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RESUMO

A maléria é uma doenca parasitaria causada por protozodrios do género
Plasmodium que sdo transmitidos ao homem através da picada de
mosquitos do género Anopheles e que ainda atinge globalmente milhdes
de pessoas. Embora no Brasil a maior parte dos casos da doenga esteja
concentrada na regido amazénica, ainda existe a transmissdo em outras
regides do pais. Na faixa litoranea no Brasil Meridional, as espécies do
subgénero Kerteszia sdo as principais responsaveis pela transmissao da
malaria, incluindo Anophelles bellator, que tem como criadouro as
plantas da familia Bromeliaceae. Deste modo, neste trabalho foi feita a
andlise da diversidade genética de populacdes brasileiras de An. bellator
e da presenca de fluxo génico entre essas populag@es utilizando como
marcador molecular o gene clock. Os resultados deste estudo confirmam
a presenca de fluxo génico e a ndo diferenciacdo genética entre as
populacdes analisadas, indicando desta forma, que as populacdes de An.
bellator utilizadas neste estudo ndo fazem parte de um complexo de
espécies cripticas.

Palavras-chave: Malaria, Anopheles bellator, complexo de espécies.



ABSTRACT

Malaria is a parasitic disease caused by protozoa of the genus
Plasmodium that are transmitted to humans by Anopheles mosquitoes
bites. In Brazil the cases are concentrated in the Amazon region,
however there is also transmission in other regions of the country. In the
coastal range in southern and southeastern Brazil, the species of
Kerteszia subgenus are primarily responsible for the malaria
transmition, including Anophelles bellator, which breed in plants of the
bromeliad family. Thus, this study was done to analyze the genetic
diversity of Brazilian populations of An. bellator and the presence of
gene flow between populations using as molecular marker the clock
gene. The results confirmed the presence of gene flow and non-genetic
differentiation between the populations analyzed, indicating that these
An. bellator populations do not form a complex of species.

Keywords: Malaria, Anopheles bellator, complex of species.
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1. INTRODUCAO
1.1. Malaria

A maléria é uma doenga parasitaria e em humanos é causada
por protozoarios do género Plasmodium. No Brasil, sdo encontradas trés
espécies deste género: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum e
Plasmodium malariae, das quais, as infeccbes por P. vivax sdo as
predominantes. A transmissdo do parasita € proveniente da picada de
fémeas de diferentes espécies de mosquitos do género Anopheles (MS,
2015), pertencentes a familia Culicidae e subfamilia Anophelinae
(Krzywinski e Besansky, 2003).

A malaria é atualmente endémica em 95 paises. Ainda ocorrem
globalmente milhGes de casos, e de acordo com estimativas da
Organiza¢do mundial de saude (WHO), s6 em 2015 ocorreram 214
milhdes de casos, com 438.000 obitos registrados em decorréncia da
doenca. A regido africana é o local de maior incidéncia, com estimativa
de quase 90% de todas as mortes, sendo que a faixa etaria mais atingida
é a de criangas (WHO, 2015).

No passado, a malaria era considerada endémica em muitos
locais brasileiros, como em S&o Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, sendo os maiores responsaveis pela transmissdo da
malaria nestas regides, os mosquitos Anopheles cruzii e Anopheles
bellator (Rachou, 1958).

Nos dias atuais, a doenca ainda é considerada endémica na
Regido Amazobnica, local em que ocorre a maior parte dos casos
brasileiros, com 235.078 notificacdes positivas de um total de 242.756
casos novos de malaria registrados no pais em 2012. Neste mesmo
periodo, ocorreram 100 notificacdes, na Regido Extra-amazonica (MS,
2015).

1.2. Género Anopheles

O género Anopheles possui cerca de 500 espécies distribuidas
em seis subgéneros. Destes, 0 subgénero Anopheles é encontrado em
varias partes do mundo; Cellia tem distribuicdo pelo Velho Mundo e
quatro desses subgéneros sdo Neotropicais: Lophopodomyia, Kerteszia,
Nyssorhynchus e Stethomyia (Consoli e Lourengo de Oliveira, 1994;
Krzywinski e Besansky, 2003; Karimian et al., 2014). Dentre estes
subgéneros, Nyssorhynchus e Kerteszia sdo responsaveis pela
manutencao da maléria no pais (Consoli e Lourenco de Oliveira, 1994).
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Mosquitos do subgénero Nyssorhynchus sdo encontrados em
colecdes hidricas terrestres (Rachou, 1958), e este subgénero é
responsavel por grande parte dos casos registrados na Amazénia (Rosa-
Freitas et al., 1998), no qual An. (Nyssorhynchus) darlingi é o principal
vetor. As formas imaturas sdo encontradas nos mais variados locais,
desde represas, lagoas e com menor frequéncia em depressbes de
terrenos e em valas (Rachou, 1958).

As espécies de Kerteszia sdo as principais responsaveis pela
transmissdo da malaria na faixa litorAnia no Brasil Meriodional
(Coutinho e Rachou, 1966). Durante a fase larval, Kerteszia ocupa agua
acumulada no interior de bromélias (Rachou, 1958). Todavia, An.
(Kerteszia) bellator é encontrado em bromeélias maiores, arboricolas,
rupestres ou terrestres e expostas a luz solar, e An. (Kerteszia) cruzii é
encontrado com maior frequéncia em ambientes sombreados, e em
bromelidceas de diversos tamanhos (Consoli e Lourenco de Oliveira,
1994).

Em consequéncia aos habitats das fases imaturas da maioria das
espécies de Kerteszia, 0 ecossistema Mata Atlantica, com bromélias
abundantes, é excelente ambiente para essas espécies (Marrelli et al.,
2007). Dessa forma, os individuos do subgénero Kerteszia tem ampla
distribuicdo nas Ameéricas, desde o México até o Sul do Brasil
(Zavortink, 1973).

1.3. Complexos de Espécies

Sdo comuns os complexos de espécies cripticas no género
Anopheles (Harbach, 2004), sendo os membros destes complexos
indistinguiveis apenas por caracteres morfologicos. Porém, eles
apresentam diferencas genéticas e de comportamento, 0 que pode
interferir na capacidade de transmissdo da doenca (Della Torre et al.,
2002). O complexo de espécies An. gambiae, um dos mais bem
estudados atualmente, é dividido em An. gambiae sensu stricto e An.
gambiae sensu lato, e engloba os principais vetores de maléria na Africa
(Huestis e Lehmann, 2014).

O complexo An. gambiae s.I. é composto por seis espécies
cripticas, trés de dgua doce — An. gambiae sensu stricto, An. arabiensis,
An. quadriannulatus —, duas de 4gua salgada — An. melas e An. merus
—, e uma de agua mineral salobra, proveniente de fontes geotermais —
An. bwambae (Coetzee et al., 2013). Ainda, o complexo An. gambiae
s.s. apresenta 5 formas cromoss6micas, as quais foram denominadas
Mopti, Savanna, Bamako, Forest e Bissau.
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Acredita-se que os diferentes arranjos cromossémicos, facilitam
a exploracdo de diferenciados nichos ecoldgicos, pois hibridos com
arranjos cromossdmicos heterozigotos tendem a produzir gametas
disfuncionais e tem, consequentemente, sucesso reprodutivo reduzido.
Com a reducédo do fluxo génico, genes com caracteristicas favoraveis a
diferentes condicfes tendem a se fixar, levando a adaptacdo local (Ayala
e Coluzzi, 2005; Coluzzi et al., 2002).

Além disso, An. gambiae s.s também ja foi subdividido nas
formas moleculares M e S. Turner et al. (2005) encontraram trés regides
distintas entre estas formas moleculares: uma regido no cromossomo X,
e outras duas no cromossomo 2, uma no braco esquerdo (2L) e outra no
direito (2R). Em todas as regides foram encontradas diferengas fixas.
Recentemente a forma M passou a ser chamada de An. coluzzii e a forma
S manteve 0 nome An. gambiae (Coetzee et al., 2013).

An. triannulatus s.l., pertencente ao subgénero Nyssorhynchus,
também é um complexo de espécies cripticas. Trabalhos como o de
Silva do Nascimento et al. (2011) corroboram com este fato, e apds
realizacdo de estudos no centro oeste brasileiro foi comprovado através
de analises de sequencias génicas, utilizando os genes timeless e cpr,
que An. triannulatus s.s, An. halophylus e An. triannulatus C sdo na
verdade txons diferentes.

Carvalho-Pinto e Lourengo-de-Oliveira (2004) utilizando
andlises isoenzimaticas em populacdes de An. cruzii provenientes de Sao
Paulo, Santa Catarina, Rio de Janeiro e Bahia concluiram que as trés
primeiras sdo mais relacionadas geneticamente em compara¢do com a
encontrada na Bahia. E com isso sugerem que An. cruzii seja na verdade
um complexo de espécies cripticas. Rona et al. (2009, 2010a, 2010b,
2013) utilizando uma analise multilocus com o0s genes cpr,
timeless, clock, cycle, Rp49, RpS2 e RpS29, confirmaram os resultados
de Carvalho-Pinto e Lourengo-de-Oliveira (2004) mostrando que 0s
mosquitos do Estado da Bahia constituem um grupo geneticamente
diferente das populagdes do sul/sudeste do Brasil. Além disso, os
resultados desses autores também sugerem que ltatiaia (RJ) possui duas
espécies incipientes que ocorrem em simpatria e que foram nomeadas
provisoriamente de Itatiaia A e Itatiaia B. Esses autores concluiram que
provavelmente o complexo An. cruzii passou por trés principais eventos
de cladogénese: i) origem da espécie da Bahia (~2.4 Mya, final do
Plioceno); ii) ocorreu ~600 mil anos e separou as populac@es de Itatiaia
das outras popula¢es do sul/sudeste; iii) 0 mais recente (~200 mil anos)
originou as duas espécies simpatricas de Itatiaia.
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Além disso, inGmeras outras espécies de anofelinos séo
descritas como complexos, como por exemplo, An. (Nyssorhynchus)
albitarsis composto de pelo menos quatro espécies (Rosa-Freitas et al.,
1998) e An. (Nyssorhynchus) oswaldoi também com quatro espécies
distintas (Ruiz et al., 2013). Contudo, muitas espécies ainda estdo sob
investigacdo para comprovagdo de possivel formacao de complexos.

1.4. Anopheles bellator, um complexo de espécies?

Dentre o subgénero Kerteszia, além de An. (Kerteszia) cruzii,
estudos também sugerem que An (Kerteszia) bellator possa fazer parte
de um complexo de espécies cripticas. Carvalho-Pinto e Lourengo de
Oliveira (2003) realizaram estudos com populagdes dos estados de Santa
Catarina, S0 Paulo, Bahia e da ilha de Trinidad, concluindo com a
utilizacdo de métodos isoenziméaticos que o fluxo génico entre as
populacdes do Brasil é relativamente baixo, e ao comparar o fluxo
génico dessas populagBes com as da ilha de Trinidad observaram que
este € ainda menor, o que pode indicar um recente processo de
especiacao.

Todavia, ainda sdo poucos 0s estudos genéticos com
populacdes de An. bellator para verificagdo da formacdo de um
complexo de espécies. Deste modo, estudos para averiguar a
estruturacdo genética destas populacfes sdo necessarios.

1.5. Gene Clock

Muitos organismos possuem alteracfes comportamentais e
fisiolégicas que ocorrem de modo ritmico ao longo de 24 horas. Essas
alteracdes sdo coordenadas por um sistema chamado de relégio
circadiano ou bioldgico (Abruzzi et al., 2011). E um dos componentes
desse sistema é o gene do reldgio bioldgico clock. Em An. gambiae,
clock é um gene autossémico, localizado no braco esquerdo do
cromossomo dois (Mongin et al., 2004). Assim, caso ocorra sintenia,
espera-se que ele se encontre nesta mesma posicao nas outras espécies
do género Anopheles.

Este gene e alguns outros do reldgio biolégico (como: timeless,
cycle e period) sdo encontrados em Drosophila spp., e exercem
influéncia em alguns comportamentos como: alteragdes no sono,
locomocdo, resposta a luz, alimentacdo e indmeras outras funcdes
fisiolégicas (Allada e Chung, 2010). An. gambiae também tem sua
fisiologia controlada por meio de genes do relégio bioldgico, que



29

coordenam fungbes como: atividade de vbo noturno, alimentagéo,
comportamentos relacionados a reproducdo e oviposi¢do (Rund et al.,
2013). Pelo fato dos genes do relégio biolégico também estarem
envolvidos nos ritmos de atividade sexual, eles podem ser
potencialmente importantes no isolamento reprodutivo entre espécies
préximas (Sakai e Ishida, 2001; Tauber et al., 2003).

A regulacdo dos genes do reldgio biolégico ocorre através de
um mecanismo de autorregulacdo negativa, no qual os genes clock e
cycle sdo fatores de transcricdo para as proteinas period e timeless. Estas
Gltimas formam um heterodimero para entrar no nucleo. Entdo, no
nucleo period se liga a clock e cycle e os inibe, fazendo com que ocorra
um “feedback” negativo, parando sua propria producdo. A proteina
timeless é degrada no inicio do dia por uma proteina chamada cry que é
ativada pela luz (Scully e Kay, 2000). Esse mecanismo é responsavel
por uma série de atividades que ocorrem de modo ritmico ao longo de
vinte quatro horas em diversos animais.

Neste cendrio, temos como um dos principais objetivos analisar
a diferenciacdo genética das populagBes de An. bellator bem como,
averiguar se este faz parte de um complexo de espécies cripticas,
utilizando como marcador molecular o gene clock.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar a diversidade genética de populaces brasileiras de An.
bellator e verificar a presenca de fluxo génico entre essas populagdes.

2.2. Objetivos Especificos

e Averiguar a presenca de fluxo génico e grau de diferenciagdo
genética entre as populagdes provenientes da llha Grande, em
duas regides: Sitio Forte e Abrado (Rio de Janeiro), Cananéia
(Séo Paulo) e Ilha do Mel (Parand) (Figura 01);

e Verificar se An. bellator faz parte de um complexo de espécies
cripticas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta dos Anophelinos

Os locais escolhidos para coleta dos individuos foram: llha
Grande — Rio de Janeiro (Latitude: 23° 8' 26" S, Longitude: 44° 14’ 50"
W), sobre duas regides: Sitio Forte e Abrado, Cananéia - Sdo Paulo
(Latitude: 25° 00" 53" S, Longitude: 47° 55' 36" W) e llha do Mel —
Parana (Latitude: 25° 32’ 7" S, Longitude: 48° 19’ 52" W) (Figura 01).
As capturas dos mosquitos foram realizadas de duas maneiras: a
primeira delas foi dentro da mata, nos finais de tarde e inicio da noite,
com auxilio de aspirador manual. Apds a captura, estes foram
classificados e transferidos para frascos contendo etanol 70%. Na
segunda forma de coleta, as formas imaturas foram coletadas, nos
espacos interfoliares de plantas pertencentes a familia Bromeliaceae. As
formas imaturas foram alimentadas e criadas em laboratorio, até a
eclosdo e estagio adulto. Posteriormente, foi feito o reconhecimento do
sexo de cada individuo coletado além disso, todos 0s mosquitos foram
identificados a nivel de espécie através de microscdpio estereoscépico,
com auxilio de chave dicotdmica de identificacdo (Consoli e Lourengo
de Oliveira, 1994). Independente da forma de coleta foi dada prioridade
neste estudo para utilizacdo de inviduos fémeas. A posteriore todas as
amostras foram acondicionados a -20°C para posterior utilizacdo nas
extracOes de DNA.
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3.2. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA genbmico foi realizada individualmente
através do kit DNeasy Blood and Tissue, da Qiagen. Para isolar o DNA,
primeiramente os mosquitos foram macerados em 180ul de solucédo
tampdo de lise celular (ATL buffer) e 20ul de proteinase K (10mg/ml).
Apo6s a maceragdo, as amostras foram incubadas em Banho Maria a
56°C e submetidas ao vortex, entdo foi adicionado 200pl de buffer AL e
submetidas ao vortex novamente, incubado em Banho Maria por mais
dez minutos e adicionado 200ul de etanol e expostas ao vortex.
Posteriormente, para remocdo de restos celulares foram utilizados tubos
coletores com membranas de silica e centrifugado a 8.000 RPM por 1
minuto, foi acrescentado a mistura 500ul de buffer AW1, centrifugado
novamente e adicionado 500ul de Buffer AW?2. Para eluir o DNA foram
utilizados 200ul de buffer AE. ApGs a extracdo, o DNA extraido foi
armazenados no freezer -20°C.

3.3. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para as reagdes em cadeia da polimerase a enzima utilizada foi a
Pfu DNA polimerase (Thermo), que possui atividade proofreading. Os
iniciadores empregados nas reacfes de PCR estdo abaixo (Rona et al.,
2010a):

5'cruziiclock: 5-TTGACGATCTGGAAAAGGTG-3'

3'cruziiclock: 5-CTTGGTCAGGAAGCGATAGT-3'

A quantidade e concentra¢des dos reagentes utilizados pode ser

visualizada na tabela a seguir.
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Tabela 01: Quantidade e concentragbes dos reagentes utilizados nas
reacdes em cadeia da polimerase.

REAGENTES 1 tubo
H,0 milli-Q 24.5pl
Tampdo de PCR com Mg (10x) 4.0ul
dNTP (0,2mM de cada nucleotideo) 4.0ul
3° Primer (10pM) 2.0ul
5’ Primer (10uM) 2.0ul
Pfu DNA polimerase (2.5 unidade / pul) 0.5ul
*DNA gendmico (~50 ng / pl) 3.0ul
Total 40pl

*A amostra controle negativo é livre de DNA. Em todas as reagdes de PCR
foram realizados controles negativos.

3.4. Condic0es para realiza¢cdo do PCR:

As reagBes de PCR foram realizadas nas seguintes condigBes: 1
ciclo de 95°C por 5 minutos seguido de 35 ciclos de 95°C por 30
segundos, 60°C por 60 segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos, e
por Gltimo um ciclo de 72°C por 7 minutos. Apos as reacfes de PCR, a
observacdo dos produtos amplificados na reacdo foi feita por
eletroforese em gel de agarose.

3.5. Eletroforese do produto de PCR
O gel de agarose foi preparado a uma concentragdo de 2%, €

para a visualizacdo em UV foi empregado 1ul de Gel Red (10.000x).
Como tampéo de corrida foi utilizado TAE 1x (40mM Tris, 20mM &cido
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acético, ImM EDTA). Para totalidade das amostras que foram aplicadas
no gel, foi incluido: 10pl do produto de PCR e 2ul de corante de corrida
Loading Dye 6x. Em todas as eletroforeses, padroes de tamanho
molecular (100bp ladder) foram incluidos.

3.6. Purificacéo do produto de PCR:

O DNA amplificado e visualizado em gel de agarose foi
purificado através do “QIAquick PCR Purification Kit” da QIAGEN
segundo as instrucdes do fabricante. A visualizacdo para averiguar a
presenca do DNA foi realizada novamente em gel de agarose 2% com
1l de Gel Red (10.000x).

3.7. Ligacé&o dos fragmentos purificados ao vetor de clonagem

Para clonagem dos fragmentos génicos utilizou-se o kit
“CloneJET PCR Cloning #K1231” (Thermo). O kit possui um
mecanismo de controle positivo, um vetor de clonagem o pJET1.2/blunt,
gue contém um gene letal que é interrompido pela ligacdo de um DNA
no sitio de clonagem fazendo com que apenas as bactérias com 0s
plasmideos recombinantes sejam capazes de se propagar. Para a reacdo
de ligacdo foram utilizados os seguintes reagentes: 5ul de Buffer, 2ul de
agua, 2ul do produto de PCR purificado, 0.5ul do vetor pJET1.2/blunt e
0.5 ul da enzima T4 ligase. As amostras foram incubadas por
aproximadamente 30 minutos a 22°C.

3.8. Transformacéo

Para a reacdo de transformacdo foi pipetado 3ul de ligacdo em
100ul de células DH5a. de Escherichia coli, e homogeneizado
cuidadosamente. A mistura foi incubada em gelo por 30 minutos,
posteriormente colocada em banho-maria por 1 minuto a
aproximadamente 42°C. Imediatamente, as células foram levadas ao
gelo para choque térmico por 2 minutos. Entdo, foi adicionado 1mL de
meio SOC liquido. Os tubos foram deixados durante uma hora em estufa
a 37°C. Em seguida, foram centrifugados a 13.000 RPM por 30
segundos, o meio foi retirado e homogeneizado o “pellet”. As células
foram plaqueadas em meio LB (Luria- Bertani) solido com &gar e
ampicilina (100pug/mL), para que haja crescimento apenas das col6nias
desejadas. Por fim, as placas foram levadas a estufa 37°C e deixadas
“overnight” para o crescimento das colonias.
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3.9. Inoculacéo das colbnias

As colonias foram inoculadas em placas “deepwell” de 96
pocos para isso, utilizamos a cada 100mL de meio LB (Luria-Bertani)
liquido, 100pg/mL de ampicilina. As coldnias foram selecionadas e
inoculadas individualmente em 1mL da mistura contendo meio LB com
ampicilina em cada poco. As placas foram seladas com adesivo, foram
feitas pequenas aberturas no adesivo em cada poco, para entrada de
oxigénio. As placas ficaram incubadas por 22 horas em um agitador (a
aproximadamente 200 RPM) a 37°C. Na manha seguinte, estas foram
centrifugadas (4.000 RPM) por 6 minutos a 20°C. O sobrenadante foi
removido e apenas o “pellet” foi armazenado no freezer -80 °C até a
mini preparacdo do DNA.

3.10. Mini Preparacdo do DNA plasmidial

A mini preparacdo do DNA plasmidial foi realizada em duas
etapas. Na primeira etapa, em cada pogo das placas “deepwell” as
células foram ressuspendidas com 240ul de GET (glicose, EDTA, Tris).
Posteriormente, as placas foram centrifugadas por 9 minutos (4.000
RPM), a 20°C, o sobrenadante foi descartado e as placas permaneceram
invertidas sobre papel absorvente por cerca de 5 minutos. Foi
adicionado uma solugdo contendo 80ul de GET e 3ul de RNAse a
10mg/ml em cada poco, para ressuspensdo das células. Essa suspensédo
de células foi transferida para uma microplaca. Entdo, foi adicionado em
cada poco 80pl de NaOH 0,2N/SDS 1%. As placas foram vedadas e a
homogeneizacdo da solugdo ocorreu por inversdo, foram centrifugadas
rapidamente até 2.000 RPM e incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente. Foi acrescentado a cada poco 80ul de KOAc 3M gelado, as
placas foram seladas e misturadas novamente por inversdo e incubadas
por 10 minutos a temperatura ambiente. Ap6s a incubacdo foi
centrifugado rapidamente (at¢é 4.000 RPM). As placas foram
armazenadas a -80°C. Na segunda etapa, apds o descongelamento das
placas, estas foram centrifugadas rapidamente (Até 4.000 RPM), o
adesivo retirado e as placas incubadas em estufa a aproximadamente
90°C por 45 minutos. As placas foram colocadas a -20°C até esfriar e
entdo, centrifugadas a 4.000 RPM, por 9 minutos a 20°C. Todo o
volume do sobrenadante foi transferido para uma placa Millipore fixada
na parte superior de uma placa de fundo “U” de 250l de polipropileno.
Estas foram centrifugadas por 6 minutos (4.000 RPM), a 20°C. Em
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seguida, a placa Millipore foi retirada e foi adicionado 100ul de
isopranol (Merck) gelado ao filtrado restante na placa de fundo “U”.
Esta foi selada e homogeneizada por inversdao e em seguida incubada a
temperatura ambiente por 15 minutos e entdo, centrifugada por 45
minutos (4.000 RPM), a 20°C. O sobrenadante foi descartado e foi
adicionado 200ul de etanol 70% (Merck) gelado. A placa foi novamente
selada e centrifugada por 5 minutos (4.000 RPM) a 20°C. O
sobrenadante foi descartado imediatamente e a placa foi colocada
invertida sobre papel absorvente e centrifugada rapidamente (até 900
RPM). Para secar, a placa foi deixada para cima a temperatura ambiente
por 60 minutos. O DNA foi ressuspendido em 40ul de agua MiliQ. A
placa foi selada e colocada a temperatura ambiente até o dia seguinte.
Posteriormente foi acondicionada a -20°C até o sequenciamento.

3.11. Sequenciamento das amostras

Para cada individuo, oito clones foram sequenciados para
identificar os dois alelos e também para verificar possiveis erros
induzidos por PCR. As placas foram enviadas para empresa Myleus
biotecnologia que realizou o sequenciamento do DNA presente nas
amostras. As amostras foram sequenciadas por eletroforese capilar em
aparelho ABI13130, utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1.

3.12. Analise das sequéncias obtidas:

A andlise das seqliéncias obtidas foi realizada através dos
seguintes programas: ClustalW (Thompsom et al.,1997) para o
alinhamento das seqliéncias; DNASP.5.10.01 (Librado e Rozas, 2009) e
ProSeq v2.91 (Filatov e Charlesworth, 1999) para avaliar a
diferenciacdo entre as populacfes e analise dos polimorfismos. Para
construcdo da arvore filogenética foi utilizado o programa MEGA 4.0
(Tamura et al., 2007) e para a rede de haplétipos o0 TCS 1.21 (Clement
et al., 2000).
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4. RESULTADOS

Foram analisadas 12 sequéncias provenientes de Sitio Forte
(Rio de Janeiro), 12 de Abrado (Rio de Janeiro), 12 de llha do Mel
(Parand) e 08 de Cananéia (Sdo Paulo). Totalizando 44 sequéncias
analisadas.

Como observado em gel de agarose, os fragmentos resultantes
de PCR do gene clock possuem em torno de 160 pares de base (Figura
02).

Na Figura 03 temos o alinhamento de todas as sequéncias
utilizadas neste estudo, podendo observar que o gene clock praticamente
ndo possui gaps e que sua regido de éxon é bastante conservada,
ocorrendo poucas substituicbes de bases, sendo que estas acarretam
apenas substitui¢des sinbnimas. Além disso, no segmento que nao
codifica proteinas destacado em cinza, o intron, encontramos
substituicbes de bases em maior nimero e apenas um indel. (Figura 03).

A Tabela 02 mostra os resultados do teste de neutralidade de
Tajima, em que encontramos uma tendéncia a valores positivos, todavia,
estes ndo foram significativos, indicando que as sequencias seguem o
modelo neutro de evolugdo. Dessa forma, ndo ha evidéncia de que haja
sele¢do natural agindo sobre as sequéncias estudadas em nenhuma das
populacdes. Também foi analisado o nimero de sitios polimdrficos (S)
para cada populagdo e duas medidas de diversidade nucleotidica: w, com
base no niimero médio das diferengas par a par e 6, com base no nimero
total de mutagdes por sitio, sendo que em todas as andlises o =«
encontrado foi maior que o 6. A populacdo de Cananéia se mostrou a
mais polimorfica, contendo o maior nimero de sitios polimorficos (S =
12) e a maior diversidade nucleotidica (r = 0.03461 e 6 = 0.02857). A
populacdo de Abrado foi a menos polimdrfica, apresentando os menores
valores de diversidade nucleotidica (& = 0.02281 e 6 = 0.02248).

Na Tabela 3 temos os valores de diferenciacdo genética (Fst).
Os valores de Fst encontrados entre todas as populagdes foram
extremamente baixos. A maior parte dos valores de Fst ndo foram
significativos (P > 0,05), com excecdo da comparagdo entre de Ilha do
Mel e Abrado (Fst=0.1148 e P < 0,05).

A Tabela 3 também mostra os valores de polimorfismos
compartilhados (Ss), diferencas fixas (Sf), divergéncia bruta (Dxy) e
divergéncia liquida (Da) entre as populagfes analisadas. Dxy € a medida
de divergéncia entre as sequéncias das duas populacbes, baseado no
nimero de diferencas par-a-par, que ndo exclui a variabilidade intra-
populacional, ou seja, é a divergéncia bruta. Da é um indice que mede
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apenas a diferenca entre as populacdes, ou seja, a diferenga liquida.
Todas as populagdes possuem muitos polimorfismos compartilhados, e
ndo foram encontradas diferencas fixas em nenhuma das populacées.

Os maiores valores de Da e Dxy foram encontrados na
comparacao entre llha do Mel e Abrado (Dxy = 0,0419 e Da = 0,0048),
assim como o menor nimero de polimorfismos compartilhados (Ss =
08).

A éarvore filogenética foi estimada utilizando o método de
Neighbor-Joining, o modelo escolhido foi Kimura 2-pardmetros com
1000 replicacdes de bootstrap. Na arvore as sequéncias estdo dispostas
de maneira randdmica, ndo existindo uma separacdo clara entre as
seqliéncias das quatro populagbes. Sendo assim, pode-se observar
claramente na Figura 04 que a arvore utilizando o gene clock ndo agrupa
as sequéncias em grupos distintos.

Uma rede de hapldtipos utilizando as sequéncias do gene clock
também foi estimada com as diferentes populacdes de An. bellator
(Figura 05). Foram encontrados quinze diferentes haplétipos, que séo
compartilhados entre as quatro populagBes, confirmando que as
populagbes ndo estdo separadas em grupos isolados, e que
provavelmente fazem parte de uma mesma espécie.

Figura 02: DNA purificado da reagdo em cadeia da polimerase dos
fragmentos do gene clock dos individuos de Sitio Forte- RJ: Eletroforese
(gel de agarose em uma concentracdo de 2%) dos produtos de PCR do gene
clock. 1-15 Individuos de Sitio Forte. M — Marcador de peso molecular (100
pares de base).

1 2 3 45 67 8 9101112131415 M
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Figura 03: Alinhamento de todas as sequéncias do fragmento do gene clock
empregada nas anélises das populacdes de Anopheles bellator. As partes em
branco representam o éxon e a destacada em cinza o intron. A caixa verde com
as letras GT representam o inicio do intron e a caixa com AG o fim. As letras a
e b no final de cada nome indicam os diferentes alelos de cada individuo.
ABAB: Individuos de Abrado; ABCA: Cananéia; ABIM: Ilha do Mel; ABSF:
Sitio Forte.
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Figura 04: Arvore Neighbor-Joining do gene clock das sequéncias de
nucleotideos de Abrado, Cananéia, llha do Mel e Sitio Forte. Arvore de
Neighbor-Joining utilizando o gene clock de todas as sequéncias de
nucleotideos utilizadas, obtidas com distancia Kimura 2-parametros. Nimeros
sobre 0s nés representam os valores de bootstrap com base em 1.000
replicacBes. As letras a e b no final de cada nome indicam os diferentes alelos
de cada individuo. ABAB: Individuos de Abrado (circulos Vermelhos); ABCA:
Cananéia (circulos Verdes); ABIM: Ilha do Mel (circulos rosas); ABSF: Sitio
Forte (circulos Azuis).
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Figura 05. Rede de hapldtipos das sequéncias do gene clock. As diferentes
cores representam as populagdes de Anopheles bellator. Cada circulo representa
um haplétipo diferente com tamanho proporcional a sua freqiiéncia relativa de
sequéncias. NUmeros entre parénteses indicam a quantidade de sequéncias de
cada haplétipo. Os pequenos circulos brancos representam os haplétipos
intermedidrios ausentes e as linhas que ligam os hapl6tipos representam um
passo mutacional entre dois hapl6tipos observados. ABAB: Individuos de
Abrado (circulos Vermelhos); ABCA: Cananéia (circulos Verdes); ABIM: llha
do Mel (circulos rosas); ABSF: Sitio Forte (circulos Azuis). As letras a e b no
final de cada nome indicam os diferentes alelos de cada individuo.
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Tabela 02: Polimorfismos de todas as populagdes de Anopheles bellator. N,
nimero de sequéncias de DNA de cada populagdo; S, nimero de sitios
polimérficos; 0, diversidade de nucleotideos com base no nimero total de
mutacdes (ETA); n, diversidade de nucleotideos com base no nimero médio de
diferencas par-a-par; D+, Teste de Tajima.

Populacdo N S O 7 Dy

Abrado 12 11 0,02248  0,02281 1.16984
Cananéia 08 12 0,02857  0,03461 1.06437
Ilha do Mel 12 11 0,02248  0,03114 1.60251
Sitio Forte 12 11 0,02781  0,03308 0.78908

Tabela 03: Diferenciacdo genética entre as populagdes de Anopheles
bellator. Fsr, as estimativas do coeficiente de diferenciacdo entre as
populactes. Valor de P (Fsy), significancia dos valores de Fsr. Dxy, média do
nimero de substituicdes de nucleotideos por sitio entre as populagfes; Da,
nimero de substituicdes de nucleotideos liquido por sitio entre as populacdes.
Ss, nimero de polimorfismos compartilhados entre as duas populagdes. Sf,
numero de diferengas fixas entre as duas populagdes.

Populagdes Fst P(Fst) Dxy Da Ss Sf

Ilha do Mel X Abrado | 0,1148 0,0110 0,0419 0,0048 08 00

Ilha do Mel X Sitio 0,0850 0,0900 0,0391 0,0033 09 00
Forte

Abrado X Cananéia 0,0023 0,3760 0,0391 0,0001 09 00

Sitio Forte X Abrado | 0,0221 0,5490 0,0336 0,0007 09 00

Sitio Forte X 0,0109 0,4180 0,0375 0,0004 10 00
Cananéia
Ilha do Mel X 0,0393 10,6320 0,0391 0,0015 11 00

Cananéia
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5. DISCUSSAO

Na década de 60, o Brasil aderiu a campanha de erradicagéo da
maléria, baseada fundamentalmente no controle dos insetos vetores
(Coura et al., 2006). Como relata Brady et al (2015), as intervencdes que
baseiam-se nos vetores ainda sdo artefatos importantes dos programas
que tem por objetivo minimizar os casos de doencas transmitidas por
mosquitos. Deste modo, ao longo dos anos foram propostas uma série de
medidas para erradicacdo da malaria, em que a grande maioria tem
como principio interromper a transmissdo da doenca eliminando os
mosquitos vetores (Tauil et al., 1985).

Portanto, estudos sobre os elementos genéticos que podem
interferir na evolugdo, e adaptagdo do mosquito ao ambiente, séo de
suma importancia pois, podem contribuir significativamente para a
elaboracdo correta dos planos de manejo (Coluzzi et al., 1979), uma vez
gue é sabido que nem todas as espécies que fazem parte de um
complexo de espécies cripticas (duas ou mais espécies que foram
previamente classificadas como uma Unica espécie nominal devido a
uniformidade morfoldgica) sdo vetores eficazes. Ainda, as espécies de
anofelinos existentesem regiGes geograficas distintas podem ter
capacidades vetoriais diferentes pelos diferentes tipos de Plasmodium
encontrados (Pereira-Da-Silva e Gama-de-Oliveira, 2002). O complexo
de espécies An. gambiae por exemplo, inclui espécies que apresentam
diferencas em sua biologia e capacidade vetorial (Derua et al., 2012).

Ademais, muitas espécies do género Anopheles sdo
morfologicamente muito semelhantes como é o caso, por exemplo, de
An. cruzii e An. bellator (Lorenz et al., 2012). Por este motivo, a
identificacdo dessas espécies ocorre muitas vezes de forma errénea.
Todavia, a identificacdo correta desses animais é de suma importancia
tanto para diagnose dos vetores responsaveis pela transmissdo de
doencas bem como, para o controle dos patdgenos (Sallum et al., 2008).
Desta forma, a biologia molecular se faz essencial, oferecendo
ferramentas para distinguir espécies morfologicamente parecidas ou
pertencentes a complexos de espécies cripticas (Cook et al, 2005).

Estudos anteriores descrevem An. cruzii, (pertencente ao
mesmo subgénero que An. bellator) como sendo um complexo de
espécies cripticas. Carvalho-Pinto e Lourenco-de-Oliveira (2004)
utilizando andlises isoenzimaticas em diferentes populacBes de An.
cruzii, obtiveram valores relativamente altos de Fst sugerindo assim, a
existéncia de duas espécies distintas: uma na Bahia e a outra composta
por individuos dos estados de S&o Paulo, Santa Catarina e Rio de
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Janeiro. Rona et al (2010a, 2010b ,2013) também realizou comparacdes
entre populacbes de An. cruzii, provenientes de diferentes Estados
Brasileiros utilizando analises multilocus com genes que codificam
proteinas ribossomais e genes do reldgio biolégico, incluindo o mesmo
marcador molecular utilizado neste estudo, o gene clock. Estes autores
observaram altos valores de Fst nas comparac@es com a populacdo de
Itaparica (BA) (Fst > 0,7088), corroborando com os resultados de
Carvalho-Pinto e Lourenco-de-Oliveira (2004) e sugerindo que estas sdo
diferentes espécies do complexo An. cruzii. Ainda, foi visto que a
populacdo de Itatiaia (RJ) é distante geneticamente das demais
populacdes analisadas, e que nesta regido de Itatiaia (RJ) ocorrem duas
espécies simpatricas.

Utilizando analises isoenzimaticas Carvalho-Pinto e Lourengo
de Oliveira (2003), avaliaram populacdes de An. bellator de Santa
Catarina, S8o Paulo, Bahia e da llha de Trinidad. As comparagdes com a
Bahia apresentaram altos valores de diferenciacdo genética e o fluxo
génico observado foi ainda menor quando incluida a populacdo de
Trinidad. Isso pode ser devido a distribuicdo geografica e distancia entre
essas populagdes, ja que a capacidade de voo é fator condicionante para
dispersdo do mosquito (Bona, 2008).

Do mesmo modo, devido as distancias, e pela presenca de uma
cadeia de montanhas entre duas das populacdes analisadas neste estudo,
a de Abrédo e a de Sitio Forte (RJ) (Figura 01), esperava-se que estas
atuassem como barreiras geograficas entre as populacbes. Que, por
conseguinte encontrariamos baixo fluxo génico entre as amostras
analisadas, como foi verificado por Carvalho-Pinto e Lourengo de
Oliveira (2003). Todavia, em contraposicdo ao esperado, valores de
diferenciacdo genética (Fst) extremamente baixos e ndo significativos
foram obtidos entre essas duas amostras, e também entre todas as outras
populagdes. O Unico valor de Fsy significativo foi observado entre Ilha
do Mel e Abrado (Fst = 0,1148). Contudo, segundo Hey e Pinho (2012)
para uma populacgdo vir a ser diagnosticada como espécie é necessario
um valor de Fst de no minimo 0,35, indicando assim, que as populactes
de An. bellator estudadas ndo podem ser classificadas como um
complexo de espécies cripticas.

Além disso, na arvore filogenética estimada através do método
de Neighbor-Joining com o modelo Kimura 2-pardmetros observamos
gue as sequéncias estdo dispostas randomicamente. A rede de haplétipos
também néo separou as populagbes em grupos isolados, ao invés disso,
obtivemos haplétipos compartilhados entre todas as populagdes.
Corroborando assim, com os resultados de Fst obtidos neste estudo,
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indicando que ndo esti4 ocorrendo um processo de especiacdo entre as
populacdes analisadas. Apesar dos resultados obtidos neste estudo néo
corroborarem com os encontrados por Carvalho-Pinto e Lourenco de
Oliveira (2003), as populacGes da Bahia e da Ilha de Trinidad utilizadas
por estes autores e que se mostraram mais diferenciadas em relacdo as
do sul e sudeste ndo foram analisadas aqui.

Outros estudos também foram realizados no Laboratério de
Polimorfismos Genéticos com outros dois diferentes marcadores
moleculares: timeless, um outro gene do reldgio bioldgico, e Rp49 que
codifica proteinas ribossomais (dados ainda ndo publicados). As
mesmas populacBes de An. bellator foram analisadas nesses estudos, e
0s resultados obtidos corroboram com os dados encontrados neste
trabalho com o gene clock, sugerindo que, diferente do que foi
encontrado para An. cruzii, as popula¢des de An. bellator analisadas
fazem parte de uma Unica espécie.

Ramirez e Dessem (2000) através de uma analise sobre padrdes
de bandeamento do cromossomo X, comparando populac@es de An.
cruzii do sul e sudeste do Brasil, chegaram a conclusao da ocorréncia de
pelo menos duas formas divergentes na espécie, cada uma carregando
um conjunto diferente de inversdes. Devido a auséncia de heterozigotos
nas regides onde as formas ocorriam em simpatria, a hipotese levantada
foi de que as mesmas constituiam duas unidades evolutivas
independentes. Além disso, cada uma das formas estava associada a um
conjunto de inversGes cromossdmicas e a diferentes habitats: uma das
formas era predominante em regides com altitude mais elevada,
enquanto a outra era predominante em florestas costeiras ao nivel do
mar. Ainda, Ramirez e Dessem (1996), através de uma comparacdo dos
cromossomos politénicos entre populacdes de An. bellator e de An.
cruzii, verificaram que as populac@es de An. cruzii apresentaram maior
quantidade de polimorfismos cromossdmicos. Segundo Ramirez e
Dessem (1996), isso pode ser devido a divergéncia de habitats das
formas imaturas entre as duas espécies, pois, An. cruzii é uma espécie
gue ocupa uma maior variabilidade de nichos, sendo que ndo apresenta
tantas especificacdes quanto ao meio (Veloso et al, 1956). Sendo assim,
este é encontrado frequentemente em bromélias de diversos tamanhos,
nas copas das Aarvores, terrestres e até mesmo rupestres. Em
contrapartida, An. bellator é encontrado nas bromélias geralmente
maiores em locais ensolarados, e raramente é encontrado dentro das
matas (Consoli e Lourenco de Oliveira, 1994).

Acredita-se que os diferentes rearranjos cromossémicos
favoreceriam a ocupacao de hébitats distintos no caso de An. cruzii. O
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que talvez possa ser explicado através de dois modelos de especiacao
cromossdmica: 0 de supressdo da recombinacdo e o de inviabilidade do
hibrido. O primeiro modelo sugere que ha diminuicdo na recombinagdo
das diferentes formas cromossdmicas devido a presenca de inversdes. Ja
0 segundo, postula que os individuos heterozigotos para rearranjos
cromossdémicos sao estéreis ou tem seu fitness reduzido. Deste modo
em ambos 0s casos, isso poderia servir de barreira para o fluxo génico,
reduzindo-o entre as populagdes, fazendo com que haja tendéncia a
fixacdo de alelos com caracteristicas favoraveis a diferentes condigdes,
ocasionando maior adaptacdo local (Coluzzi et al., 2002; Ayala e
Coluzzi, 2005). Talvez, a presenca de polimorfismos de inversdes
cromossdémicas em An. cruzii e sua auséncia em An. bellator pode
explicar o fato da primeira constituir um complexo de espécies cripticas
e de diferentes populacbes de An. bellator formarem uma Unica unidade
evolutiva no sul e sudeste do Brasil.
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6. CONCLUSAO

Os resultados confirmam a presenca de fluxo génico e a ndo
diferenciacdo genética entre as populacdes analisadas, indicando desta
forma, que An. bellator ndo faz parte de um complexo de espécies.
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7. PERSPECTIVAS

Como ja comentado anteriormente, Carvalho-Pinto e Lourenco
de Oliveira (2003) encontraram grande diferenciagdo genética entre
populacdes de An. bellator provenientes da Bahia e de outras regides
brasileiras, por este motivo, pretendemos dar continuidade ao trabalho
incluindo outras populagdes, como as provenientes da Bahia e de
Floriandpolis.

Concomitantemente a este trabalho no Laboratério de
Polimorfismos genéticos, também foram desenvolvidos outros dois
estudos com as mesmas populagfes, mas, com outros marcadores: 0s
genes timeless e Rp49. Além destes genes, também pretendemos
adicionar ao trabalho um gene mitocondrial como marcador molecular.
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