, recorremos ao
método fouchdown na amplificacdo e reamplificacdo segundo as condigdes: 94° C por 3

minutos de desnaturagdo inicial; 15 ciclos de 94° C por 1 minuto de desnaturacio, 50° C por
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90 segundos de anelamento (com o decréscimo de 1 grau por ciclo) e 72° C por 1 minuto de
temperatura de extensao; seguidos de 20 ciclos de 94° C por 1 minuto, 50° C por 90 segundos
e 72° C por 1 minuto; ao final, reduzindo a temperatura a 4° C até que as amostras fossem
retiradas do termociclador.

Na amplificacdo do gene Ace testamos diversos pares de oligos correspondentes a
regides ja estudadas em outros modelos e que contem mutacdes associadas a resisténcia,
entretanto, apenas o par de oligos descrito a seguir amplificou um dos fragmentos desejados:
SacedegC (5" - ACNATGAAYGCNCCNTG - 3%) cujo fragmento traduzido corresponde a
seqiiéncia de aminoacidos “TMNAPW” e 3acedegC (5- CNCCRTCDATNGTNGG - 39)
correspondente ao fragmento traduzido “PTIDGA”. Para o gene para usamos: SparalldegC
(5°- TGGAAYTTYACNGAYTT - 3°) cujo fragmento traduzido corresponde a “WNFTDF” e
3paralldegB (5°- TTRTTNGTRTCRTTRTC - 3) correspondente ao fragmento traduzido
“DNDTNK”; na amplificagdo do fragmento do gene Rdl foram usados os oligos: 5rdl degB
(5°- TGGGTNWSNTTYTGGYT - 3°) equivalente ao fragmento traduzido “WVSFWL” e
3rdldegA (5- GCRAANACCATNACRAA - 37) equivalente a “FVMVFA”.

A partir do fragmento inicial do gene para gerado pela técnica de PCR com oligos
degenerados, foi desenhado um par de oligos especificos que foram utilizados para amplificar
fragmentos deste gene em todas as populacdes estudadas, sendo eles: Sllpara2 (5°-
ACGGACTTCATGCATTCATTC - 37) e 3llparal (5- TGGTGCTGATAAACTTGACG -
37%). Para essas andlises utilizamos o PCR Master Mix (Promega), por ser mais prético e
diminuir as chances de contaminacdo, com as seguintes quantidades por amostra: 25 ul de
PCR Master Mix, 5 pl de cada oligo (10 uM), 4 pl de DNA gendmico (concentracdo
desconhecida) e 11 pl de d4gua mili-Q para completar os 50 pl de volume final. Nesse caso, as
condicdes de temperatura foram: 95° C por 3 minutos de desnaturagdo inicial; 35 ciclos de 95°

C por 30 segundos, 60° C por 30 segundos e 72° C por 30 segundos; ao final, a temperatura
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era reduzida a 4° C até que as amostras fossem retiradas do termociclador. Foram feitos
controles negativos em todas as reacdes.

A eletroforese das reacdes de PCR (em média foram usados 10 pl) foi realizada em gel
de agarose a 2% com brometo de etidio (0,05 pg / 100 ml), utilizando-se TAE 1X (Tris-
Borato EDTA 1X) como tampao de corrida a aproximadamente 120V. Como marcador de
peso molecular foi usado o /00 Base-Pair Ladder (Amersham Biosciences) e como corante
de corrida o Gel loading solution (azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25%, sacarose
40%). Os géis foram posteriormente fotografados em transiluminador UV.

Os fragmentos iniciais foram purificados com o kit Wizard PCR Preps DNA
Purification System (Promega). Os fragmentos do gene para usados nas andlises posteriores
foram purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean System (Promega) ambos de

acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante.

3.4 — Clonagem dos produtos de PCR

Todos os fragmentos gerados foram ligados a vetor plasmidial com o kit pMosblue
blunt-ended cloning kit (Amersham Biosciences) seguindo o protocolo fornecido pelo
fabricante com redugdo dos volumes a metade nas andlises de populagdes. As ligacdes foram
usadas na transformacao de células competentes de Escherichia coli DHS5-a e colocadas para
crescer em meio LB sélido contendo ampicilina (100 pg / pl), X-gal (2%) e IPTG (100 mM).
As colonias brancas e / ou azul claras foram inoculadas em meio LB liquido (1,5 a 3 ml) ou
meio SOC (80 ul para cada 20 ul de célula) com ampicilina (75 pg / pl) e colocadas sob
agitacdo (cerca de 200 RPM) por 16-22 horas a 37° C. As células foram centrifugadas e os
pellets foram guardados a -20° C até o isolamento do DNA plasmidial, onde foi utilizado o kit
Flexiprep (Amersham Biosciences) ou utilizando o método de mini-preparacio em
microplacas de 96 pogos, com o uso da técnica da lise alcalina (Sambrook & Russel, 2001) e

filtrados em placa Millipore (Multiscreen — filter plates).
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O DNA plamidial dos fragmentos isolados previamente (10 pl) e de amostras das
placas (5 pl) foi digerido em 20 pl com 0,5 pl das enzimas EcoRI (12 u / pl, Promega) e Pstl
(10 u / pl, Promega) seguindo as instru¢des dos fabricantes. As digestdes foram separadas em
eletroforese de gel de agarose conforme descrito acima para verificar a presenga do fragmento

de interesse. Os clones com inserto foram seqiienciados.

3.5 — Seqiiénciamento

Os primeiros fragmentos homdlogos aos genes de resisténcia de Drosophila foram
seqiienciados através de uma colaboracido com a Universidade de Leicester, Reino Unido.

As demais reagdes de sequenciamento foram feitas utilizando o kit ABI Prism Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v3.0 e v3.1 (Applied Biosystems) juntamente
com o oligo M13 forward (New England Biolabs). Foram utilizados dois seqiienciadores, o
ABI Prism 337 DNA Sequencer com géis de acrilamida a 4,75% e o ABI 3730 de 48
capilares.

Para amostras seqiienciadas no ABI Prism 377 foram utilizados 25 ciclos na reacdo e
40 ciclos para amostras seqiienciadas no ABI 3730. As condicdes dos ciclos sdo: 96° C por 10
segundos, 50° C por 5 segundos e 60° C por 4 minutos. Os produtos seqiienciados foram
purificados seguindo o método de precipitacdo por etanol, sendo, ao final, ressuspendidos em
Blue Dextran com formamida (na proporcao de 1:5) ou formamida HiDi (Applied Biosystem)

e desnaturados a 95° C.

3.6 — Analise dos dados
As seqiiéncias geradas foram editadas e alinhadas com o auxilio do pacote de
programas GCG (Wisconsin Package Version 9.1, Genetic Computer Group, Madison —

Wisconsin, USA).

17



Para os fragmentos dos genes de resisténcia isolados inicialmente, somente no caso do
gene Ace obtivemos apenas uma seqiiéncia. No caso do gene para, utilizamos as seqiiéncias
obtidas para elaborar um consenso que serviu de molde para que oligos especificos fossem
desenhados para uso posterior.

Para o estudo de genética de populagdes utilizando o gene para como marcador, foram
construidos alinhamentos de no minimo 3 e no maximo 8 seqii€ncias por individuo a fim de
se obter um consenso e, sempre que possivel, se determinar os dois alelos (chamados de
haplétipos A e B).

A andlise dos polimorfismos e estruturacdo populacional foi realizada usando o
programa DnaSP versdo 4.10.4 (Rozas & Rozas, 1999) e com o programa Proseq versao 2.9
(Filatov & Charlesworth, 1999). As andlises filogenéticas foram realizadas com o programa
Mega 3.1 (Kumar et al, 2001).

A andlise da correlagdo entre as distancias genéticas medidas pelos valores de Fst entre
os genes para e o gene period (Araki, 2005; Bauzer et al, 2002a, b e c) foi realizada através
da utilizacdo do teste de Mantel, disponivel no programa Mantel version 2.0 — Mantel

nonparametric test calculator (Liedloff, 1999).
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4. RESULTADOS

4.1 — Clonagem dos fragmentos dos genes de resisténcia

Foram obtidos diversos clones com insertos dos genes para e Rdl. As seqiiéncias dos
fragmentos gerados foram alinhadas para cada gene e o consenso destes alinhamentos foi
utilizado para as andlises subseqiientes.

No caso do gene Ace, foram testados diversos pares de oligos em diferentes regides
onde as mutagcdes ja caracterizadas e associadas a resisténcia ocorrem em posi¢des
conservadas em diversos taxons. Diversos clones foram seqiienciados, entretanto, desses,
apenas um (1) obteve fragmento homologo a uma das regides do gene Ace. Esse fragmento
foi utilizado para as andlises subseqiientes.

A homologia dos fragmentos dos genes de resisténcia gerados, foi confirmada com a

utilizacdo do banco de dados BlastX (www.ncbi.nlm.nih.gov), que compara a seqiiéncia

nucleotidica de entrada traduzida em todos os quadros de leitura com um banco de dados de
seqiiéncias protéicas. O programa fornece também, os valores de similaridade e identidade
entre as duas seqiiéncias, conforme pode ser observado nas figuras abaixo mencionadas.

A Figura 4.1 mostra um dos resultados obtidos com a utilizagdo do programa BlastX
usando a seqiiéncia consenso do fragmento do gene para obtido em L. longipalpis com D.
melanogaster. Como observado, a similaridade entre as duas seqiiéncias € de 98% e a
identidade é também de 98%.

A Figura 4.2 mostra um dos alinhamentos gerados pelo programa Blastx através da
comparacdo entre a seqiiéncia do fragmento do gene Ace gerado de L. longipalpis e D.
melanogaster. O valor médio de similaridade € de 91,7% (66/72) e o de identidade é de 79,2

% (57/72).
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A Figura 4.3 mostra um dos alinhamentos obtidos com a utilizacdo do programa
BlastX entre a seqiiéncia consenso do fragmento do gene Rdl de L. longipalpis e D.
melanogaster. O valor de similaridade é de 98% e de identidade é de 98%.

Para uma comparag¢do mais detalhada as seqiiéncias dos fragmentos gerados foram
traduzidas e as respectivas proteinas foram alinhadas com as seqii€ncias protéicas de D.
melanogaster ja conhecidas.

O alinhamento da proteina gerada pelo fragmento traduzido do gene para de L.
longipalpis com D. melanogaster ¢ mostrado na Figura 4.4. Conforme observado, este
fragmento é bastante conservado, havendo apenas uma substituicdo de aminodcido (posicdo
30, Y — L) quando comparado com Drosophila. A posicdo do intron em relacdo a
Drosophila também € conservada.

Conforme citado anteriormente, através do alinhamento das seqiiéncias obtidas
inicialmente do gene para, e a geragdo de uma seqiiéncia consenso, foram desenhados oligos
especificos para as andlises de genética de populacdes na segunda parte do trabalho. A
seqiiéncia destes oligos especificos pode ser visualizada na se¢io de Materiais e Métodos.

A Figura 4.5 mostra o alinhamento da proteina do gene Ace de D. melanogaster e
daquela obtida através da traducdo do fragmento desse gene em L. longipalpis. Algumas
substitui¢des de aminodcidos podem ser observadas nas regides proximas a posi¢do do intron,
como mostra a figura. Resultados semelhantes foram obtidos quando este fragmento traduzido
de L. longipalpis foi alinhado com a proteina conhecida de Anopheles gambiae. O fragmento
nucleotidico do gene Ace de L. longipalpis apresenta um intron de cerca de 200 pb e sua
posicdo também € conservada quando comparada com D. melanogaster.

A Figura 4.6 mostra o alinhamento do fragmento traduzido do gene Rdl obtido em L.
longipalpis com a seqii€éncia conhecida de D. melanogaster. Como mostrado na figura, esta
regido € bastante conservada, havendo também, apenas uma substituicdo de aminoécido

(posicdo 3, S — R).
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Nas Figuras 4.4, 4.5 e 4.6, os oligos degenerados estdo destacados com cores
diferentes. A posi¢do do intron, quando € o caso, estd indicada por um triangulo invertido
(V). Também se encontram destacadas em cinza, as posicdes conservadas onde as mutagdes

associadas a resisténcia ocorrem.

4.2 — Genética de populacoes do gene para

No estudo de genética de populacdes foram analisadas 707 seqiiéncias com cerca de
417 pares de base (pb) do gene para em L. longipalpis. Este fragmento inclui um intron com
cerca de 215 pb.

Foram obtidas 155 seqiiéncias consenso de diferentes populacdes de L. longipalpis
(representando um ou dois alelos por individuo) sendo 27 seqii€ncias correspondentes a
populacdo de Sobral 1S, 22 de Sobral 2S, 21 de Lapinha, 18 de Jacobina, 24 de Natal, 14 de
Estrela 1S com dois individuos com o fenétipo de pintas intermedidrio (Estint]1 A e Estint2A)
e 29 de Pancas.

Foram analisados 377 sitios, onde 50 (13,26 %) foram varidveis. A Figura 4.7 mostra
um alinhamento dos sitios polimorficos observados nos diferentes hapldtipos gerados. A
maior parte da variagdo € encontrada no intron que possui também diversas regides com bases
cuja repeti¢do variava em diversas populagdes, gerando seqiiéncias com tamanhos diferentes.

Constatou-se também um pequeno ndmero de substituigdes sindnimas e ndo —
sindnimas. A Figura 4.8 mostra um alinhamento da seqii€éncia de aminoécidos do primeiro (a)
e segundo (b) exons. Conforme pode ser observado nas figuras 4.7 e 4.8, hd quatro
substitui¢des sindnimas (trés no primeiro exon, posi¢do 5:t — c; 7: ¢ —t; 31: g — a, e uma
(1) no segundo exon, posicdo 41: t = ¢) e duas substituigdes ndo-sindnimas (uma no primeiro
exon, posicdo 38: t —c, gerando a substituicdo de N — K apenas no haplétipo sob2s17B e

uma no segundo exon, posicdo 58: t— a, havendo a substituicio de N — K nos haplétipos
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sob2s14A e B). A maior parte das substitui¢des ocorre em terceira base, com excecdo da
segunda substitui¢do sinonima (Leu: CTG — TTG) que ocorre em primeira base.

A Tabela 4.1 mostra o nimero de sitios segregantes (S), a diversidade nucleotidica (7),
o pardmetro neutro (0) e o valor calculado do teste de Tajima, Dr (1989), que contrasta a
diversidade nucleotidica () com o pardmetro neutro (8). Os valores de T e 6 encontrados
traduzem um baixo grau de polimorfismo encontrado nas seqiiéncias analisadas, sendo
Lapinha a menos polimérfica (S = 2, © = 0,0017 ¢ 8 = 0,0015) e Estrela 1S a com valores
mais representativos (S = 5, ®© = 0,0056, 6 = 0,0043). Esta populacdo foi uma das mais
polimoérficas analisadas por Araki (2005).

Os valores do teste de Tajima (Dt) ndo indicaram desvios significativos ao modelo
neutro para a maioria das populacdes, exceto para a populacdo de Sobral 1S cujo valor do
teste foi significativo (ver Tabela 4.1).

A Tabela 4.2 mostra as estimativas de diferencia¢do par-a-par entre as populacdes de
L. longipalpis estudadas. Os valores de Fst encontrados foram altos em geral, indicando uma
diferenciacdo genética significativa na maioria das comparagdes realizadas, exceto para o
grupo de populacdes formado por Pancas, Natal e Sobral 2S. Os resultados obtidos através
das andlises com estas populacdes indicam uma diferenciacdo menor ou ndo significativa,
estando de acordo com os resultados obtidos por Araki (2005) ao comparar a populagdo de
Pancas com aquelas analisadas anteriormente por Bauzer e colaboradores (2002 a, b). Foi
verificada ainda, uma grande diferencia¢do ao se comparar este grupo de populagdes com as
de Lapinha, Sobral 1S, Jacobina e Estrela 1S.

As comparacgdes entre os dois tipos morfoldgicos da populagdo de Sobral, revelam
uma diferenciagdo muito grande entre os tipos 1S e 2S (Fst = 0,7657, Nm = 0,0765, p<0,001),
sendo semelhante ao resultado encontrado por Bauzer e colaboradores (2002b) ao analisar
estas mesmas populacdes utilizando o gene period como marcador (Fst = 0,3952, Nm =

0,3827, p<0,001). De fato, o teste de Mantel (Ledloff, 1999) indicou uma correlagio positiva
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e significativa (r = 0,8269, p<0,05) entre os valores de Fst do gene period (Araki, 2005;
Bauzer et al, 2002a, b e c) e do gene para com todas populacdes de L. longipalpis estudadas.

A Figura 4.9 mostra uma andlise das populacdes simpdtricas da localidade de Sobral,
Sobral 1S e Sobral 28, realizada mediante a construcdo de uma arvore através do programa
Mega 3.1 (Kumar et al, 2001) e as seqiiéncias consenso dessas populagdes, utilizando-se a
distancia p (que mede a proporcdo de diferencas encontradas por sitio em relagdo ao total de
sitios analisados na comparagdo de pares de seqii€ncias) e o método de Evolugdo Minima
(nesse método, a soma (S) de todos os tamanhos de bragcos estimados é computada para todas
as topologias plausiveis [ou testadas na procura heuristica], e a topologia que tiver o menor
valor de S € escolhida como a melhor drvore). Seguindo o mesmo perfil que agrupamentos
descritos anteriormente por Araki (2005) e Bauzer e colaboradores (2002 b e c) utilizando o
gene period como marcador molecular, estas populacdes foram separadas com um alto valor
de bootstrap (andlise estatistica de reamostragem que indica a confiabilidade de um
determinado agrupamento), de 87%.

A Figura 4.10 mostra uma outra arvore construida com as seqiiéncias de todas as
populagdes deste trabalho e utilizando a distancia p e o método de Evolu¢cdo Minima. Para a
construcdo dessa arvore foi utilizado o alinhamento das 155 seqii€ncias consenso obtidas para
cada amostra conforme mencionado anteriormente. Uma quantidade razoavel de valores de
bootstrap foi inferior a 50%, provavelmente devido ao alto nimero de seqiiéncias e ao
pequeno numero de sitios polimoérficos, porém, os agrupamentos refletem resultados
consistentes com andlises realizadas anteriormente envolvendo essas populagdes e outros
marcadores genéticos.

Nesta arvore, seguindo o mesmo perfil encontrado por Bauzer (2002c) e Araki
(2005), € possivel observar um agrupamento entre as seqii€ncias de Natal, Sobral 2S e Pancas
de um lado (em amarelo) e, de outro formado pelas seqiiéncias de Lapinha, Jacobina, Sobral

1S e a maior parte das seqii€ncias de Estrela 18S.
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Um aspecto interessante que deve ser ressaltado € o fato de quatro seqii€ncias
(estintl A, estint2A, est1s8A e B) referentes a populacido de Estrela 1S terem se agrupado ao
grupo que contém Sobral 2S, Natal e Pancas. As seqiiéncias estintlA e estint2A como
mencionado anteriormente, sdo referentes a individuos homozigotos que possuem o fendtipo
intermedidrio de pintas e o fato delas terem se agrupado com Sobral 2S, Natal e Pancas estd
de acordo com os resultados obtidos por Araki (2005), que incluiu em suas andlises a
comparagdo entre os trés tipos morfoldgicos da populacio de Estrela (1S, 2S e intermediério)
e os dados de Bauzer e colaboradores (2002a, b).

A Figura 4.11a mostra a relagdo entre todas as populagdes através de uma arvore
construida utilizando os valores de Dxy (divergéncia bruta) e o método de Neighbour-Joining
(Saitou & Nei, 1987), (que a partir de um algoritimo gera uma &arvore igual & obtida pelo
método de Evolugdo Minima quando o nimero de seqiiéncias ndo € muito grande). Pode ser
observada claramente a presenca de dois grupos marcantes, um contendo as populacdes de
Pancas, Natal e Sobral 2S e outro contendo as demais. Resultados semelhantes foram obtidos
para a arvore construida com o mesmo método e os valores de Fst (Figura 4.11b). Novamente,
este agrupamento estd em consonancia com os resultados obtidos por Araki (2005) com estas

e outras populagdes.
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gi|403447|gb|AAB59195.1|] sodium channel alpha subunit [Drosophila melanogaster]
Length=2131

Score = 164 bits (415), Expect = 1le-39
Identities = 78/79 (98%), Positives = 78/79 (98%), Gaps = 0/79 (0%)
Frame = -1

Query 237 WNETDFMHSFMIVFRVLCGEWIESMWDCMLVGDVSCIPFFLATVVIGNLVVLNLFLALLL 58
WNFTDFMHSEFMIVEFRVLCGEWIESMWDCM VGDVSCIPFFLATVVIGNLVVLNLFLALLL
Sbjct 981 WNETDFMHSEFMIVEFRVLCGEWIESMWDCMYVGDVSCIPFFLATVVIGNLVVLNLFLALLL 1040

Query 57 SNEFGSSSLSAPTADNDTNK 1
SNEFGSSSLSAPTADNDTNK
Sbjct 1041 SNFGSSSLSAPTADNDTINK 1059

Figura 4.1: Alinhamento do fragmento traduzido do gene para de L. longipalpis com D.
melanogaster gerado através do programa BlastX.

gi|113036|sp|P07140|ACES_DROME Acetylcholinesterase precursor (AChE)
gi| 7536 |emb|CAA29326.1| unnamed protein product [Drosophila melanogaster]
Length=649

Score = 70.5 bits (171), Expect (2) le-23
Identities = 32/39 (82%), Positives = 35/39 (89%), Gaps = 0/39 (0%)
Frame = +2

Query 209 SPVLVMECMQONVDAKTISVQQWNSYSGILGFPSAPTIDG 325
+P VM CM++VDAKTISVQQWNSYSGIL FPSAPTIDG
Sbjct 338 NPAHVMSCMRSVDAKTISVQQOWNSYSGILSFPSAPTIDG 376

Score = 61.6 bits (148), Expect (2) = 1le-23
Identities = 25/33 (75%), Positives = 31/33 (93%), Gaps = 0/33 (0%)
Frame = +1

Query 1 TMNAPWSHMTGERATKIGKALIDDCNCNSSLLO 99

TMNAPWSHMT E+A +IGKALI+DCNCN+S+L+
Sbjct 304 TMNAPWSHMTSEKAVEIGKALINDCNCNASMLK 336

Figura 4.2: Alinhamento do fragmento traduzido do gene Ace de L. longipalpis homoélogo ao
de D. melanogaster gerado através do programa BlastX.
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gi|24661416|ref|NP_523991.2| E; Resistant to dieldrin CG10537-PA, isoform A
[Drosophila melanogaster]

gi| 7294983 |gb|AAF50311.1| E CG10537-PA, isoform A [Drosophila melanogaster]

gi|30581023|sp|P25123 |GBRB_DROME g Gamma—-aminobutyric-acid receptor beta subunit
precursor (GABA(A)

receptor) (Protein cyclodiene resistance)

Length=606

Score = 116 bits (291), Expect = 3e-25
Identities = 57/58 (98%), Positives = 57/58 (98%), Gaps = 0/58 (0%)
Frame = -1

Query 174 WVRFWLNRNATPARVALGVTTVLTMTTLMSSTNAALPKISYVKSIDVYLGTCFVMVFA 1
WV FWLNRNATPARVALGVTTVLTMTITLMSSTNAALPKISYVKSIDVYLGTCFVMVFEFA
Sbjct 286 WVSFWLNRNATPARVALGVTTVLTMTTLMSSTNAALPKISYVKSIDVYLGTCFVMVFA 343

Figura 4.3: Alinhamento do fragmento traduzido obtido em L. longipalpis homologo ao gene
Rdl de D. melanogaster gerado através do programa BlastX.

SparalldegC

ﬁ 30 kdr (LL029H) V¥
D. melanogaster 1 WNETDEMHSFMIVFRVLCGEWIESMWDCMYVGDVSCIPFFLATVVIGNLVVLNLFLALLL 60
L. longipalpis WNFTDFMHSFMIVFRVLCGEWIESMWDCMLVGDVSCIPFFLATVVIGNLVVLNLFLALLL

hkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhhhhkhrkhhkhhhhdx dhhhkhkrhkhhhhkrrhrhhhkrrrhkhkhhkrrhxkhkhk

n3paralldegB

D. melanogaster 61 SNFGSSSLSAPTAD;DTNK 79
L. longipalpis SNFGSSSLSAPTADNDTNK

R I i i I b I I 2 2 I I

Figura 4.4: Alinhamento da seqiiéncia de aminoécido codificada pelo fragmento do gene
para de L. longipalpis e D. melanogaster. As setas indicam a orientagdo dos oligos usados. A
posicao do intron encontrada nas seqiiéncias gendmicas de D. melanogaster e L. longipalpis
estd indicada pelo tridngulo invertido. A posi¢do onde a mutacdo associada a resisténcia (L —
H) ocorre em D. melanogaster esta destacada em cinza.
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S5acedegC

v
D. melanogaster 1 TMNAPWSHMTSEKAVEIGKALINDCNCNASMLKTNPAHVMSCMRSVDAKTISVQQWNSYS 60
L. longipalpis TMNAPWSHMTGERATKIGKALIDDCNCNSSLLODSPVLVMECMONVDAKTISVQQWNSYS
KAkAKKAK KA Kok sxkhkkhk o hhkhkohaks k| Kk Kks KEAKKAKKAKKAKKA

3acedegC

D. melanogaster 61 GILSFPSAPTIDGA 74
L. longipalpis GILGFPSAPTIDGA

***‘**********

Figura 4.5: Alinhamento da seqiiéncia de aminodcido codificada pelo fragmento do gene Ace
de L. longipalpis e D. melanogaster. As setas indicam a orientacdo dos oligos usados. A
posicao do intron encontrada nas seqiiéncias gendmicas de D. melanogaster e L. longipalpis
estd indicada pelo tridngulo invertido. A posi¢do onde a mutagdo associada a resisténcia (F —
Y) ocorre em D. melanogaster esta destacada em cinza.

5rdldegB 3rdldegA

D. melanogaster 1 WVSEWLNRNATPARVALGVITVLTMITLMSSTNAALPKISYVKSIDVYLGTCEFVMVEFA 58
L. longipalpis WVREFWLNRNATPARVALGVTTVLTMTTLMSSTNAALPKISYVKSIDVYLGTCEFVMVFEFA

LR R I i I e e I I I i I I I I S b R I I i b b b b 2 b b b b b I b i S b b b b i b b b S

Figura 4.6: Alinhamento da seqiiéncia de aminodcido codificada pelo fragmento do gene Rdl
de L. longipalpis e D. melanogaster. As setas indicam a orientacdo dos oligos usados. A

posicdo onde a mutagdo associada a resist€ncia (A — S) ocorre em D. melanogaster esta
destacada em cinza.
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Figura 4.7: Alinhamento dos sitios varidveis nas seqiiéncias consenso do fragmento obtido do
gene para de L. longipalpis. Em azul os sitios que ocorrem na regido do intron e em preto os
sitios que ocorrem na regido do exon. Os pontos indicam o mesmo nucleotideo que o
existente na primeira seqiiéncia alinhada. Sobral uma pinta (sobls), Sobral duas pintas
(sob2s), Lapinha (lapls), Jacobina (jac2s), Natal (natal), Estrela uma pinta (1s), Estrela
fenétipo de pintas intermedidrio (estint) e Pancas (pan).
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B o B laplsl4B ...
1aplsldh i et e e e e laplsl4A ...
B o 0 laplsl3A ...
1apl sl T e e e e e e e e laplsl7A ...
B o laplsl8A .. ...
B o = laplsl6A ...,
SOD2S L LA it e e e et e e e e sOb2s11lA ...
S8 2= 2 N Pan8A e
SOD2SOA i e e e e e SOD2S6A ...
SO 2 S A e e e e e e SODL2S5A ...
SOD2SAB i e e e e e e SOb2s4B ...
SOD2S AR e e e e e e e SOb2s4A ...
SOD2S LA e e e e e e e SOb2s1A ...l
SOD2SLIBB ittt e e e e e e e SOb2s18B ...
SOD2SLBA i e e e i e e SOb2s18A ...
SOD2SLITB v ittt it i e e e e e e K.. SOb2s17B ...
SOD2S L TR i e e e e e e e sSOb2s17A ...,
SOD2S IO A e e e e e sOb2s15A ...
SOD2S L 3A i e e e e e e SOb2s13A ...
S0 L pandB Lo
S50 L pand4A e
S0 2 U= N pan2B e
S0 2 1 - N Pan2h e
S0 o B = N panl8B ...,
S o 0 N panl8A ...l
S50 panld4A ...
Natal 7B i e e e e e e natal7B ...,
natal A e e e e e e e natal7A ... i,
NatalbB o e e e e e natal6B  ..... .o,
NatalbB e e e e e e e natal6A ...,
NatalbB L e e e e e e natal5B ...
natal A e e e e natal5A ...,
NataldB o e e e e e e natald4dB ... ..
Natald e e e e e e e natald4A ...,
Natall3B L e e e e e e e e natal3B ...,
0= = G natal3A ...,
Natal2B L e e e e e natal2B ... oo,
Natal 2Bl e e e e e e e natal2A ... oo
NatalllB ot e e e e e natalllB  .........c.o...
nNatalllA o e e e e e e natalllA ........ ...,
NatalllB ottt i e e e e e, natallOB ..............
NatalllA o e e e e e natallO0A ........coou..
SOD2SIB i e e e e e e e e sSOb2s9B ...
SOD2S8B i e e e e e e sob2s8B ...
SOD2SBA i e e e e e e e SOb2s8A ...
SOD2S TB i e e e e e e SOb2sTB ..
SOD2S T A e e e e e e e SOL2STA ...
SOD2SLIBB it e e e e e e sO0b2s16B ...
SOD2SLIBA i e e e e e SOL2S16A ...
=70 o = SOb1s9A ...
S0 2 5= N pan9B L.,
S8 2 5 - N pan9h e
S5 0 - pan7A e
S8 2L = N pan6B L.,
S8 2L 2 N Pan6A e
PANLTB i e e e i e e e e e panl7B ...
S5 0 B panl7A ..o
S8 2 )= N panléB ...,
S0 2 B panl6A i
S o 5 ) panl5B ...l
S50 0 N panlbA ...
S5 o 2 panl2B ...l
S8 2 B N panl2A ..
S o 0 panllB  ......iioo...
S50 0 panllA ...
NataloB L e e e e e e natal9B ... oo
NatalOB i e e e e e natal92 ...,
Natal8B L e e e e e e natal8B  ..... .. ...
NatalBh i e e e e e natal8A  ..... ...,
SOD2SLAB ittt e e e e e sob2s14B  ........... K..
SOD2STIAA L e e e e sob2sl14A ........... K..
S5 02 pan2lB ...
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S8 2 U N pan2lA L.

S5 o 0 ) panl9B ...l
S0 0 panl9A ..o
S5 o G panl3B ...
S5 2 B N panl3A e
NatallB o e e e e e e natallB  .......o ..
natallA e e e e e natallA  ....... . ...
Natall2B ot e e e e e, natall2B  ........coo...
Natall2A i e e e e e e natall2A  ..............
5T o2 1C 7 2 Jjac2s3A L.
2= Jac2sl4A ..o
SOD 2SO A e e e e e e e SOb2s9A ...,
JAC2SL0B i e e e e e e e e jac2sl0B ...
JAC28 L0 e e e e e e e e e e jac2s10A ...
SODLSOB i e e e e e s SOb1s6B ...
SODLSOA i e e e et et e SOPLIS6A ...
SODLS LB i e e e e e e e soblslB ... ...
SOD LS LA i e e e e e e soblslA ... ...
1aP LS 2B e e e e et e e e lapls2B  cii i
B o = lapls2A oo
JAC2S LB i e e e et e e e e e jac2slB .
=22 jac2slA L
SODLS8B i e e e e e e sobls8B  .............
SOD LS8R i e e e e e e sObls8A ...,
SODLS2B i i e e e e e SOb1s2B ...
SOD LS 2R i e e e e e e e SOPLIS2A ...,
SODLSLBB ittt e e e e e e e soblsl8B ........iii...
SOD LS LB A it e e e e e e e e SOblslI8A ...t
SOD LS L 7B ittt e e e e e soblsl7B ...,
SOD LS L A it e e e e e e e e sOblsl7TA ...
SODLSLIOB vttt e e e e e soblsl6B ...
SOD LS LB A ittt e e e e e e e SOPLISI6A ...
SODLSLBA i i e e e e e sOblslI3A ...
B o 2 laplsbB ...
B o 1 laplsbA ..o
B o 2 laplsl2B .. .iiiiiie.
B o laplsl2A ...
B o 2 laplsllB .. .iiiiiiia..
B o laplsllA ...
JAC28 A e e e e e e e e jac2s9A Lo,
T2/ 20 = jac2sTB i
JAC2 S A e e e e e e e e e e e e jac2sTA ..
T 2= L jac2s4A L.
SODLS OB i e e e e e e e soblsbB ...
SOD LSO A e e e et e e e e SObLIsSA ...,
SOD LS AR i e e e e e e sObls4A ...,
SODLSLIOB ittt e e e e e et e e soblsl5B ...
SOD LS LA it e e e e e e e e soblslB5A ...,
SOD LS LA A it e e et e e e e soblsl4A ...
SODLSLI2B ittt it i e e e e e s sOoblsl2B ...
SODLSL2A it e e e e e sOb1sl12A ... iiiin.
SODLSLIOB ittt e e e e e soblslOB ........ii...
SODLS LA it e e e e e e e e soblsl0A .......iii...
B o= lapls9B ...,
B o = lapls9A ...
=215 ) = jac2s5B ..
SOD LS L LA it e e e e e e soblsllA .......iin..
B o = lapls8A ...
B o = laplsbA .
1aplslOB i e e e e e e e e, laplslOB .. .iiiiinnn.
1apls L0 e e e e e e e laplslOA ...,
=215 - jac2s5A Lo
JAC2S 2B i e e e et e et e e e Jac2s2B .
2= - Jac2s2A .
T2 G = jac2sl3B ...
2= jac2sl13A ...
5= 2= 2 jac2sllA ...,
JAC2S LB i e e e e e e e e e jac2sllB ...
[T S = = estls8B ...
ESE LS8 i e i e e e e e estls8A ...
estint2A L e e e e estint2A ... Lo
estINtlA L e e e e e estintlA ..., ..o,
[ S = estls7TA ..o,
[T T = estlsd4A ...,
[T T =T estlsbA ...
[T S = 3 estls3A ...
[T S = estls9A ...

32



LSt = estlsS5B ...,

[T S =1 estlsS5A ...,
LSt = estlsl2A ...
[T S = estlsllA ...,
Lt = 0 estlsl0A ...

Figura 4.8: Alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos codificadas pelo fragmento do gene
para estudado, em (a) exon 1 e (b) exon 2. Os pontos indicam o mesmo aminoacido que o
indicado na posicdo da primeira seqiiéncia alinhada. As letras indicam as substitui¢des
ocorridas na seqiiéncia especifica. Em verde o aminodcido onde ocorre substituicdo sindnima
em alguma das seqiiéncias e, em vermelho, a substituicdo ndo sindnima. Sobral uma pinta
(sobls), Sobral duas pintas (sob2s), Lapinha (lapls), Jacobina (jac2s), Natal (natal), Estrela
uma pinta (1s), Estrela fenétipo de pintas intermedidrio (estint) e Pancas (pan).
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sob1s4A
sob1s5A
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sob1s17B
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Figura 4.9: Arvore construida através do
método de Evolucio Minima com as
seqiiéncias consenso do gene para das
populacdes de Sobral 1S e Sobral 2S. Os
bootstrap  foram
mediante a 1000 permutacdes.
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Figura 4.10: Arvore construida através do
método de Evolugdo Minima com as
seqiiéncias consenso do gene para. Os
valores de bootstrap foram obtidos
mediante a 1000 permutacdes. As
diferentes cores separam as diferentes
populacdes analisadas.
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(a)

Lapinha
Sobral1s
Jacobina
—— Estrelals
Sobral2s
Pancas
Natal
0.001
(b)
Lapinha
— Sobralls
Jacobina
’7— Estrelals
‘ —— Sobral2s
Pancas
4[Natal
P
0.05

Figura 4.11: Arvores construidas utilizando o método Neighbour-Joining (Saitou & Ney,
1987) e os valores de Dxy (a) e Fst (b).
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Tabela 4.1: Sumario dos polimorfismos no fragmento do gene para de L. longipalpis.

Populacio n S T 0 Dr
Lapinha 21 2 0,0017 0,0015 0,22217
Sobral 2S 22 8 0,004 0,006 -1,08108
Pancas 29 10 0,0048 0,0069 -0,98104
Natal 24 11 0,0047 0,008 -1,40808
Sobral 1S 27 12 0,0037 0,0085 -2,014
Jacobina 18 9 0,0052 0,0071 -0,96784
Estrela 1S 14 5 0,0056 0,0043 1,03871

n, nimero de seqiiéncias de DNA das amostras; S, nimero de sitios segregantes; T,
diversidade nucleotidica; 0, parametro neutro baseado no niimero de sitios segregantes; Dr, D
de Tajima (1989), que testa se as diferencas entre as medidas de T e 0 sdo significativas. Com
excegdo para a populacdo de Sobral 1S, os demais valores de Tajima nio foram significativos

p>0,10.
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Tabela 4.2: Estimativas de Fst, Nm, Dxy e Da entre as populacdes de L. longipalpis, e a
distribuicdo de quatro categorias mutuamente exclusivas de sitios polimérficos.

Populacoes
x/y Fst p Nm Dxy Da
LapxSob2S 0,8245 *** (,0532 0,0161 0,0133

W
»n
wn
-
wn
W
wn
<

(o]

Lap x Pan 0,8148 *** 0,0568 0,0174 0,0142
Lap x Nat 0,8165 *** 10,0562 0,0173 0,0141

—
o

—_—
[S—

LapxSob 1S 0,1365 *** 11,5809 0,0031 0,0004

—
[\

Lap x Jac 0,2356 *** 0,811 0,0045 0,0011
LapxEst1S 0,5196 *** (,2311 0,0075 0,0039

Ne)

Sob2SxPan 0,0768 *  3,0036 0,0048 0,0004

A

Sob2S xNat 0,0311 ns 7,7815 0,0045 0,0001

Sob 2S x Sob 1S 0,7657 *** 0,0765 0,0165 0,0126

—
[\

Sob2Sx Jac 0,681 *** (,1171 0,0144 0,0098

N0 Q[ W N[N [ — ||
)]

Sob 2S x Est 1S 0,5087 ** 00,2415 0,0097 0,0049

O | W |\O

— N O OO == NNO =W o o= o0 0
QIO N OIN OO O|WWOIND Wo o~ oo P+

Sob1S xPan 0,7606 *** (0,0787 0,0178 0,0135 12
Sob1SxNat 0,7617 *** (0,0782 0,0176 0,0134 12 10
Sob1sx Jac 0,1068 ** 20915 0,005 0,0005 11 7
Sob1sx Est1s 0,4139 *** (0,354 0,0079 0,0033 13 5
Pan x Nat -0,0148 ns xxx  0,0047 -0,0001 6 7
Pan x Jac 0,6821 *** (00,1165 0,0157 0,0107 10 9
Panx Est1S 0,5114 *** (,2388 0,0106 0,0054 8 3
Nat x Jac 0,6827 *** (,1162 0,0155 0,0106 11 9
NatxEst1S 0,5119 ** 0,2383 0,0105 0,0054 9 3
JacxEst1S 02158 *** (,9085 0,0068 0,0015 8 4

Fst, indice de fixacdo par-a-par e Nm, nimero de migrantes por geracdo (Hudson et al.,
1992). A significancia dos valores de Fst foram testados mediante 1000 permutagdes (*** =
p<0,001, ** = p<0,01, * = p<0,05, ns = p>0,05). Dxy, divergéncia bruta (nimero médio de
substitui¢des nulceotidicas por sitio entre as populagdes); Da, divergéncia liquida (nimero de
substitui¢des nucleotidicas liquida por sitio entre as populagdes) (Nei & Kumar, 2000). Ss,
numero de polimorfismos compartilhados entre as populacdes; Sf, nimero de diferencas fixas
entre as populacdes; Sx, nimero de sitios polimérficos exclusivos da populacdo "x"; Sy,
numero de sitios polimdrficos exclusivos da populacdo "y". Lap: Lapinha, Sob 2S: Sobral 28,
Pan: Pancas, Nat: Natal, Sob 1S: Sobral 1S, Jac: Jacobina e Est 1S: Estrela 18S.
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5. DISCUSSAO

5.1 — Clonagem dos fragmentos dos genes associados a resisténcia a inseticidas

A obtencdo dos fragmentos iniciais de genes associados a resisténcia a inseticidas em
L. longipalpis representa um importante passo inicial para estudos subseqiientes ja que a
maior parte dos trabalhos anteriores publicados, além de escassos, ndo tratam da questdo
molecular, estando esta, ainda ndo resolvida em L. longipalpis. A maior parte dos artigos
publicados em flebotomineos se concentra em Phlebotomus e, mesmo nesses trabalhos,
poucos abordam a questdo molecular (El-Sayed et al, 1989; Das Gupta et al, 1995; Surendran
et al, 2005).

Uma vez que agora dispomos destes fragmentos, isolados em L. longipalpis dos
principais genes envolvidos com a resisténcia a inseticidas listados na literatura, novas
abordagens e grandes avangos poderdo ser realizados dentro deste tema intrigante e com este
importante vetor nas Américas.

Os alinhamentos gerados pela traducdo dos fragmentos dos genes de resisténcia
clonados em L. longipalpis mostram que, em geral, estas regides sdo bastante conservadas,
havendo poucas substituicdes de aminoacidos quando comparado com D. melanogaster. Isto
fica mais evidente com as seqii€ncias dos genes para e Rdl (canais i0nicos), onde apenas uma
unica substitui¢do € observada em cada caso. O fragmento do gene Ace, que codifica a enzima
acetilcolinaesterase, por sua vez, mostra um nimero maior de alteracdes nas regides proximas
a posicao do intron.

A maior permissividade pela sele¢do quanto a ocorréncia de mutagdes em alguns
genes de resisténcia mais do que em outros, ja fora tema de especulagio e debate em diversos
trabalhos anteriores (e.g. ffrench-Constant, 1999). Alguns estudos discutem o custo do valor
adaptativo destas mutacdes e questionam porque um nimero maior de mutacdes associadas a

resisténcia s@o encontradas no gene Ace. Esse gene possui varias mutacdes ja caracterizadas
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que, isoladamente, cada uma tem um efeito pequeno na resisténcia a inseticidas e, quando
combinadas, t€m seu efeito bastante amplificado, motivo pelo qual, na pressao de selecio pelo
inseticida, sdo freqiientemente encontradas mais de uma mutagdo. Entretanto, no caso de para
e Rdl poucas mutagdes sdo encontradas.

Uma das explicacdes reside no fato da acetilcolinaesterase ser uma enzima altamente
eficiente, que degrada a acetilcolina na sinapse nervosa, e que essas mutacdes tenham um
pequeno efeito no funcionamento normal da enzima, de forma que podem ser mantidas em
populagdes naturais. Entretanto, mutagdes em Rdl e para podem estar associadas com uma
grande disfuncdo do receptor ou canal (ffrench-Constant, 1999).

Temas como a resisténcia a inseticidas s@o prioridades em satde publica para a
efetividade dos esfor¢os empregados no controle de vetores de doengas. Isso inclui uma gama
de estudos com diferentes insetos e areas do conhecimento. Como mencionado anteriormente,
em flebotomineos existem poucos estudos envolvendo resisténcia, portanto, consideramos que
a clonagem dos fragmentos desses genes associados a resisténcia citados, representa um
importante passo inicial e contribui de forma fmpar para que novos trabalhos sejam
realizados. Acreditamos, desta forma, que estes fragmentos poderdo ser utilizados como
eficientes marcadores moleculares em estudos de resisténcia envolvendo este vetor.

Uma vez isolados os fragmentos, o passo subseqiiente seria desenhar oligos
especificos para que estudos mais detalhados, como de genética de populagdes sejam
exeqiiiveis.

O primeiro gene escolhido para a realizacdo de tal abordagem foi o gene para, com o

qual trabalhamos na segunda parte do presente estudo.

5.2 — Genética de populacoes do gene para
Inicialmente as andlises nos mostraram que a regido estudada, contida no dominio 1IS6

(mostrado previamente), onde uma das mutacdes associadas a resisténcia ocorre (L1029H), é
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uma regido bastante conservada em todas as populacdes estudadas, havendo poucas
substitui¢des nas regides codantes € uma maior quantidade na regido do intron, conforme
citado anteriormente.

Ainda que as substituicdes de aminodcidos ndo sejam as previamente descritas como
as responsaveis pela resisténcia promovida por este gene em outros modelos, esta regido
trouxe aspectos interessantes ao apontar diferengas fixas que suportam o agrupamento de
populagdes descrito anteriormente por Bauzer (2002 a, b e ¢) e Araki (2005).

Seguindo a mesma tendéncia que outros marcadores usados em outros trabalhos, a
diferenciacdo genética evidenciada com as andlises de para entre as populacdes de L.
longipalpis estudadas, ndo parece seguir um modelo simples de isolamento por distancia,
onde se constata que populagdes geograficamente préximas sdo mais divergentes que
populagdes distantes. Ressalta-se que a coexisténcia de populagdes geneticamente divergentes
vivendo em simpatria, como ja fora reportado para Sobral e Estrela, suporta a idéia de L.
longipalpis ser um complexo de espécies cripticas no Brasil. De fato, os dados obtidos para
Sobral 1S, 2S e Estrela 1S deste presente estudo v@o ao encontro dessa constatacio.
Interessantemente, os individuos intermedidrios (estintlA e estint2A) se assemelham e se
agrupam com o grupo de Sobral 2S, e os individuos com o fendtipo de uma pinta de Estrela
(com excecdo do individuo 8, estls8A e B) se agrupam com o de Sobral 1S, estando de
acordo com os resultados de Araki (2005). Vale ressaltar que tanto Estrela (Hamilton et al,
2005) quando Sobral 2S (Ward et al, 1988) produzem o cembreno como tipo de feromonio. A
discordancia existe entre Estrela 1S e Sobral 1S que, mesmo agrupados, produzem
feromonios de tipos diferentes, esta produz o germacreno (Ward et al, 1988) e aquela produz
o cembreno (Hamilton et al, 2005). De fato, o valor de Fst entre essas ultimas populacdes, da
mesma forma que verificado por Araki (2005) com o gene period, é bastante alto (cerca de

41%). Torna-se curioso analisar os dados ja obtidos mais ainda nio processados, do morfétipo
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2S de Estrela e sua comparagdo com Sobral 2S, a fim de verificar se sdo de fato préximos,
como demonstrado por Araki (2005).

A anélise da diferenciagdo do gene para entre Sobral 2S, Natal e Pancas revelou que
sdo semelhantes geneticamente. As drvores da figura 4.11 construidas com os valores de Dxy
e Fst sustentam essas andlises ao agrupar essas populacdes. Vale ressaltar que esse grupo
utiliza o mesmo tipo de feromoénio, o cembreno (Ward et al, 1988; Souza et al, 2002;
Reginaldo Brazil, comunicagdo pessoal) e diversos estudos corroboram a proximidade entre
essas populacdes (e.g. Mukhopadhyay er al, 1998a; Mutebi et al, 1999; Azevedo et al, 2000),
evidenciando uma proximidade entre as populacdes da costa do Nordeste, que se distribuem
até o Sudeste em Pancas (ES). Outras populacdes serdo analisadas posteriormente nesse
continuum e, com os dados de outros marcadores esta hipdtese poderd ser mais bem avaliada.

Os dados que obtivemos através da comparacdo das diferentes populagdes utilizadas
nesse estudo (Tabela 4.2) estdo de acordo com os trabalhos anteriores que envolvem
cruzamentos, som de codpula, feromdnio, microssatélites e marcadores moleculares que
indicam a existéncia de um complexo de espécies no Brasil. Nossos resultados contribuem,
ainda, para reforcar o agrupamento das espécies que constituiriam o complexo brasileiro,
proposto por Araki (2005). Dentre as populagdes que analisamos, um primeiro grupo seria
formado por Sobral 2S, Natal e Pancas, representando uma espécie, com tipo de feromdnio
cembreno, de 20 carbonos em sua estrutura (incluindo Pancas, analisado recentemente,
Reginaldo Brazil, comunicagdo pessoal) e som de copula do tipo Burst (Ward et al, 1988;
Souza et al, 2002, 2004; Vigoder F, dados ndo publicados) e, de outro lado teriamos Sobral
1S, Jacobina e Lapinha como outros representantes do complexo, com som de copula do tipo
pulsado e feromdnio do tipo germacreno (Sobral 1S e Lapinha) e himacaleno (Jacobina) de 16
carbonos em sua estrutura (Ward et al, 1988; Hamilton et al, 1996a, b e 1999a, b; Souza et al,
2002; 2004). Estrela 1S, assim como sugerido por Araki (2005) parece representar uma outra

espécie do complexo, com altos valores de Fst na comparac¢do com as outras populagdes (ver
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Tabela 4.2 para maiores detalhes). De fato, embora machos desta populacdo exalem o
feromonio do tipo cembreno (Hamilton er al, 2005) eles produzem um novo som de cépula do
tipo pulsado ndo encontrado em outras populagdes.

Além de apontarem para a existéncia de um complexo no Brasil, nossos resultados
com o gene para representam uma primeira andlise do uso de genes de resisténcia como
marcadores moleculares no estudo da genética de populagdes de L. longipalpis. Ainda que
ndo tenham sido detectadas as mutagdes classicas associadas a resisténcia, acreditamos que a
analise das popula¢cdes nos forneceu dados interessantes acerca da estrutura genética entre as
populagdes que compdem esse complexo o que serd de grande utilidade, pois, nos permitird
prever, o possivel grau de dispersdo de alelos resistentes, caso sejam detectados ou venham a
surgir.

Acreditamos que seria de grande valor a andlise conjunta deste e outros genes de
resisténcia, como por exemplo, o uso dos fragmentos dos genes gerados nesse trabalho (Ace e
RdI) e a inclusdo de outras populagdes de diversas localidades, inclusive daquelas onde o uso
de inseticidas é freqiiente, objetivando um perfil mais detalhado desses marcadores no
complexo L. longipalpis, permitindo, dessa forma, estabelecer seu comportamento e as forcas
atuantes nesses tipos peculiares de marcadores, assim como a investigacdo das mutagcdes

associadas a resisténcia.
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6. ANEXO

Figura 6.1: Alinhamento das seqiiéncias consenso do fragmento do gene para em diferentes populacdes de L. longipalpis. Destaca-se em azul os sitios
localizados na regido do intron. Os tragos indicam os nucleotideos iguais a primeira seqii€éncia alinhada e os pontos indicam gaps. As substituicdes nos
sitios polimoérficos estdo indicadas pelas respectivas letras ao longo do alinhamento.
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