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RESUMO

O presente estudo realizou a identificacdo e andalise de polimor-
fismos de nucleotideos Unicos (SNP) no gene do mini-exon (spliced le-
ader) e na regido intergénica do gene da histona H2A, e de sequéncias
repetitivas (microssatélites) em formas epimastigotas e tripomastigotas
das cepas SC-58 e Choachi de T. rangeli. Para a analise de microssatéli-
tes trés abordagens foram utilizadas: a pesquisa em bibliotecas de
EST/ORESTES (Expressed Sequence Tags/Expressed Sequence Tags),
a pesquisa em bibliotecas genébmicas geradas pela metodologia PIMA e
a amplificagfo via PCR de loci previamente identificados em outras es-
pécies. Os microssatélites identificados foram avaliados quanto & abun-
dancia, frequéncia e viabilidade como marcadores genéticos. Os loci i-
dentificados por PCR foram avaliados através da genotipagem de 20 ce-
pas e dois clones de T. rangeli. A ocorréncia de SNP foi investigada a-
través da clonagem e sequenciamento do produto de amplificagcdo do
gene do spliced leader e da regido intergénica do gene da histona H2A
de formas epimastigotas de diferentes cepas de T. rangeli. Os resultados
obtidos com estes marcadores permitiram o estudo da estrutura popula-
cional do T. rangeli, gerando analises filogenéticas consistentes. Os re-
sultados demonstram que o T. rangeli, assim como o T. cruzi, apresenta
uma estrutura populacional predominantemente clonal, e a subdivisdo
populacional pode ser em parte explicada pela classificacdo nas linha-
gens KP1+ e KP1-. Uma subdivisdo da populacdo KP1- foi detectada e
confirmada utilizando os marcadores microssatélites identificados, suge-
rindo eventos recentes de evolugdo, provavelmente influenciados pela
troca de hospedeiros durante o ciclo de vida, pela localizagdo geogréfica
e/ou por uma co-evolucgdo do parasito com suas espécies vetores simpa-
tricas. Novas sequéncias tipo EST (Expressed Sequence Tags), ORES-
TES (Open Reading Frame EST) e GSS (Genome Survey Sequences) do
T. rangeli foram geradas no ambito do presente estudo. A analise destas
sequéncias, assim como a analise dos microssatélites e de SNP, trard
novas perspectivas para compreensdo do desconhecido ciclo do parasito
em seus hospedeiros mamiferos, assim como para o diagnéstico especi-
fico de infec¢des causadas por T. cruzi e/ou T. rangeli.
Palavras-chave: Trypanosoma rangeli. Microssatélites. SNP. Estrutura
populacional.



ABSTRACT

This present study performed the identification and analysis of
single nucleotide polymorphisms (SNPs) within the mini-exon gene
(spliced leader) and the histone H2 A intergenic region, as well as repeti-
tive sequences (microsatellites) in T. rangeli epimastigotes and trypo-
mastigotes from SC-58 and Choachi strains. Three approaches were
used for microsatellite analysis: search in EST/ORESTES (Expressed
Sequence Tags/Expressed Sequence Tags) libraries, search in genomic
libraries generated by PIMA and by PCR amplification of loci formerly
identified in other species. The microsatellites found were evaluated for
their abundance, frequency and viability as genetic markers. Genotyping
of 20 strains and two clones of T. rangeli was performed for each of the
loci amplified by PCR. The occurrence of SNP was investigated by
cloning and sequencing the amplification products of the spliced leader
gene and the histone H2A intergenic region from epimastigotes of dif-
ferent T. rangeli strains. Our results allowed the assessment of the T.
rangeli population structure and generated robust phylogenetic analysis.
The obtained results shows that T. rangeli has a predominant clonal
population structure as observed for T. cruzi, being in accordance to the
KP1 + and KP1- lineages hypothesis. Also, a subdivision of the popula-
tion KP1- was detected and confirmed using microsatellite markers
identified in this study, suggesting recent evolutionary events, probably
influenced by the host/vector changes during life cycle, by geographical
location and/or by co-evolution of parasite with their sympatric vectors.
New EST, ORESTES, and GSS (Genome Survey Sequences) sequences
of T. rangeli were generated in this study. Analysis of these newly gen-
erated sequences along with the analysis of microsatellite and SNP will
bring new insights to the unknown T. rangeli cycle on its vertebrate
hosts, as well as for specific diagnosis of infections caused by T. cruzi
and/or T. rangeli.

Keywords: Trypanosoma rangeli. Microsatellites. SNP. Population
structure.
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Justificativa

Estudos acerca dos diferentes aspectos da biologia do Trypano-
soma rangeli se justificam nédo s6 pela intima relagdo com o Trypano-
soma cruzi e com o diagnostico da doenca de Chagas (conforme discuti-
do abaixo), mas também para a geracdo de dados do préprio parasito, o
qual é muito pouco estudado. Questdes como o porqué da ndo-
patogenicidade para humanos, apesar de caracteristicas muito similares
ao T. cruzi, fazem do T. rangeli um modelo interessante para uma me-
lhor compreensédo da interacdo parasito-hospedeiro entre as espécies do
género Trypanosoma.

O T. rangeli e o T. cruzi sdo as duas espécies do género Trypano-
soma que infectam humanos nas Américas Central e do Sul (STEVENS;
NOYES; SCHOFIELD et al., 2001) e, considerando a grande sobreposi-
¢ao quanto a distribuicdo geogréafica e ao compartilhamento de reserva-
torios e vetores, o T. rangeli apresenta elevada relevancia epidemiolog i-
ca, uma vez que infecgBes por este parasito induzem uma reposta imune
humoral que determina reacGes sorolégicas cruzadas com o T. cruzi
(GRISARD; STEINDEL; GUARNERI et al., 1999), podendo levar a
um diagnéstico equivocado com elevado custo social e econdmico. As-
sim, torna-se necessdria a abertura de novas perspectivas que possibili-
tem detectar e diferenciar estes dois patégenos de maneira rapida, facil e
economicamente viavel (GRISARD; STEINDEL, 2005).

Considerando a magnitude dos problemas determinados pelo T.
rangeli, pouca importancia tem sido dispensada para estudos relaciona-
dos aos aspectos fundamentais da biologia basica, da epidemiologia, da
bioquimica e da biologia molecular deste agente. Entretanto, tem havido
um aumento do nimero de publicacdes na literatura sobre o parasito, e a
disponibilidade dos dados de sequenciamento dos genomas de T. cruzi
(EL-SAYED; MYLER; BARTHOLOMEU et al., 2005), de Trypano-
soma brucei (BERRIMAN; GHEDIN; HERTZ-FOWLER et al., 2005) e
de Leishmania major (IVENS; PEACOCK; WORTHEY et al., 2005)
nos bancos de dados publicos, tem permitido estudos comparativos vi-
sando elencar novos alvos para o diagnostico especifico e para a realiza-
cao de estudos filogenéticos do grupo.

Diferentes iniciativas relacionadas ao estudo do T. cruzi (sequen-
ciamento genémico, gendmica funcional, transcriptoma e proteoma) tém
sido desenvolvidas na Gltima década; por outro lado, as iniciativas no
estudo do T. rangeli sdo apenas pontuais, dispersas e claramente insufi-
cientes. Entre as diferentes abordagens para a avaliagdo do repertério de
expressdo génica de um organismo, a partir dos quais se pode elencar
alvos diagnosticos, destaca-se a geracdo de etiquetas de sequéncias
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transcritas (Expressed Sequence Tags - EST), de perfis de Orestes (Open
Reading Frame EST ou ORF EST) ou a geragdo de GSS (Genome Sur-
vey Sequences), representando, em termos de sequenciamento, ferra-
mentas poderosas para 0 mapeamento fisico de genomas, com a vanta-
gem de gerar bibliotecas de cDNA que podem representar genes estagio
e/ou organismo-especificos (no caso de EST e ORESTES) (DIAS NE-
TO; CORREA; VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2000; SNOEIJER;
PICCHI; DAMBROS et al., 2004).

Neste sentido, em 2001, o Laboratério de Protozoologia da UFSC
(http://www.proto.ufsc.br) iniciou o projeto transcriptoma do T. rangeli
visando gerar sequéncias de formas epimastigotas e tripomastigotas de
duas cepas de distribuicdo geogréfica polar (SC-58 e Choachi), utilizan-
do inicialmente a técnica de geracdo de EST e atualmente a técnica de
ORESTES. O primeiro relato deste projeto descreve a geracdo de 656
sequéncias de alta qualidade, das quais somente 386 (58,84%) apresen-
taram similaridade com outros tripanosomatideos (SNOEIJER; PIC-
CHI; DAMBROS et al., 2004).

Na continuidade, o projeto tem revelado interessantes achados
dentre o rol de genes expressos deste parasito, ja tendo sido sequencia-
dos mais de 8.845 clones, gerando 5.226 EST / ORESTES de alta qua-
lidade. Os dados atualizados do andamento deste projeto estdo dispostos
no site do consorcio BiowebDB (http://www.biowebdb.org), no ambito
do qual foi desenvolvida a plataforma STINGRAY (System for Integra-
ted Genomic Resources and Analyses) através de uma colaboragdo do
Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz) com a UFRJ, UFSC e com o Instituto
Militar de Engenharia (IME) (http://stingray.biowebdb.org/).

Outra estratégia para o estudo da biologia molecular de um orga-
nismo é a utilizagdo de marcadores moleculares que permitam o estudo
ndo de um sé gene ou familia génica especifica, mas da variabilidade
genética e da estrutura populacional do organismo em questdo. Os mar-
cadores moleculares que revelam polimorfismos no DNA possuem hoje
papel fundamental em estudos genéticos. Entretanto, devido a existéncia
de vérias técnicas moleculares para geracdo de dados e as vérias impli-
cacles biolégicas que podem advir do estudo com estes marcadores, a
escolha deve ser realizada com propositos bem definidos. Neste sentido,
varios fatores precisam ser levados em consideracdo para a determina-
¢do de um marcador de variabilidade, sendo: i) o nivel esperado de vari-
abilidade, ii) a taxa de mutac&o, iii) 0 modo de heranca, ou seja, como é
a segregacdo durante a divisdo celular, iv) e o custo, o tempo e a neces-
sidade de médo-de-obra especializada, principalmente se o marcador em
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questdo for aplicado para analises de rotina (FREELAND, 2005; VIG-
NAL; MILAN; SANCRISTOBAL et al., 2002).

Do ponto de vista do mecanismo molecular (Tabela 1), os trés
principais tipos de variacdo que podem ser encontrados no DNA séo al-
teracBes de nucleotideo Unico (SNP — Single Nucleotide Polimorphism);
inser¢des ou delecBes (InDels - Insertions or deletions) variando de uma
a centenas de bases e o0 nimero variavel de repeticdes em tandem (VN-
TR — variable number of tandem repeats). A escolha da técnica molecu-
lar que sera utilizada para a genotipagem destas varia¢des dependera da
variacdo em si e da escala desejada (VIGNAL; MILAN; SANCRISTO-
BAL et al., 2002).

Se considerarmos os marcadores moleculares de DNA em termos
do tipo de informag&o gerada por locus, somente trés categorias podem
ser descritas, em aumento do grau de interesse: os dominantes bialélicos
(Ex: RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA e AFLP — Amplified
Fragment Length Polymorphism); os codominantes bialélicos (ex: SNP,
RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism) e os codominantes
multialélicos (ex: microssatélites). Marcadores codominantes permitem
a identificacdo de todos os alelos que estdo presentes em um locus parti-
cular, enquanto que marcadores dominantes permitem o estudo de so-
mente um alelo dominante. Como resultado, dados gerados por marca
dores codominantes sdo geralmente mais precisos; entretanto, marcado-
res dominantes geralmente requerem menos tempo e custo de desenvol-
vimento e podem ser mais convenientes em alguns casos (Tabela 2)
(FREELAND, 2005; VIGNAL; MILAN; SANCRISTOBAL et al.,
2002).



Tabela 1 — As principais categorias de marcadores moleculares

Tipo de variagao

Nome domar-
cador
RFLP

PCR-RFLP
RAPD
AFLP

Microssatélites

SNP*

SNP'  Indel®
+ +
+ +
+ +
+ +
- +
+ +

Conteldo da informacao
VNTR? 2 a}lelos 2 ale_los co- Multiglelos

dominantes  dominantes codominantes

+ - -

+ - -

+ + -

+ +

+ - +

1 — SNP = qualquer tipo de substitui¢do de base / 2 — Indel = inserc¢des e delecdes / 3

— VNTR = numero variavel de repeticdes em tandem / 4

— Enquanto os outros marcadores representam a técnica de genotipagem utilizada em si, a genotipagem de SNP pode ser realizada por uma
gama de metodologias que serdo apontadas no capitulo Ill.

Tabela 2 — Caracteristicas e exigéncias técnicas das principais categorias de marcadores moleculares

géncias técnicas

Caracteristicas técnicas

Nome domar-
cador

RFLP
PCR-RFLP
RAPD

AFLP
Microssatélites
SNP

Exi
Enzimas
de restri- PCR
¢ao
+ -
+ +
- +
+ +
- +
- +

Iniciadores
especificos

4

+
4

Eletroforese

+ o+ [+ o+

+
()’

Custo de Desen-
volvimento

Alto
Alto
Muito baixo

Baixo
Alto
Alto

Custo de Ge-
notipagem

Alto
Médio
Muito baixo
Muito baixo

Baixo/Alto®
Variavel

Reprodutibilidade

Alta
Alta

Baixa

Alta
Alta
Alta

Acuracia®

Muito alta
Muito alta
Muito
baixa
Média
Alta
Muito alta

Modificado de Vignal et al. (2002)
1 — Refere-se a taxa de erro do método: resultados podem variar de um experimento para outro / 2 — Refere-se a precisdo na qual o
reconhecimento do alelo verdadeiro pode ser alcancado / 3 — De acordo com atécnica de genotipagem utilizada.

€¢
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Assim, o presente trabalho propde a utilizagdo dos marcadores
codominantes, microssatélites (multialélico) e SNP (bialélico), para o
estudo da variabilidade genética e da estrutura populacional do T. range-
li. Estes marcadores foram selecionados ndo s pela qualidade da infor-
macdo gerada, mas também porque ja estdo disponiveis na literatura va-
rios trabalhos utilizando outros marcadores, principalmente dominantes,
em T. rangeli (MACEDO; VALLEJO; CHIARI et al., 1993; MAIADA
SILVA; RODRIGUES; CAMPANER et al., 2004; MARQUEZ; RA-
MIREZ; MORENO et al., 2007; STEINDEL; DIAS NETO; PINTO et
al., 1994; VALLEJO; GUHL; CARRANZA et al., 2007).

Para uma melhor apresentacdo dos resultados obtidos, o presente
trabalho foi dividido em quatro capitulos, sendo que cada um dos obje-
tivos especificos estdo descritos no capitulo respectivo apds uma breve
revisdo do tema. O primeiro capitulo trata da obtengdo e caracterizagéo
do material biolégico, o segundo da identificacdo e analise de microssa
télites, o terceiro da identificacdo de SNP e o quarto da analise da estru-
tura populacional do parasito relacionando os resultados obtidos com os
descritos na literatura. Um capitulo adicional descrevendo projetos para-
lelos e outras atividades desenvolvidas durante o periodo de doutora-
mento é apresentado ao final do trabalho.

Objetivo Geral

Estudar a variabilidade genética e a estrutura populacional do
Trypanosoma rangeli através da identificacdo e da caracterizagéo de mi-
crossatélites e de polimorfismos de nucleotideos Gnicos (SNP) em dife-
rentes cepas do parasito.



CAPITULO I
Obtencao e Caracterizacdo do Material Biolégico

"4 coisa mais bela que o fiomem pode experimentar é o mistério. € esta a emogio
Sundamental que estd na raiz de toda ciéncia e arte. O homem que desconfiece esse

encanto, incapaz de sentir admiragdo e estupefacdo, esse jd estd, por assim dizer,

morto e tem os olhos extintos.”
Albert Einstein
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I.1 Revisao Bibliogréafica

O Trypanosoma rangeli (Tejera, 1920), assim como o T. cruzi
(Chagas, 1909), sdo protozoarios flagelados pertencentes ao Filo Eugle-
nozoa, Ordem Kinetoplastida, Sub-Ordem Trypanosomatina, Familia
Trypanosomatidae (Figura 1.1). Estes parasitos, assim como outros re-
presentantes da Ordem Kinetoplastida, tém como principais caracteristi-
cas: i) a presenca da organela denominada cinetoplasto localizada na ba-
se do flagelo que contém o DNA mitocondrial, também chamado de
kDNA (VICKERMAN, 1976); ii) a compartimentalizacdo da glicdlise
dentro de um microcorpo chamado “glicosoma” (MICHELS; HANN A-
ERT, 1994) e, iii) o processo de trans-splicing, pelo qual uma sequéncia
curta e conservada de RNA chamada spliced leader ou “mini-exon” é
adicionada pds-transcripcionalmente a todos os RNA mensageiros
(MURPHY; WATKINS; AGABI AN, 1986; SUTTON; BOOTHROYD,
1986).

Figura .1 - Forma tripomastigota do Trypanosoma rangeli emsangue de ca-

mundongo experimentalmente infectado. Corado pelo método de Giemsa, au-
mento de 1.000x.

Taxonomicamente, o T. rangeli foi incluido por Hoare (1972) no
Sub-Género Herpetosoma dentro da secc¢do Stercoraria, grupo este que
também alberga o T. cruzi. Entretanto, ao contrario do T. cruzi, o T.
rangeli é transmitido principalmente pela picada do inseto vetor, assim
como as espécies tipicas da seccdo Salivaria (os tripanosomas africa-
nos), sendo considerado um elo filogenético entre os parasitos incluidos
em ambas as secdes (D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1992; GRISARD,
2002).

A distribuicdo geogréfica deste tripanosoma parece ser tdo exten-
sa quanto a do T. cruzi, agente etiolégico da Doenga de Chagas, estando
a sua transmissdo igualmente associada a condicfes precérias de mora
dia e a consequente facilidade na domiciliacdo de triatomineos (Figura
1.2) (DE LEON, 1952; MAIA DA SILVA; JUNQUEIRA; CAMPANER
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et al., 2007). Espécies silvestres de triatomineos do género Rhodnius séo
considerados os principais vetores naturais ou experimentais do T. ran-
geli, destacando-se o R. prolixus e o R. brethesi (COURA; FERNAN-
DES; ARBOLEDA et al., 1996; STEINDEL; PINTO; TOMA et al.,
1991).

De acordo com Grisard et al. (1999), ao contrario de seu ciclo no
hospedeiro vertebrado, o curso da infeccdo pelo T. rangeli no inseto ve-
tor é bem conhecido e descrito na literatura. Nestes hospedeiros sua
principal caracteristica biologica é a capacidade de escape do sistema
digestivo a hemocele do inseto e a invaséao e diferenciacdo nas glandulas
salivares, com posterior transmisséo ao hospedeiro vertebrado através da
picada dos insetos infectados (GRISARD; STEINDEL, 2005) (Figura
1.2). Os efeitos patogénicos sobre o hospedeiro invertebrado séo obser-
vados pela dificuldade na muda, pelo retardo no desenvolvimento das
ninfas e por uma alta mortalidade provocada pela invasdo do parasito as
glandulas salivares (MEJIA PALAU ZUNIGA, 2004).

Y D.\ <4\ ™
/ =]~
\ > _7

e e OOO © 00 Hospedeiro mamifero
O\
o\ A o0 _©
° o

Figura 1.2 - Representacdo esquematica do ciclo do Trypanosoma rangeli no
hospedeiro invertebrado. A infecgdo do triatomineo ocorre pela ingestdo de
formas tripomastigotas sanguineas durante o repasto sanguineo (A), sendo as
formas tripomastigotas e epimastigotas predominantes no intestino médio (B),
usualmente encontradas também nas fezes (C). Formas epimastigotas que se di-
videmno intestino médio podem invadir a hemocele (D), onde se dividemde
forma livre. Apds a penetracdo nas glandulas salivares das formas presentes na
hemolinfa (E), os metatripanosomas infectivos, produzidos na luz das glandulas,
sdo inoculados com a saliva durante o repasto sanguineo no hospedeiro mamife-
ro (F) (GRISARD; STEINDEL, 2005).
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Além dos hospedeiros invertebrados, o T. rangeli tem sido encon-
trado em mamiferos de cerca de 20 géneros pertencendo a cinco diferen-
tes ordens (D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1999; GRISARD; STEIN-
DEL; GUARNERI et al., 1999). No Brasil é encontrado principalmente
em gambas e roedores, ndo demonstrando, como constatado para outras
espécies do Sub-Género Herpetosoma, especificidade de hospedeiro
(D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1992).

A infeccdo humana por T. rangeli ja foi constatada em sete paises
Sul-Americanos perfazendo cerca de 2.700 casos comprovados (D'A-
LESSANDRO, 1976; D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1992; D'ALES-
SANDRO; SARAVIA, 1999). No Brasil, os registros definitivos da o-
corréncia do parasito foram publicados por Steindel et al. (1992), Stein-
del et al. (1991), Diotaiuti et al. (1992) e por Coura et al. (1996), sendo
0 primeiro caso humano foi descrito por Coura et al. (1996) no Estado
do Amazonas.

Embora tenha a capacidade de infectar seres humanos, o T. ran-
geli aparentemente ndo é patogénico para os mesmos (HOARE, 1972),
entretanto, induz uma resposta imune humoral com elevados titulos de
anticorpos. Por apresentar comprovadamente cerca de 60% de suacons-
tituicdo antigénica solivel homéloga a do T. cruzi (AFCHAIN; LE
RAY; FRUIT et al., 1979), com quem compartilha vetores triatomineos
e hospedeiros vertebrados determinando infec¢Bes mistas, € comum a
ocorréncia de reacbes sorologicas cruzadas com o agente etiolégico da
Tripanosomiase Americana (Doenca de Chagas), dificultando desta
forma o diagndstico soroldgico desta doencga, principalmente em sua fa-
se crbnica (SALDANA; SOUSA, 1996; VARGAS; SOUTO; CAR-
RANZA et al., 2000).

No hospedeiro invertebrado, a detec¢do do T. rangeli tradicio-
nalmente é realizada baseada em seu ciclo de vida, sendo assim, o exa-
me da hemolinfa e da glandula salivar é o mais utilizado (D'ALES-
SANDRO, 1976). A deteccdo da infeccdo pelo T. rangeli, em vertebra-
dos, é realizada de modo similar ao diagnéstico da doenca de Chagas,
ou seja, por métodos parasitolégicos como esfregagos sanguineos, he-
mocultura e xenodiagnostico, e por métodos sorolégicos como imuno-
fluorescéncia, ELISA e Western blot (GRISARD; STEINDEL; GUAR-
NERI et al., 1999; SALDANA; SOUSA; ORN, 1995).

Ao considerar a grande semelhanca morfoldgica destes parasitos,
procedimentos alternativos tém sido propostos tanto para a diferenciacéo
entre estas espécies quanto para a caracterizagdo intra-especifica destes
parasitos. Entre eles pode-se citar a avaliacdo da susceptibilidade a lise
mediada pelo complemento, a reagdo com anticorpos monoclonais, a a-
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glutinacdo por lectinas (ACOSTA; ROMANHA; COSENZA et al.,
1991; STEINDEL; PINTO; TOMA et al., 1991), a deteccdo da secrecdo
de neuraminidase no meio de cultura (SCHOTTELIUS, 1987), a analise
do DNA cinetoplastico (MASIGA; GIBSON, 1990; RECINOS; KIRC-
HHOFF; DONELSON, 1994; VALLEJO; GUHL; CARRANZA et al.,
2002; VALLEJO; GUHL; CARRANZA et al., 2003; VALLEJO; MA-
CEDO; CHIARI et al., 1994) a andlise de isoenzimas, as analises de per-
fis de RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), a suscepti-
bilidade de triatomineos e as analises do gene do mini-exon (FER-
NANDES; SANTOS; CUPOLILLO et al., 2001; GRISARD; CAMP-
BELL; ROMANHA, 1999; MURTHY; DIBBERN; CAMPBELL, 1992;
VALLEJO; GUHL; CARRANZA et al., 2003).

Todos estes estudos tém permitido um avanco do conhecimento
sobre este protozoério. Entretanto, quando comparado a outros organis-
mos, inclusive do proéprio género Trypanosoma, percebe-se que a infor-
macdo existente ainda € restrita e fragmentada em seus diversos aspec-
tos, sobretudo molecularmente. Em especial, 0 genoma do T. rangeli a-
inda é desconhecido, havendo apenas um pequeno nimero de genes e
proteinas caracterizados e registrados no GenBank (BAYER-SANTOS;
SINCERO; STOCO et al., 2006; SNOEIJER; PICCHI; DAMBROS et
al., 2004).

A recente adocdo de tecnologias de andlise de DNA e/ou RNA na
deteccdo e caracterizacdo de parasitos tem apresentado resultados bas-
tante promissores no estudo da variabilidade genética em tripanosomati-
deos (GULL, 2001). As técnicas apresentam-se reprodutiveis, muito
sensiveis e com alta especificidade, estando as sequéncias alvo no DNA
nuclear, cinetoplastico ou ribossomal conservadas durante as distintas
fases do ciclo desses protozoarios (GRISARD; STEINDEL; GUARNE-
Rl et al., 1999).

A amplificacdo via Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) de
sequéncias repetitivas do DNA possui variantes que permitem caracteri-
zar molecularmente isolados de diferentes espécies de parasitos como a
utilizacdo de iniciadores aleatdrios (AP-PCR ou RAPD), a amplificacdo
em condicdes de baixa estringéncia utilizando-se somente um iniciador
especifico (LSSP-PCR) ou ainda a amplificacdo especifica seguida da
clonagem e sequenciamento de diferentes genes (BRISSE; DUJARDIN;
TIBAYRENC, 2000; CHIURILLO; CRISANTE; ROJAS et al., 2003;
DESQUESNES; DAVILA, 2002; GRISARD; CAMPBELL; ROMA-
NHA, 1999; MACLEOD, 2004; MORALES; ROMERO; DIEZ et al.,
2002; STEINDEL; DIAS NETO; DE MENEZES et al., 1993; VAGO,
1996).
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Atualmente, vérios genes foram descritos e tém sido alvos da
amplificagdo via PCR com o intuito de diferenciar T. cruzi de T. rangeli,
entre eles destacam-se: gene do mini-exon (ou spliced leader) (FER-
NANDES; SANTOS; CUPOLILLO et al, 2001; GRISARD; CAMP-
BELL; ROMANHA, 1999; MURTHY; DIBBERN; CAMPBELL, 1992;
VALLEJO; GUHL; CARRANZA et al., 2003), genes que codificam a
proteina flagelar (SILBER; BUA; PORCEL et al., 1997), o DNA cine-
toplastico (kDNA) (VALLEJO; GUHL; CARRANZA et al., 2002;
VALLEJO; GUHL; CHIARI et al., 1999), o gene da cisteina proteinase
(TANAKA, 1997), além dos genes do RNA ribossomal (rRNA) que
permitem o diagnostico diferencial também de outros tripanosomatideos
americanos (BRIONES; SOUTO; STOLF et al., 1999; SOUTO; VAR-
GAS; ZINGALES, 1999).

Especial destaque deve ser dado as contribuicfes oriundas de es-
tudos do DNA do cinetoplasto (kDNA). O kDNA em T. rangeli é cons-
tituido de milhares de mini-circulos de DNA e algumas dezenas de ma-
xi-circulos de DNA concatenados em uma rede. Dentro das espécies, 0s
mini-circulos diferem na sequéncia nucleotidica, mas sdo homogéneos
em tamanho. Em todas as espécies de tripanosomatideos, mini-circulos
de kDNA tém pelo menos uma copia de uma regido conservada de 100-
200 nucleotideos (nt) que contém uma sequéncia universal quase invar i-
avel de 12 pares de bases (pb) (STURM; DEGRAVE; MOREL et al.,
1989; VALLEJO; MACEDO; CHIARI et al., 1994)

Ha quatro cdpias desta regido conservada em T. cruzi, organiza-
das a cada 90° O T. rangeli contém trés distintas classes de KDNA, as
quais diferem em tamanho e organizagdo molecular (Figura 1.3), sendo
0s mini-circulos KP1 (uma regido conservada), KP2 (duas regides con-
servadas localizadas a cada 180°) e KP3 (quatro regibes conservadas lo-
calizadas a cada 90°C, como em T. cruzi) (VALLEJO; MACEDO;
CHIARI et al., 1994). As regides conservadas de ambas as espécies
mostram grande similaridade, portanto, iniciadores foram desenhados
para detectar T. cruzi e T. rangeli por uma PCR duplex, que permite a
amplificacdo de todos os tipos de mini-circulos com alta sensibilidade
devido ao elevado nimero de copias desta molécula (VALLEJO; GU-
HL; CARRANZA et al., 2002; VALLEJO; GUHL; CARRANZA ¢t al.,
2003).

Esta abordagem permitiu classificar as cepas de T. rangeli em
KP1+ e KP1- (Figura 1.3). Com ela foi verificado que cepas isoladas de
R. prolixus apresentam todos os produtos de amplificacdo (KP1+), en-
guanto que cepas isoladas de outras espécies do género Rhodnius apre-
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sentam produtos de amplificacdo derivados dos mini-circulos KP2 e
KP3, mas néo do KP1 (KP1-).

Cepas de T. rangeli KP1+ e KP1- foram encontradas no intestino
de muitos espécimes de R. prolixus e R. colombiensis, mas as cepas
KP1+ ndo invadem a hemolinfa e as glandulas salivares de R. colombi-
ensis, assim como as cepas KP1- ndo invadem as glandulas salivares de
R. prolixus (URREA; CARRANZA; CUBA et al., 2005; VALLEJO;
GUHL; CARRANZA et al., 2002).
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Figura 1.3 - Gel de poliacrilamida 6% corado com prata contendo os produtos
de PCR obtidos comos iniciadores S35/S36/KP1L a partir de DNA gendmico
de Trypanosoma rangeli, direcionados as regides conservadas dos mini-circulos
representadas pelas regides retangulares escuras presentes nos esquemas dos
mini-circulos KP1, KP2 e KP3. Cepas KP1- ndo possuemo mini-circulo KP1,
apenas KP2 e KP3, e as cepas KP1+ possuem os trés tipos. Legenda: 1 e 2 cepas
KP1+; 3e 4 cepas KP1- (VALLEJO; GUHL; CARRANZA et al., 2002).

Finalmente, considerando as similaridades e as diferencas entre o
T. cruzi e o T. rangeli, e a utilizacdo de ferramentas moleculares com o
intuito de auxiliar no desenvolvimento de métodos de diagnéstico dife-
rencial, é de suma importancia a obtencdo de um material biolégico de
qualidade e bem caracterizado.
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I.2 Objetivos Especificos

- Realizar a passagem ciclica das cepas de T. rangeli a serem uti-
lizadas no desenvolvimento desta tese em hospedeiros invertebrado
(barbeiro) e vertebrado (camundongo);

- Realizar o reisolamento das cepas por hemocultivo apés as pas-
sagens ciclicas;

- Proceder a extracdo e a caracterizacdo molecular do DNA obti-
do das cepas reisoladas de passagens ciclicas.

I.3 Materiais e Métodos

1.31 Parasitos

As diferentes cepas de T. rangeli analisadas no presente estudo
encontravam-se criopreservadas no Laboratério de Protozoologia
(http://www .proto.ufsc.br) da Universidade Federal de Santa Catarina.
Seus hospedeiros e suas origens geograficas sdo apresentados na tabela
1.1
1.3.2  Descongelamento

Formas epimastigotas das cepas de T. rangeli foram descongela-
das em banho-maria a 37°C, prontamente transferidas em tubo contendo
3 ml de meio LIT (Liver Infusion Tryptose) suplementado com 10% de
soro bovino fetal (SBF - Cultilab®) e centrifugadas a 2.250 x g / 10 min.
O sobrenadante foi descartado e ao sedimento de parasitos adicionados 3
ml de meio LIT. Aviabilidade celular foi avaliada por microscopia antes
e apos a centrifugacdo. Todo o volume da cultura foi transferido para
um tubo contendo agar sangue e incubado a 27°C por quatro dias. Apos
este periodo, a viabilidade celular e a morfologia foram novamente ava-
liadas por microscopia.

As cepas de T. cruzi ja eram rotineiramente mantidas no laborat6-
rio e ndo houve necessidade de descongelamento.
1.33  Manutencdo das cepas

Apos o descongelamento em meio agar-sangue, formas epimasti-
gotas dos parasitos foram cultivadas a 27°C com passagens semanais em
meio definido suplementado com 10% SBF. Na sequéncia, tanto o T.
rangeli quanto o T. cruzi foram cultivados em meio LIT através de pas-
sagens semanais.
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Tabela 1.1- Cepas de Trypanosoma rangeli e de T. cruzi utilizadas no
presente estudo, seus hospedeiros originais, sua origem geogréfica e sua
classificacdo quanto a presenca (+) ou auséncia (-) de mini-circulos tipo
KP1.

Espécie Cepa Hospedeiro Origem KP1
Choachi Rhodnius prolixus Colémbia +
SC-58 Echimys dasythrix Brasil -
SC-58 clone 1 - - -
SC-58 clone 11 - - -
SC-61 Echimys dasythrix Brasil -
SC-68 Panstrongylusmegistus Brasil -
SC-75 Panstrongylusmegistus|  Brasil -
SC-76 Panstrongylusmegistus Brasil -
PIT-10 Panstrongylusmegistus Brasil -
TRE ND Coldmbia -
. C23 Aotus . Colémbia -
T rangeli 5048* Homo sapiens Colémbia | -
D3493 Rhodnius prolixus Colémbia +
B450 Rhodnius brethesi Brasil +
H8GS Homo sapiens Honduras +
R1625 Homo sapiens El Salvador | +
Macias Homo sapiens Venezuela | +
San Agustin Homo sapiens Colémbia +
H9 Homo sapiens Honduras +
H14 Homo sapiens Honduras +
1545 Rhodnius colombiensis | Colémbia +
Palma-2 Rhodnius prolixus Venezuela | +
Y Homo sapiens Brasil NA
T. cruzi CL Triatoma infestans Brasil NA
SC-28 Didelphis aurita Brasil NA

NA —no se aplica

1.3.4  Infeccdo do hospedeiro invertebrado

Quinze a vinte ninfas de 1V e/ou V estadios, e/ou adultos de bar-
beiros das espécies Rhodnius domesticus e R. prolixus, de ambos 0s se-
xos, foram inoculados pela via intracelomica com 10° parasitos (5 pl)
com cada uma das cepas de T. rangeli (Tabela I.1), utilizando uma se-
ringa Hamilton de 50 pl com agulha gengival 30G curta (Becton & Dic-
kinson). As espécies de barbeiros foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Carlos José de Carvalho Pinto do Laboratério de Transmissores de He-
matozoarios (MIP/CCB/UFSC) e pela Dr2. Alessandra Aparecida Guar-

! A cepa 5048 n#o estava disponivel no laboratério, portanto, as analises referem-s
ao DNA cedido pela Dr2. Concepcion Puerta do Laboratorio de Parasitologia Molecular, da
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia.
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neri do Laboratdrio de Triatomineos do Centro de Pesquisas René Ra-
chou (FIOCRUZ).

Dois dias ap6s a inoculagdo, os insetos foram alimentados em
camundongos imobilizados até completo engurgitamento. Uma semana
apos a infeccdo a hemolinfa foi coletada (por sec¢do de uma das patas
medianas) e examinada para verificar a infeccdo. Quinze dias ap6s a i-
noculacdo, as glandulas salivares de dois barbeiros foram gentilmente
removidas com auxilio de uma pinga através da decapitagdo dos insetos
e examinadas para verificar a presenca de parasitos no interior da g lan-
dula. Em caso negativo, novos insetos foram analisados em 20, 25 e 30
dias apds a infeccéo.

1.35 Infeccéo do hospedeiro vertebrado

Foram utilizadas duas fémeas pés-reproducdo de camundongos
Swiss (Mus musculus) por cepa estudada. Os camundongos foram infec-
tados através da picada repetitiva dos barbeiros experimentalmente in-
fectados durante repasto sanguineo por 10 a 30 min. Para garantir que a
via de infeccdo foi exclusivamente inoculativa, ou seja, através da saliva
e ndo de fezes, os barbeiros e os camundongos estavam fisicamente se-
parados por uma tela impermeavel.

Os camundongos foram examinados diariamente por 20 a 30 dias
através de secco caudal para analise da presenca e do nimero de parasi-
tos (parasitemia).

O presente projeto teve aprovagio da Comissdo de Etica no Uso
de Animais da UFSC (155/CEUA/2004) para a realizagdo dos exper i-
mentos com camundongos.

1.3.6  Reisolamento das cepas de T. rangeli

As cepas de T. rangeli submetidas a passagem ciclica foram rei-
soladas a partir dos camundongos infectados conforme o descrito no i-
tem 1.3.5. O isolamento foi realizado através de hemocultura pela pun-
¢ao retro-orbital asséptica dos camundongos previamente sedados com
éter etilico. Aproximadamente 1 ml de sangue foi coletado em tubo pre-
viamente preparado com 2 ml de LIT suplementado com 10% de SBF e
100U de PS (Penicilina-Estreptomicina). Os tubos foram incubados por
até 30 dias a 27°C e as amostras examinadas diariamente ao microscopio
até ser detectada a presenca de parasitos. Dos tubos positivos foram rea-
lizadas passagens semanais em meio LIT conforme descrito no item
1.3.3 para axenizacdo e estabilizagdo da cultura.

1.3.7  Curva de crescimento

Apbs o reisolamento das cepas estudadas por hemocultura, a cur-
va de crescimento parasitéria foi determinada para as condigdes de cul-
tura axénica descritas no estudo. Para tanto, uma cultura de cada cepa
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contendo 5x10° parasitos/ml foi preparada e a concentracdo parasitaria
foi diariamente determinada através da contagem em camara de Neu-
bauer até decaimento da cultura.

Nos experimentos subsequentes foram utilizadas formas epimas-
tigotas obtidas na fase exponencial de crescimento celular de cada cepa
reisolada.

1.3.8 Extracdo de DNA

Foram utilizadas duas metodologias distintas para extracdo e pu-
rificacdo de DNA. O método de Lise Hipotdnica, o qual apresenta maior
rendimento pois utiliza uma grande quantidade de material biolégico i-
nicial, foi utilizado para as cepas Choachi e SC-58. Estas cepas foram
utilizadas em todos os experimentos de padronizacdo necessitando, por-
tanto uma quantidade maior de material inicial. O método de fenol-
cloroférmio foi utilizado para extragdo e purificagdo de DNA das de-
mais cepas utilizadas no estudo por se tratar de um método mais rapido
que o primeiro e ndo necessitar de um excesso de material bioldgico ini-
cial.

- Método da Lise Hipotbnica

Uma quantidade de 5x10"° formas epimastigotas das cepas Choa-
chi e SC-58 foram centrifugados a 8.000 x g por 15 min a 4°C. O sobre-
nadante foi descartado e o sedimento lavado uma vez com PBS estéril
pH 7,4 e novamente centrifugado a 8.000 x g por 15 min a 4°C. O so-
brenadante foi descartado e o sedimento homogeneizado, sob forte agi-
tacdo, em quatro a cinco volumes de tampdo de lise hipotonico (Tris-
HCl 10mM, MgClL.6H,0 10mM, NaCl 10mM, B-mercaptoetanol
5mM), sendo incubado por dois minutos em banho de gelo. Uma aliquo-
ta foi retirada e observada ao microscépio para constatacdo da forma ar-
redondada dos parasitos. As células foram entdo lisadas com TRITON
X-100, a uma concentracdo final de 1%, por dois a trés minutos através
de forte agitacdo em agitador orbital. A lise foi acompanhada ao micros-
copio e quando 80% dos parasitos estavam lisados, a reacdo foi inter-
rompida imediatamente pela adi¢cdo de sacarose a uma concentracdo fi-
nal de 0,25M. Nova aliquota foi observada ao microscopio para confir-
mar a interrupcao da lise. A amostra foi centrifugada a 2.100 x g por 15
min a 4°C e o sobrenadante descartado. A seguir, o sedimento foi homo-
geneizado com uma pipeta em aproximadamente cinco volumes de tam-
pdo de lise de nucleo (Tris-HCI 10mM, EDTA 10mM, NaCl 100mM,
SDS 0,2%, Proteinase K 100mg/ml) e incubado a 56°C por 12h. A a-
mostra foi adicionado um volume de fenol saturado, homogeneizada por
inversdo durante cinco minutos e centrifugada a 9.000 x g por 5 min a
temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e
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adicionada de um volume de fenol/cloroférmio (1:1), novamente homo-
geneizada por inversdo durante cinco minutos e centrifugada a 9.000 x g
por 10 min a temperatura ambiente. A extracdo com fenol/cloroférmio
foi repetida até que a interface estivesse limpida. Finalmente foi adicio-
nado a fase aquosa um volume de cloroférmio/alcool isoamilico (25:1),
homogeneizada por inversdo durante 5 min e centrifugada a 9.000 x g
por 10 min a temperatura ambiente. A fase aquosa foi dialisada em
1.000 volumes de TE a 4°C. A solucéo de didlise foi trocada até comple-
ta remocdo do fenol. A amostra foi transferida para um novo tubo e ar-
mazenada a 4°C.

- Método do Fenol-Cloroférmio

A extracdo do DNA das demais cepas foi realizada a partir de
amostras do parasito em fase exponencial de crescimento utilizando-se o
método fenol-cloroférmio de acordo com protocolo padréo (SAMBRO-
OK; RUSSEL, 2001) apo6s tratamento prévio das células com proteinase
K (20 pg/ml) a 56°C por 12h. A concentragdo do DNA foi realizada por
precipitacdo com isopropanol a 70%. Apds lavagem do precipitado com
etanol 70% e secagem a 37°C por 30 min, o mesmo foi hidratado em 50
pl de agua ultrapura autoclavada e eluido a temperatura ambiente por
12h. Apds extracdo, as amostras foram tratadas com 200 pg/ml de RNa-
se Aa 37°C por 1h.
1.39 Dosagem de DNA

As amostras de DNA obtidas por ambas as metodologias foram
dosadas e avaliadas quanto a pureza através de espectrofotometria em
equipamento BioPhotometer® (Eppendorf, Hamburg) através da absor-
béncia a 260 e 280nm, e das relagdes 260/280nm e 260/230nm. Além
disso, as amostras extraidas foram resolvidas em gel de agarose 1% para
verificagdo da integridade do DNA e da presenca de contaminagdo com
RNA. Para tanto, cada amostra foi diluida em igual volume de tampéo
2X (azul de bromofenol 0,25%; xilenocianol 0,25% e 30% glicerol) e
submetidos a eletroforese (aproximadamente 1h a 10V/cm de gel) em
tampédo TBE 1X (Tris HCL 89mM, acido borico 89mM, EDTA 2mM,
pH 8,0). A visualizagcdo das amostras foi realizada com o auxilio do
transiluminador MacroVue UV 20° (Hoefer Pharmacia Biotech, San
Francisco) apds coloracdo do gel em solucdo de brometo de etidio (1 p-
g/ml). Os resultados foram fotodocumentados em um equipamento Di-
giDoclt® (UVP).
1.3.10 Caracteriza¢do molecular das cepas de T. rangeli

A presenca dos diferentes tipos de mini-circulos de kDNA carac-
teristicos de T. rangeli foi avaliada nas cepas estudadas através da am-
plificacdo via PCR. Para tanto, foi utilizada uma PCR com 0s iniciado-
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res senso S-35 (5" AAATAATGT ACG GGT GAG ATG CAT GA3)
e antissenso S-36 (5° GGG TTC GAT TGG GGT TGG TGT 3)
(STURM; DEGRAVE; MOREL et al., 1989) e senso KP1-L (5" ATA
CAA CAC TCT CTA TAT CAG G 3") (VALLEJO; MACEDO; CHI-
ARI et al., 1994).
A amplificacdo foi realizada em um volume final de 10 pl contendo
10mM de Tris-HCI pH 8,5, 50mM de KCI, 1,5mM de MgCl,, 200uM de
dNTP, 10uM de cada iniciador, 1ng/ul de DNA e 1U de Taq DNA po-
limerase (LGC Biotecnologia). A reacdo foi realizada em um termoci-
clador Mastercycler Gradient (Eppendorf) com o seguinte protocolo:
desnaturacdo inicial de 95°C/5 min, 35 ciclos de amplificacdo nas se-
guintes condigdes: 95°C/1 min, 60°C/1 min e 72°C/1 min e extensdo fi-
nal a 72°C/5 min. Os produtos foram resolvidos por eletroforese em gel
de agarose 1,5%, conforme descrito no item 1.3.9.
1.3.11 Congelamento

Todas as cepas submetidas a passagens ciclicas foram nova-
mente criopreservadas. Os parasitos, na fase exponencial de crescimen-
to, foram criopreservados em meio LIT suplementado com 20% de SBF
e 10% de DMSO. Os criotubos permaneceram em freezer —80°C por 24h
e em seguida foram transferidos para container de nitrogénio liquido pa-
ra armazenamento permanente.

I.4 Resultados e Discusséo

Considerando o nimero de cepas estudadas e o fato de que lon-
gos periodos de passagens sucessivas em cultura axénica podem deter-
minar selecdo de distintas subpopulagdes do parasito, 0 presente estudo
deu inicialmente grande énfase a obtencéao e a qualidade do material bio-
l6gico. Para tanto, todas as cepas foram inicialmente inoculadas em tria-
tomineos e reisoladas a partir de camundongos infectados pela picada
dos mesmos.

Este procedimento foi adotado para garantir que os parasitos es-
tudados apresentassem caracteristicas semelhantes as observadas na na-
tureza, garantindo assim maior confiabilidade dos dados gerados pelos
marcadores moleculares utilizados no estudo (Microssatélites e SNP).
Além disso, a metodologia empregada permite a afirmacéo da identida-
de especifica e que ndo ha mistura de espécies, principalmente entre T.
cruzi e T. rangeli, durante os experimentos.

Foram utilizadas duas espécies de triatomineos como vetores: R.
prolixus e R. domesticus. A utilizacdo das duas espécies é necesséria
pois as cepas de T. rangeli apresentam uma estreita relagdo com a espé-
cie vetora, sé completando o ciclo (com a formacédo de formas tripomas-
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tigotas infectivas por metaciclogénese na glandula salivar) em determi-
nadas espécies. Na literatura ha vérios trabalhos mostrando que infec-
¢Bes naturais nos insetos vetores pelo T. rangeli parecem ficar restritas
ao trato intestinal em todos os géneros de triatomineos, exceto em espé-
cies do género Rhodnius. Além disso, sua transmissédo através da inocu-
lagdo da saliva durante o repasto sanguineo foi comprovado somente em
espécies deste género. Isolados de T. rangeli de distintas origens geogra-
ficas mostram comportamento variado em diferentes espécies do género
Rhodnius, e a transmissdo pela picada é, na maioria das vezes, restrita a
espécie de vetor local, sugerindo uma intima relacdo evolucionaria entre
os isolados de T. rangeli e seus vetores simpatricos (D'ALESSANDRO;
SARAVIA, 1999; GUHL; VALLEJO, 2003; MARQUEZ; RODRI-
GUES-OTTAIANO; OLIVEIRA et al, 2006; VALLEJO; GUHL;
CARRANZA et al.,, 2003; VALLEJO; GUHL; CARRANZA et al,
2007).

Assim, neste trabalho as cepas classificadas como KP1- foram
inoculadas em R. domesticus e as cepas KP1+ em R. prolixus. Todas as
cepas, exceto SC-61, foram reisoladas com sucesso.

As curvas de crescimento das cepas em cultura axénica apés a re-
alizacdo de passagens ciclicas camundongo-triatomineo-camundongo,
assim como as fases exponenciais de crescimento, podem ser observa
das na tabela 1.2.

O ndmero de parasitos nos picos de crescimento variou de
17,7x10° a 47,7x10° parasitos/ml. Das 21 cepas analisadas, 15 apresen-
taram pico de crescimento entre 0 4° e 0 5° dia de cultura. Trés cepas a-
presentaram picos mais precoces (3° dia) e trés mais tardios (6° e 7° dia).
Os resultados mostram uma grande heterogeneidade de crescimento in
vitro entre as cepas, mesmo entre os clones da cepa SC-58. Também néo
foram observadas caracteristicas semelhantes entre as curvas de cresci-
mento de cepas isoladas do mesmo hospedeiro ou de mesma origem ge-
ogréafica.

O DNA gendmico foi extraido de cada cepa do parasito apds o
reisolamento e caracterizado conforme descrito nos itens 1.3.8 e 1.3.9. A
caracterizacdo das cepas foi realizada através da tipagem dos mini-
circulos de kDNA por PCR e confirmou a classificacdo dos mini-
circulos KP1 descrita na literatura para todos os isolados estudados (Fi-
gura 1.4).
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Tabela 1.2 - Caracteristicas das curvas de crescimento das cepas de Trypano-
soma rangeli estudadas.

Pico Dia do Pi-
Cepa (x10° parasi tos/ml) co
Cc23 47,8 4
TRE 44,2 3
PIT-10 41,0 3
H9 38,2 5
SC-58clone 1 36,8 5
SC-75 34,8 4
Choachi 34,2 7
H8GS 31,2 5
1545 31,0 4
SC-58 clone 11 29,8 4
D3493 29,8 6
H14 29,8 7
SC-61 29,0 3
SC-74 28,5 4
R1625 28,0 4
SC-68 26,2 4
Macias 26,0 5
SC-58 25,5 5
Palma-2 24,5 4
San Agustin 23,2 4
B450 17,8 4

1 2 3 4 56 7 89 10111213 14 1516 1718 19 20 21 22

Figura 1.4 - Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando a
PCR realizada comos iniciadores S-35/S-36/KP1-L para classificacdo das cepas
de acordo coma presencaou auséncia do mini-circulo tipo KP1 (indicado pela
presenca da banda de +165pb). 1 e 2 - Padrdes de Peso Molecular (1 — pUC18
clivado comendonuclease Haelll; 2 — DNA de fago lambda clivado com HindI-
Il e EcoRI); 3a 21— Cepas de T. rangeli naseguinte ordem: Choachi, H9, H14,
H8GS, D3493, R1625, Macias, Palma-2, C23, TRE, San Agustin, B450, SC-58,
SC-61, SC-68, SC-74, 1545, SC-75, PIT 10; 22 — Controle negativo.
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Esta etapa, apesar de essencial para a continuidade do trabalho, consu-
miu grande parte do tempo disponivel em funcéo da evolugéo biolbgica
do parasito in vivo, atrasando muito o inicio dos experimentos com mar-
cadores microssatélites e SNP. Este atraso se deveu principalmente aos
fatores listados a seguir:

- dificuldade na obtencdo dos insetos da espécie R. domesticu, pois 0s
laboratorios colaboradores tiveram problemas com as coldnias. Como
comentado anteriormente, a utilizacdo de insetos da espécie R. domesti-
cus é imprescindivel para a passagem das cepas KP1-, pois é a Unica es-
pécie disponivel no laboratério em que foi observada a infeccdo da
glandula salivar por estas cepas de T. rangeli. Apesar das mesmas serem
capazes de se multiplicar na hemolinfa de outras espécies de barbeiros,
somente em R. domesticus (ou R. colombiensis para algumas cepas) a
infeccdo da glandula salivar se completa e o ciclo de transmisséo se fe-
cha (STEINDEL; PINTO; TOMA et al., 1991; VALLEJO; GUHL;
CARRANZA et al., 2007).

- dificuldades na padronizacdo dos experimentos de inoculagédo
culminando em grande mortalidade dos triatomineos nas diversas fases
dos experimentos. Assim, muitos experimentos foram realizados para se
obter o reisolamento das cepas por hemocultura (cada ensaio teve dura-
cdo de 45 dias a trés meses).

I.5 ConclusBes

- Foi realizada com sucesso a passagem ciclica de 19 cepas de T.
rangeli a serem utilizadas nesta tese em hospedeiros invertebrado (bar-
beiro) e vertebrado (camundongo);

- O reisolamento das cepas por hemocultivo ap6s as passagens ci-
clicas foi realizado com sucesso;

- O resultado da caracterizagdo molecular do DNA obtido das 20
cepas de T. rangeli foi condizente com a classificacdo das mesmas, de
acordo com o tipo de mini-circulo de KDNA, atestanto a identidade do
material biolégico;

- O material genético obtido apresentou a qualidade necesséria
para estudos envolvendo andlises de sequéncia.

A revisdo bibliografica deste capitulo resultou na publica¢do do
artigo: BAYER-SANTOS, E.; SINCERO, T. C. M.; STOCO, P. H;
STEINDEL, M.; GRISARD, E. C. Trends on Trypanosoma (Herpeto-
soma) rangeli research. Acta Biologica Venezuelica, v.26, p.35-47.
2006.



CAPITULO 1I
Identificacho e Caracterizagdo de Microssatélites

“Toda verdade inédita comeca como heresia e acaba como ortodoxa."
Thomas Huxley
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IT.1 Revisdo Bibliografica

Elementos de DN A repetitivo sdo encontrados em todos os orga-
nismos e, em alguns deles, representam uma fragdo substancial de todo
0 genoma. Ha varios tipos de DNA repetitivo e varias classificacbes fo-
ram propostas; mas, genericamente podem-se observar dois tipos princi-
pais: DNA repetitivo distribuido como arranjos em série (repeticbes em
tandem, como DNA satélite, mini e microssatélites) e DNA repetitivo
como sequéncias dispersas no genoma (como 0s elementos transponi-
veis: transposons, retrotransposons, Short and Long Interspersed Nucle-
ar Elements — SINE e LINE, respectivamente) (BROWN, 2002).

O DNA satélite foi descoberto em 1960 quando amostras de
DNA, ap6s centrifugacdo em gradiente de densidade, apresentaram duas
ou mais camadas: uma banda principal contendo os genes, e bandas se-
cundarias que foram chamadas de bandas satélites. As bandas satélites
mostraram-se como sendo constituidas de sequéncias de DNA repetidas
e muito longas. O termo “DNA satélite” também ¢ considerado sindni-
mo de “DNA de Sequéncia Simples” e, como tal, ndo ¢ traduzido
(BROWN, 2002).

Em 1985, Jeffreys e colaboradores encontraram regies menores
contendo sequéncias de DNA repetitivo, as quais chamaram de minissa-
télites®, que consistiam de repeticdes de 15 ou mais pares de bases. Estes
autores também determinaram que o nimero de repeticbes de um dado
minissatélite era diferente entre individuos, um procedimento que levou
ao desenvolvimento posterior da técnica de DNA-fingerprinting (JEF-
FREYS; WILSON; THEIN, 1985).

Concomitantemente, foram isolados satélites compostos de repe-
ticdes de bases ainda menores, chamados microssatélites ou Sequéncias
Simples Repetidas (SSR) (LITT; LUTY, 1989; TAUTZ; RENZ, 1984).
Os SSR consistem de trechos de repeticdes curtas e seriadas de DNA
compostas por uma a seis bases. Estas repetices podem ser classifica-
das quanto ao nimero de nucleotideos do periodo/repeticdo em mon6-
meros, dimeros, trimeros, tetrdmeros, pentdmeros e hexameros e, quanto
a composicdo do periodo em perfeitos, exemplo: (CA)g; imperfeitos, e-
xemplo: (CA),AA(CA);,; e compostos, exemplo: (GT),(CG)1,.

Microssatélites, também chamados de repeticbes de sequéncias
simples (Simple Sequence Repeats ou SSR) sofrem mutacdo muito mais
rapidamente que a maioria dos outros tipos de sequéncias devido a baixa

2 Apesar de n&o aparecerem como bandas satélites na centrifugacéo por gradiente de
densidade, mini e microssatélites sd também chamados de DNA satélite.
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pressao de selecdo. Sao estimadas taxas de mutagdo que variam de 107 a
10” por evento de duplicagdo (DALLAS, 1992; LAI; SUN, 2003; SEY-
FERT; CRISTESCU; FRISSE et al., 2008; STRAND; PROLLA,; LIS-
KAY et al., 1993). Estes valores sdo muito superiores aos estimados pa-
ra mutacdes pontuais (10° a 10™°) (FREELAND, 2005). Também ha
consideraveis evidéncias sugerindo que a taxa de mutacdo em microssa
télites é influenciada pelo nimero e pelo tamanho das repeticdes, e tam-
bém pela complexidade dos microssatélites (LAI; SUN, 2003).

N&o ha duvidas quanto a origem de SSR (a partir de eventos mu-
tacionais ao acaso ou de elementos transponiveis), mas a variacdo no
namero de repeticbes dos diferentes alelos é atribuida principalmente ao
deslizamento (slippage) da DNA polimerase durante a replicagdo do
DNA (FREELAND, 2005).

Em genomas de organismos eucariotos, 0s microssatélites séo
bastante frequentes, possuem uma distribuicdo aleat6ria ao longo dos
cromossomos, revelam altos niveis de polimorfismos e heranga Mende-
liana codominante (o que permite a distingdo de homozigotos e hetero-
zigotos) (HEARNE; GHOSH; TODD, 1992; RICHARD; PAQUES,
2000; TOTH; GASPARI; JURKA, 2000). Todas estas caracteristicas o
tornam um marcador genético promissor para o estudo de variabilidade
genética, para a identificacfo e discriminacdo de genotipos e para estu-
dos de genética de populagdes.

Entretanto, marcadores microssatélites ndo sdo indicados para in-
ferir eventos evolucionarios que ocorreram em um passado distante de-
vido principalmente a rapida taxa de mutagdo a que estdo sujeitos. En-
tretanto, esta mesma taxa de mutagéo garante que frequentemente seréo
encontrados mdaltiplos alelos para cada locus, e este alto nivel de poli-
morfismo os tornam ideais para inferir eventos populacionais recentes
(até 130.000 ancs) (FREELAND, 2005; WILSON; BALDING, 1998).

Sequéncias microssatélites tém sido geralmente caracterizadas a-
través da construcdo de bibliotecas gendmicas parciais a partir da diges-
tdo do DNA gendmico com enzimas de restricdo. Entretanto, outros mé-
todos também tém sido empregados na identificacdo destes marcadores,
como por exemplo, a partir de RAPD ou de hibridizacdo em bibliotecas
gendbmicas para captura de microssatélites (BULLE; MILLON; BART
et al., 2002; OLIVEIRA; BROUDE; MACEDO et al., 1998; REFSETH,;
FANGAN; JAKOBSEN, 1997; RICHARDSON; CATO; RAMSER et
al., 1995).

Um namero representativo de loci microssatélites ja foi isolado e
caracterizados no DNA de uma variedade de organismos (DAWSON;
GIBBS; HOBSON et al., 1997; RAMACHANDRAN; BEUKEBOOM;



GERACE et al, 1997; RODER; KORZUN; WENDEHAKE et al.,
1998; ZHENG; STACEY; COFFIN et al., 1995). Entretanto, apesar dos
estudos em T. cruzi (MACEDO; PIMENTA; AGUIAR et al., 2001; O-
LIVEIRA; BROUDE; MACEDO et al.,, 1998; OLIVEIRA; MELO;
MACEDO et al., 1999) e em T. brucei (JAMONNEAU; GARCIA,
RAVEL et al., 2002; JAMONNEAU; RAVEL; GARCIA et al., 2004;
KANMOGNE; BAILEY; GIBSON, 1997; TRUC; RAVEL; JAMON-
NEAU et al., 2002), o numero de microssatélites descritos em tripano-
somatideos é ainda muito pequeno, especialmente em T. rangeli (GRI-
SARD; CAMPBELL; ROMANHA, 1999).

IT.2 Objetivos Especificos

- ldentificar microssatélites em bibliotecas genémicas de Trypa-
nosoma rangeli através da metodologia PIMA (PCR-based isolation of
microsatellite arrays);

- ldentificar microssatélites em bibliotecas transcriptémicas de T.
rangeli através da busca in silico em bancos de dados de
EST/ORESTES;

- Avaliar a ocorréncia, em T. rangeli, de microssatélites previa-
mente descritos para espécies filogeneticamente relacionadas, através da
amplificacdo via PCR;

- Selecionar, entre os microssatélites identificados, os melhores
candidatos a marcadores moleculares;

- Avaliar a estabilidade dos marcadores microssatélites selecio-
nados, através de subcultivos em cultura celular;

- Avaliar os marcadores microssatélites selecionados, através da
genotipagem de diferentes cepas do parasito e do T. cruzi.

I1.3 Materiais e Métodos

No projeto foram inicialmente previstas duas abordagens para a
identificacdo de microssatélites em T. rangeli, sendo: i) a partir de bibli-
otecas gendmicas e transcriptbmicas ja existentes e, ii) a partir de inicia-
dores ja descritos na literatura para espécies filogeneticamente relacio-
nadas. Além destas, no decorrer do projeto foi também utilizada a meto-
dologia PIMA (descrita no item 11.3.3) a qual foi aplicada com sucesso
na identificagdo de microssatélites em diversas espécies de peixes (Ga-
dus morhua, Pararasbora moltrechti, Hemibarbus labeo, Acrossochei-
lus paradoxus) e plantas (Taxus sumatrana e Camelia sinensis) (HSU;
WANG; CHEN et al., 2004; HUANG; CHIANG; HSU, 2008; HUNG;
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WANG; HUANG et al., 2008; LIN; WANG; LIN et al., 2007; LIN;
LEE; LIN et al., 2008; LUNT; HUTCHINSON; CARVALHO, 1999).

Todas as sequéncias obtidas através das trés abordagens utiliza-
das foram analisadas com os programas Tandem Repeats Finder (TRF)
(BENSON, 1999) e Tandem Repeats Analysis Program (TRAP) (SO-
BREIRA; DURHAM; GRUBER, 2006), visando a identificacdo e clas-
sificacdo de microssatélites.

O programa TRF (http://tandem.bu.edu/trfArf.html) é um algori-
timo utilizado para localizar sequéncias repetidas em série (tandem) e
trabalha sem a necessidade de especificar o padrdo da sequéncia ou o
tamanho da mesma. O reconhecimento é realizado por critérios estatisti-
cos que levam em consideracdo a porcentagem de identidade e a fre-
quéncia de insercdes e/ou dele¢des (indels) entre cdpias de padrdes ad-
jacentes.

Os parémetros utilizados para andlise das sequéncias pelo TRF

foram:

- Peso dado de acordocom o tipo de alinhamento;

- Match (alinhamento perfeito)= 2;

- Mismatch (alinhamento desigual)= 5;

- Delta (inser¢des e/ou delecBes — indels)= 7;

- PM (Match Probability) e Pl (Indels Probability) = 80 e 10 res-
pectivamente;

- escore (alinhamento minimo para reportar repeticdes) = 25;

- méaximo tamanho do periodo = 6.

Os parémetros utilizados foram os recomendados pelo autor do
programa exceto que o tamanho méaximo do periodo foi limitado em seis
nucleotideos (padrdo = 500), o escore em 25 (padrdo = 50) e o alinha-
mento desigual permitido em cinco (padrdo = 7) para que fossem identi-
ficados microssatélites conforme a descricdo proposta no presente traba-
Iho (item 11.3.1).

Por sua vez, o programa TRAP é baseado em linguagem de pro-
gramagcdo Perl e fornece um conjunto unificado de analises para selecéo,
classificacdo, quantificacdo e anotagdo automatica de sequéncias repeti-
tivas seriadas (tandem). @] programa TRAP
(http://www .coccidia.ich.usp.br/trap/) utiliza os resultados do TRF para
realizar uma analise global do conteldo de satélites de sequéncias de
DNA, permitindo ao usuario facilmente acessar o conteldo de repeti-
¢Oes em tandem para sequéncias individuais ou genomas completos. Os
resultados gerados pelo TRAP auxiliam na escolha dos melhores candi-
datos para o desenvolvimento de marcadores microssatélites entre as se-
quéncias identificadas pelo TRF (SOBREIRA; DURHAM; GRUBER,
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2006). Os parametros utilizados para determinar o conteldo de repeti-
¢Oes das sequéncias transcriptdmicas disponiveis (item 11.3.1 e 11.3.2)
foram os recomendados pelo autor do programa, sendo:

- selecdo de loci com tamanho do periodo > 1;

- selecdo de loci com nimero de copias > 2;

- selecdo de loci com percentual de matches > 70% em relagéo as
unidades de repeticdo adjacentes.

Ja para a determinacdo dos melhores candidatos a marcadores
microssatélites, dentre as repeticdes identificadas com os parametros an-
teriores (item 11.3.4), sdo recomendados os seguintes critérios:

- selecdo de loci com tamanho do periodo entre dois e 6 pb (mo-
ndmeros ndo foram incluidos na selecdo devido ao viés que podem estar
Sujeitos);

- selecéo de loci com numero de copias > 4;

- selecdo de loci com percentual de matches > 90% em relagdo as
unidades de repeticdo adjacentes;

- selecdo de loci com regides flanqueadoras 5e 3'com no minimo
50pb (para permitir o desenho de iniciadores).

11.3.1 Identificacdo de microssatélites a partir de bibliotecas
transcriptdmicas

Foram analisados aproximadamente 2,45Mb de sequéncias trans-
criptdbmicas originarias de duas cepas (Choachi e SC-58) e de duas for-
mas (epimastigotas e tripomastigotas) de T. rangeli, totalizando 2.127
sequéncias agrupadas (clusters) de SC-58 e 2.230 da cepa Choachi.
Quanto as sequéncias derivadas de cada forma do parasito, foram utili-
zadas 556 e 487Kb de formas epimastigotas e, 667 e 728Kb de formas
tripomastigotas das cepa Choachi e SC-58, respectivamente. Todas as
sequéncias utilizadas foram geradas pelo projeto transcriptoma do Try-
panosoma rangeli, desenvolvido pelo Laboratério de Protozoologia /
MIP / CCB/ UFSC, e estdo disponiveis através da plataforma Stingray
(http://stingray.biowebdb.org/) e no GenBank.

Para a pesquisa de SSR, através dos programas TRF e TRAP, fo-
ram considerados microssatélites aquelas sequéncias com motivos que
variavam em tamanho de um a seis nucleotideos, podendo apresentar
motivos perfeitos, imperfeitos ou compostos. Todos os tipos de SSR en-
contrados foram analisados em abundancia e densidade por cada mega-
base (Mb) de sequéncia analisada.
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11.3.2 Identificacdo de microssatélites a partir de bibliotecas ge-
némicas

As bibliotecas genémicas utilizadas neste estudo foram construi-
das visando a aplicacdo da metodologia PIMA (PCR-based isolation of
microsatellite arrays) (LUNT; HUTCHINSON; CARVALHO, 1999). A
metodologia baseia-se na deteccdo de arranjos de microssatélites através
de uma PCR de colbnia especifica realizada com clones obtidos de bi-
bliotecas genbmicas geradas a partir de fragmentos amplificados de uma
reacdo de RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) (Figura
11.2)

Para tanto, foi utilizado o kit Ready-To-Go RAPD Analysis Beads
(GE) que fornece seis iniciadores randémicos (Tabela 11.1), o DNA con-
trole (Escherichia coli BL21-DE3) e pérolas soliveis impregnadas com
reagentes para PCR (AmpliTaq®, Fragmento Stoffel’, dNTP e tamp&o
contendo MgCl,, Tris-HCI e KCI), sendo somente necesséria a adicéo
de agua (gsp 25ul), 10ng de DNA molde e 25pmol de um dos iniciado-
res, por reacdo. A amplificacdo foi realizada em termociclador Mas-
tercycler Gradient (Eppendorf) nas seguintes condicGes: desnaturagdo
inicial de 95°C/5min seguidos de 45 ciclos de desnaturacdo a
95°C/1min, ligacdo do iniciador a 36°C/1min e extensdo a 72°C/2min.
Os produtos foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose 1%,
conforme descrito no item 1.3.9.

Tabela 11.1 — Iniciadores utilizados para a deteccdo de microssatélites em bibli-
otecas gendmicas de Trypanosoma rangeli construidas através da metodologia
PIMA.

Iniciador

Sequeéncia

RAPD analysis primer 1
RAPD analysis primer 2
RAPD analysis primer 3
RAPD analysis primer 4
RAPD analysis primer 5
RAPD analysis primer 6

5" GGTGCGGGAA 3’
5’ GTTTCGCTCC 3°
5 GTAGACCCGT 3’
5" AAGAGCCCGT 3’
5" AACGCGCAAC 3’
5" CCCGTCAGCA 3

PGEM-F 5 GTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAT 3’
Excel-R 5" ACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATA 3’
CAn 5 GATGATCCGACGCAT(CA);, 3’

% Fragmento Stoffel é uma forma modificada da AmpliTag® DNA Polymerase a partir
da qual 289 aminoécidos da porgdo N-terminal foram removidos. O Fragmento Stoffel difere
da AmpliTaq pois é cerca de duas vezes mais estavel, exibe una atividade 6tima sobre uma
ampla gama de concentragdo de ions magnésio (2 mM-10 mM) e falta atividade 5'-
3’exonucledsica intrinseca.
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Abiblioteca de cada perfil de RAPD foi construida a partir da li-
gaco direta dos produtos de amplificacio ao vetor pGEMTeasy® (Pro-
mega) e consequente transformacgao de células eletrocompetentes DH5a.
(um pulso de 2,5KV). Os clones recombinantes foram selecionados com
base na cor das colbnias (azul/branco) apos crescimento em meio Circle
Grow (CG) suplementado com 100ug/ml de ampicilina, 20ug/ml de X-
Gal e 20ug/ml de IPTG.

Reacfes de PCR visando confirmar a clonagem de arranjos de
microssatélites foram realizadas a partir de colbnias de bactérias utili-
zando-se os iniciadores do vetor (0GEM-F e Excel-R) e um iniciador
especifico para sequéncias constituidas de 12 repeticdes “CA” (CAn), ja
descrita para T. cruzi (OLIVEIRA; BROUDE; MACEDO et al., 1998).
As condigdes de reacdo foram as seguintes: 1U da enzima Tag DNA po-
limerase (LGC Biotecnologia), 10mM de Tris-HCI pH 8,5, 50mM de
KCI, 1,5mM de MgClL, 0,2mM de cada dNTP (GE Health Care),
10pmol de cada iniciador em um volume de 10ul. A amplificacéo foi re-
alizada em termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) com des-
naturacdo inicial a 94°C/3min, seguido de 35 ciclos a 94°C/45 seg, liga-
¢do do iniciador a 55°C/30seg, extensdo a 72°C/1min e uma extensdo fi-
nal a 72°C/10min. Os produtos foram resolvidos por eletroforese em gel
de agarose 0,8% conforme descrito no item 1.3.9. A presenca de uma
banda de menor tamanho em relagdo a gerada pelos iniciadores do vetor
indica a presenca de um inserto com sequéncia repetitiva naquele clone.
Os clones contendo os insertos de interesse foram sequenciados apds ex-
tracdo do DNA plasmidial conforme descrito no item 111.3.3.

A analise de qualidade das sequéncias geradas e a formacdo das
sequéncias consenso (contigs') foram realizadas utilizando o pacote P-
hred/Phrap/Consed (http://www.phrap.org)(EWING; GREEN, 1998;
EWING; HILLIER; WENDL et al., 1998). Os contigs formados foram
submetidos a andlise pelos programas TRF e TRAP conforme descrito
no item 11.3.1.

* Contig é a sequéncia montada a partir das sequéncias individuais (reads) obtidas
com iniciadores £ns e antissenso apds a remogdo das sequéncias do vetor.
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Figura 11.1 — Representacdo esquematica das etapas da metodologia PIMA (P-
CR-based isolation of microsatellite arrays) para deteccdo de microssatélites.

11.3.3 Avaliacdo de microssatélites previamente descritos na lite-
ratura para espécies relacionadas

Os iniciadores selecionados para a amplificacdo de sequéncias repetiti-

vas foram descritos previamente por Schwenkenbecher et al. (2004),

Jamjoom et al. (2002), Bulle et al. (2002) e Rossi et al. (1994) para

Leishmania spp.; por Oliveira et al. (1998) para T. cruzi e por Jamon-

neau et al.(2004) e Biteau et al. (2000) para T. brucei (Tabela 11.2).

As amplificacbes via PCR também foram padronizadas avalian-
do-se diferentes enzimas, faixas de pH, temperaturas de ligacdo dos ini-
ciadores e concentracdes de sais (KCle MgCl,) até a determinacgdo das
condicdes ideais de amplificacdo, utilizando-se como controle positivo
DNA de cepa Y de T. cruzi e da cepa Choachi de T. rangeli. Os produ-
tos foram resolvidos por eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% ou
de agarose a 1,5%, conforme descrito no item 1.3.9. A identidade dos
produtos obtidos foi confirmada por clonagem e sequenciamento das
bandas de tamanho aproximado ao esperado conforme o descrito nos i-

tens 111.3.2 e 111.3.3.
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Tabela 11.2 — Marcadores microssatélites descritos para Trypanosoma cruzi e
utilizados neste trabalho (OLIVEIRA; BROUDE; MACEDO et al., 1998).

Produto

Nome esperado Tipo de repeticdo Inlcsl(:i_d?’o,res* ;\:‘;I(ies Hobs™* Hesp™ ™
(bp)
F—- CTGCCATGTTTGATCCCT
MCLEO1 110-150 (CA)g R- GTGTACA TATCGGCAGTG 11 0,60 0,84
MCLEO3 257-319  (CT)4(GT).CTAT(G T)s F -~ CCAGCAAGAATGAAGGCA 13 065 0091

R- TCAGAAAAAGCACGCCTC
F- TTAAACGACCTCTATG TCTCTC
R- CCTGAGCAAGATACAAGGAC
F- GATCCCGCAATAGGAAAC
SCLE10 237-201 (GT)ATG)1o R GTGCATG TTCOATOGCTT 12 080 087
F- ACGACCAAGCCATCATT
R- GATGCTAACTGCTCAAGTGA
F- AGGAGTCAAATATAATGAGGCA

MCLG10 151-187 (CA)s R- ACGTGTGAAAGGCATCTATC 7 020 069

MCLEO5 194-228 (TC)o(G s 12 055 090

SCLE11 139-157 (AC)o 9 0,60 083

*F= iniciador senso / R= iniciador antissenso
** Heterozigozidade observada e esperada, respectivamente.

11.3.4 Selecdo dos melhores candidatos a marcadores microssatéli-
tes

Todos os microssatélites identificados e avaliados nos itens 11.3.1
(bibliotecas de cDNA) e 11.3.2 (bibliotecas gendmicas) foram submeti-
dos a nova analise pelo programa TRAP utilizando uma maior estrin-
géncia. Para tanto, os microssatélites identificados nas quatro bibliotecas
de ORESTES e nas bibliotecas gendmicas foram agregados em um ar-
quivo Unico (multifasta), pois, nesta analise, o objetivo foi identificar
potenciais marcadores que sejam representativos da espécie, ja que fo-
ram utilizados na genotipagem de cepas isoladas de diferentes hospedei-
ros e origens geograficas.

Apos a selecdo prévia realizada pelo programa, os microssatélites
listados ainda foram classificados pelo nimero de nucleotideos por lo-
cus, e somente aqueles com pelo menos 24pb, ou seja, dimeros com pelo
menos 12 coépias, trimeros com 12, tetrdmeros com seis, pentdmeros e
hexameros com quatro copias foram selecionados.

O arquivo multifasta gerado pelo TRAP foi utilizado para o dese-
nho de iniciadores através do programa Primer Select do pacote
DNAST AR (Lasergene).

11.3.5 Avaliacdo dos marcadores microssatélites identificados

Os marcadores microssatélites identificados foram avaliados a-
través da genotipagem de 16 cepas e dois clones de T. rangeli, e inici-
almente de uma cepa de T. cruzi, previamente descritos natabela I.1.
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Para tanto, o oligonucleotideo senso de cada par de iniciadores,
0s quais foram desenhados no item 11.3.4 ou selecionados no item 11.3.3,
foi marcado com FAM (fluoresceina) na extremidade 5” e nova PCR (i-
tem 11.3.3) foi realizada a fim de genotipar as cepas e clones descritos
acima.

Os produtos de PCR obtidos com os iniciadores marcados foram
precipitados pela adi¢do de 100ul de isopropanol absoluto. As amostras,
apos homogeneizacdo, foram centrifugadas a 12.000 x g por 45min a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado la-
vado 2x com 150ul de etanol 70%, gelado, e novamente centrifugado
conforme descrito anteriormente. O precipitado foi seco por 15-30min
na estufa a 37°C e as amostras eluidas em 10ul de agua ultrapura auto-
clavada. Apds pelo menos 3h de eluigdo, a intensidade (concentragéo re-
lativa) do produto foi novamente verificada em gel de agarose e a dilui-
¢ao a ser usada na genotipagem foi determinada. As dilui¢des utilizadas
geralmente foram entre 1:5 (para um produto de fraca intensidade) e
1:15 (para um produto de forte intensidade). Ap6s a diluicdo do produto
de PCR, a reacdo de genotipagem foi preparada com 7,75ul de Tween
0,1%, 0,25ul de ET-ROX 400 ou 900 (GE) e 2ul do produto de PCR di-
luido, conforme instrucdes do fabricante. As amostras foram suavemen-
te homogeneizadas, para evitar a formacdo de espuma, desnaturadas a
95°C/1min em termociclador pré-aquecido e mantidas em banho de gelo
até injecdo no sequenciador. As amostras foram injetadas a 3KV por
80seg e resolvidas por 80min a 10KV.

A determinacdo do tamanho e da qualidade dos alelos, e o gen6-
tipo de cada uma das cepas, com cada marcador, foi realizada pelo pro-
grama Fragment Profiler (GE) através da andlise dos eletroferogramas
obtidos. A partir do gen6tipo de cada cepa, o teste do equilibrio de
Hardy-Weinberg das populac6es analisadas e o calculo da heterozigozi-
dade observada e esperada dos marcadores foram realizados através do
softwvare GENEPOP  (http://genepop.curtin.edu.au/) (RAYMOND;
ROUSSET, 1995).
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IT.4 Resultados e Discusséo
11.4.1 Identificacdo de microssatélites a partir de bibliotecas
transcriptdmicas

Foram analisados aproximadamente 2,45Mb de sequéncias obti-
das de bibliotecas de EST/ORESTES, de formas epi e tripomastigotas,
das cepas Choachi e SC-58 de T. rangeli quanto a presenca de microssa
télites (1-6pb) constituidos de pelo menos 12pb. Isto significa que para
uma repeticdo de 12pb, uma ocorréncia pode compreender doze mon&-
meros, seis dimeros, quatro trimeros, trés tetrAmeros (ou pentameros) ou
dois hexameros. Os microssatélites identificados foram avaliados quanto
as suas frequéncias, densidades e distribuicdo. Cada classe de microssa
télite apresentada inclui todas as posibilidades de combinagéo como, por
exemplo, a categoria AGAT também inclui GAT A e 0s reversos com-
plementos ATCT e TATC, e todas as possiveis combinacdes de bases.
11.4.1.1 Frequéncia e Densidade de Microssatélites

Nas bibliotecas analisadas, considerando os critérios estabeleci-
dos no item 11.3, foi possivel identificar 2.132 microssatélites distribui-
dos em 418 classes ndo redundantes (Tabela I11.4). Nos apéndices Aa D
sdo apresentadas tabelas completas de todos os tipos de microssatélites
encontrados nas quatro bibliotecas analisadas. Nestas tabelas estdo lista-
dos para cada microssatélite: i) o tamanho do periodo, ii) a sequéncia, ii-
i) 0 nimero total de bases, iv) o nimero total de loci, v) o nimero total
de unidades de repeticdo e vi) a média do nimero de unidades de repeti-
cao/locus.

A distribuicdo da densidade de microssatélites entre cada forma e
cepa do parasito pode ser observada na tabela 11.4, com uma média es-
timada em 9.600 pb/Mb. Tripomastigostas da cepa SC-58 (13.500
pb/Mb) e epimastigostas da cepa Choachi (11.300 pb/Mb) apresentam
as maiores densidades de microssatélites para cada Mb de sequéncias
analisadas, seguido das formas epimastigotas da cepa SC-58 (8.100
pb/Mb) e de tripomastigotas da Choachi (5.500 pb/Mb). O organismo fi-
logeneticamente mais proximo ao T. rangeli que teve o conteido de mi-
crossatélites estimado em bibliotecas de EST foi 0 nematédeo Caeno-
rhabditis elegans, com densidade estimada em 8.981 pb/Mb (LI; XIA;
LU et al., 2004), um valor um pouco inferior, mas préximo & média en-
contrada neste trabalho.

A frequéncia encontrada foi em média de uma repeticdo a cada
1,24Kb de sequéncias analisadas; sendo que, entre as duas formas do pa-
rasito, os valores encontrados refletiram aqueles das densidades. Em C.
elegans, Li et al. reportaram uma frequéncia de 1/1,38Kb (LI; XIA; LU
et al., 2004), um valor também préximo do encontrado para T. rangeli.
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Para outros organismos mais préximos (Plasmodium falciparum e T.
brucei) também sdo encontrados estudos da frequéncia de microssatéli-
tes, entretanto, a busca foi realizada em sequéncias gendmicas, e nao
transcriptdmicas (SUBIRANA; MESSEGUER, 2008). Para estes orga-
nismos puderam ser calculados, a partir dos dados dos autores, frequén-
cias de 1/0,85Kb para P. falciparum e de 1/20,1Kb para T. brucei, res-
saltando a grande variacdo na presenca de microssatélites mesmo em or-
ganismos filogeneticamente relacionados. Em T. cruzi ndo ha relatos da
abundancia de microssatélites em bibliotecas genémicas e/ou transcrip-
tdmicas.

Quanto a porcentagem de bases C+G encontrada nos microssaté-
lites identificados pode-se observar que dimeros, tetrameros e pentame-
ros apresentam menor proporcdo de C+G em relagdo a média encontra-
da em todo o transcriptoma de T. rangeli (tabela I1.3). Além disso, repe-
ticdes ricas em A e T sdo predominantes em um grande nimero de se-
guéncias, enquanto que repeticdes ricas em G sdo raras em regides codi-
ficantes, exceto para repeticdes triméricas e hexaméricas.

Tabela 11.3 — Composigéo nucleotidica dos microssatélites encontrados em
Trypanosoma rangeli.

Microssatélites % CG % AT
Transcriptoma do T. rangeli 53,0 47,0
M onbmeros 50,0 50,0
Dimeros 33,3 66,7
Trimeros 53,3 46,7
Tetrameros 42,3 57,7
Pentameros 45,9 54,1
Hexameros 52,8 47,2

Tabela 11.4 — Caracteristicas gerais das sequéncias repetitivas de 1 a 6pb encon-
tradas em bibliotecas de epimastigotas (epi) e tripomastigotas (tripo) de Trypa-
nosoma rangeli apés analise pelos programas TRF e TRAP de hibliotecas de
EST/ORESTES.

Choachi SC-58 Média Total
Biblioteca Epi Tripo Epi Tripo
N° de bases analisadas (Kb) 565 667 487 728 - 2.447
N° total de SSRs 541 387 353 851 - 2.132
Classes 109 105 83 121 - 418
Bases nao redundantes 6.385 3.666 3.938 9.818 - 23.807
Densidade® (pb/Mb) 11.300 5500 8.100 13.500 9.600
Frequéncia® 1/1,04 1/1,70 1/1,38 1/0,85 1/1,24

a— Numero de bases em microssatélites / M b analisado;
b — 1 repeticdo a cada nKb analisado;
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11.4.1.2 Distribuicéo das classes de microssatélites

A proporcdo de vérias classes de microssatélites (repeticdes mo-
no, di-, tri-, tetra-, penta- e hexaméricas) ndo esta igualmente distribuida
ao longo das sequéncias estudadas (Figura 11.2). As repeticdes hexamé-
ricas, na faixa de 28,1% a 46,3%, sdo a classe mais abundante de mi-
crossatélites. Considerando a mediana da porcentagem dos loci de cada
classe, pode-se observar que os trimeros, monémeros, pentameros, di-
meros e tetrAmeros apresentam proporcdes decrescentes de 20,8%,
18,5%, 10,9%, 9,9% e de 7,3%, respectivamente. Ainda, quando séo a-
nalisadas as densidades individuais de cada classe de repeticdo, em que
se leva em conta o nimero de bases em cada classe por megabase (MB)
de sequéncia estudada (Figura 11.2), pode-se observar a mesma correla-
¢ao na distribuicdo dos microssatélites: os hexameros predominam em
todas as formas e cepas estudadas, exceto para a forma epimastigosta da
cepa Choachi, onde ha maior densidade de repeticbes monoméricas. Os
trimeros sdo a segunda classe com maior densidade excetuando-se no-
vamente a forma epimastigosta da cepa Choachi, onde repeticGes trimé-
ricas sdo tdo abundantes quanto pentdmeros e menos abundantes que
mondmeros e hexameros, respectivamente.

Vale ressaltar que esta distribuicdo foi observada em dados trans-
criptbmicos e que, por baixa cobertura ou por auséncia de transcritos ra
ros ou pouco expressos, podem nado refletir o panorama do genoma
completo.

As repeticdes tetraméricas foram as menos frequentes, exceto pa-
ra a forma epimastigota da cepa Choachi, em que os pentameros e trime-
ros aparecem em menor proporcdo. Estes achados séo consistentes com
observacGes prévias sobre diferengas na abundancia de microssatélites
em regibes codificantes (EST) de varias espécies de eucariotos incluindo
C. elegans (LI; XIA; LU et al., 2004). Entretanto, os dados se revelam
muito diferentes dos encontrados para sequéncias gendmicas de huma-
nos (SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003), ou mesmo de proto-
zoarios patogénicos como o P. falciparum e o T. brucei (SUBIRANA;
MESSEGUER, 2008), onde repeticbes monomeéricas (H. sapiens) e di-
méricas (P. falciparum e T. brucei) foram as mais abundantes. A biblio-
teca da forma epimastigota da cepa Choachi mostrou a maior divergén-
cia na distribuicio de microssatélites entre as bibliotecas estudadas,
mostrando-se muito semelhante a distribuicdo encontrada para Bombyx
mori (bicho-da-seda) (LI; XIA; LU et al., 2004).
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Tabela 11.5 — Distribuicéo e caracteristicas dos microssatélites encontrados em
bibliotecas de EST/ORESTES de formas epimastigostas (epi) e tripomastigotas
(tripo) de Trypanosoma rangeli de acordo com o tamanho do periodo por bi-

blioteca.
n° total de média don® de u-
Biblioteca Jg“g‘;l”g‘go n° total de loci %dos loci  unidades nidades
de repeticio  de repeticéo/locus
1 150 27.7 3981 26,5
2 66 12,2 802 12,2
. 3 56 10,4 349 62
Epi 4 62 115 408 66
5 55 10,2 211 38
6 152 281 494 33
Choachi | Total 541 6.245 58,6
1 37 96 872 236
2 37 96 447 12,1
. 3 79 20,4 600 76
Tripo 4 24 62 107 45
5 31 8,0 117 38
6 179 463 581 32
Total 387 2724 548
1 62 176 1289 20,8
2 36 10,2 472 13,1
. 3 75 21,2 494 6,6
Epi 4 17 48 100 59
5 51 14,4 184 36
6 112 31,7 338 30
sc-58 | Total 353 2877 397
1 165 194 3387 205
2 81 95 887 11,0
. 3 187 22,0 1173 63
Tripo 4 71 83 418 59
5 99 11,6 388 39
6 248 29,1 831 34
Total 851 7084 51

Nossos dados referendam o de outros autores, permitindo conclu-
ir que os hexameros e trimeros sdo altamente abundantes em sequéncias
de regides codificantes. Esta dominancia de hexameros e trimeros sobre,
mono-, di-, tetra- e pentdmeros pode ser explicada com base na supres-
sdo de repeticdes ndo-triméricas em regides codificantes devido ao risco
de mutagBes por alteracdo na janela de leitura que podem ocorrer se a
queles microssatélites aumentarem ou reduzirem em nmero de bases.
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Figura11.2 - Densidade e distribuicao das classes de microssatélites em Trypa-
nosoma rangeli por biblioteca analisada.

Também pode ser observado que em cada classe de microssatéli-
tes a frequéncia diminui com o aumento no tamanho da repeticdo (uni-
dades de repeticdo/locus). Se classificarmos os microssatélites de dife-
rentes tipos em duas categorias, sendo <10 e >10 unidades de repeticao,
observa-se que a categoria com mais de 10 unidades de repeticdo contri-
bui somente com cerca de 4,5% do nimero total de microssatélites ob-
servados. Em alguns casos, especialmente em tetrdmeros, pentameros e
hexameros, todos os microssatélites estdo classificados na categoria com
<10 unidades de repeticao.

E bem documentado que alguns tipos de repeticdes podem servir
como elemento regulatdrio da transcricdo (KASHI; SOLLER, 1999) e,
portanto, alteragdes no numero de repeticdes podem causar variacoes
quantitativas na atividade génica. Considerando que as sequéncias-alvo
para interacdo protéica sdo geralmente muito curtas, pode-se inferir que
grande parte dos microssatélites com menos de dez unidades de repeti-
cdo podem desempenhar um papel importante no controle da transcri-
cdo, enquanto que microssatélites com muitas unidades de repeticéo (ge-
ralmente >24) seriam importantes na constituicdo da estrutura cromos-
sbmica (SUBIRANA; MESSEGUER, 2008).



57

Tabela 11.6 — Distribuicéo das trés principais categorias de microssatélites de
Trypanosoma rangeli em cada classe de acordo com o nimero total de loci.

Principais categorias por cepa e forma
Classe Choachi SC-58
epimastigotas tripomasti gotas epimastigotas  tripomastigotas
A (149) A (36) A (61) A (160)
Monodmeros c@ c@ Cc( Cc()
GT (42) CA (29 CA (29 AC @3)
Dimeros TC(18) AG (6) AG (6) AT (24)
AT (6) AT (3) AT (6) TC(14)
CAG (13) GCT (31) GCT (33) GCT (44)
Trimeros CAA (9) CTC(1Y TGT (13) CAA (39)
AAT (8) AGC (10) CTT (8) CCT (35)
ATAA (21) TATG () TTTG(9) AAAC (29)
Tetrameros GTTT (18) TTTG(4) AAAT (3) AAAG (15)
TTTC(6) CTCA (4) * AAAT (9)
TTATT (8) GAAAA (8) TTTTC(19) TTTTC (49)
Pentameros TTTTG(6) ACAAA (6) CAAAA (12) ACAAA (20)
AAAAG (6) AAAGG (3) ATTTT (8) TTTTA(8)
TTTTTG (23) AAAACA (20) | AAACAA(24) AAAACA @2)
Hexameros AT AAAA (17) AAAAAG(16) ACACAA (7) AAT AAA (16)
GGAGGT (6) GTGT GC (12) GAAAAA (7) TTTTTC(12)

* H& mais cinco categorias comum locus cada;

- Mondmeros

Entre os dois tipos de monémeros, poli(A) ou poli (T) foi mais
abundante do que poli(C) ou poli(G) em todas as formas. Estes achados
sdo consistentes com observacdes prévias sobre diferengas na abundan-
cia para repeticdes monoméricas (METZGAR; BYTOF; WILLS, 2000;
SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003), entretanto, devemos con-
siderar que a abundancia de monémeros poli(A)/poli(T) pode estar apre-
sentando um viés por se tratar de bibliotecas construidas a partir de c D-
NA.

- Dimeros

Todas as combinagOes de repeticbes diméricas podem ser agru-
padas em quatro classes Unicas, nomeadas: (AT)n, (AG)n, (AC)n e
(GT)n. A classe (AT)n foi encontrada em todas as formas e cepas, en-
quanto que (GT)n somente em epimastigotas da cepa Choachi. Interes-
santemente, dimeros CG s&o ndo somente extremamente raros nas bibli-
otecas estudadas, mas também raros no genoma inteiro de muitas espé-
cies (KATTI; RANJEKAR; GUPTA, 2001; LI; XIA; LU et al., 2004).
Baixas frequéncias de dinucleotideos CpG (os quais sdo sinal para a me-
tilagdo pelas metiltransferases de DNA) em genomas de vertebrados tém
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sido atribuidas a maior probabilidade de metilagdo da citosina, as quais,
por sua vez, aumenta suas chances de mutacdo para timina por desam i-
nacdo e, consequentemente, reduz a estabilidade do DNA (BACOLLA,;
LARSON; COLLINS et al., 2008; TOTH; GASPARI; JURKA, 2000).
Entretanto, a supressdo de CpG por este mecanismo nao explica a rari-
dade de (CG)n em invertebrados, uma vez que eles ndo apresentam me-
tilagdo de citosina (METZGAR; BYTOF; WILLS, 2000).

-Trimeros

Entre as repeticBes triméricas, os motivos GCT sdo os mais co-
muns, seguido por CAA, CCT e AGC respectivamente. As classes
ACG, GCT, GGC e CCT foram encontradas em todas as formas e cepas
estudadas; GTG em ambas as formas da cepa Choachi; CAC em ambas
as formas da cepa SC-58; CAT nas formas epimastigostas de ambas as
cepas e GAA somente em tripomastigotas da cepa SC-58. Deve ser no-
tado que a densidade de repeticdes trinucleotidicas em regibes codifi-
cantes pode ser parcialmente limitada pela selecdo a nivel proteico
(METZGAR; BYTOF; WILLS, 2000). Entretanto, as diferencas na a
bundancia e na densidade de diferentes repeticdes triméricas foi também
reportada em investigacdes prévias para outras espécies (METZGAR;
BYTOF; WILLS, 2000; SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003;
TEMNYKH; DECLERCK; LUKASHOVA et al., 2001). Isto sugere que
além das estruturas de DN A alternativas formadas pelos motivos de re-
peticdo, fatores celulares espécie-especificos podem interagir com repe-
ticdes triméricas, as quais provavelmente desempenham importante pa-
pel na génese de repeticdes (KATTI; RANJEKAR; GUPTA, 2001). Ou-
tro aspecto a ser considerado é que apesar de no presente trabalho todas
as possiveis combinagdes de bases de um tipo de microssatélite terem
sido consideradas como uma Unica categoria (para fins de comparagéo
com a literatura e de reducdo na redundancia dos microssatélites encon-
trados), talvez para repeticOes triméricas e hexaméricas, em regides co-
dificantes, cada categoria devesse ser considerada separadamente, pois
em muitos casos codificam aminoacidos diferentes.

- Tetrmeros

Tetrameros constituem a classe menos frequente de microssatéli-
tes observada nas sequéncias estudadas. Andlises da densidade de cada
tipo de repeticdo tetramérica revelaram que AAAC, ATAA, GTTT,
AAAG e AAAT foram os tipos predominantes (Tabela 11.6). Entretanto,
em formas epimastigotas da cepa Choachi e em tripomastigotas da cepa
SC-58, a densidade de tetrameros foi de 2,5 a quatro vezes maior do que
nas duas outras bibliotecas (Figura 1l1.2).
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N&o é claro o papel repeticOes tetraméricas em sequéncias codifi-
cantes, mas em Haemophilus influenzae, Neisseria spp. e Mycobacteri-
um catarrhalis, varias repeticfes tetraméricas tém sido descritas em ge-
nes relacionados a viruléncia (LI; KOROL; FAHIMA et al., 2004).

- Pentdmeros

Pentameros, juntamente com dimeros e tetrameros, apresentaram
as menores densidades nas bibliotecas de T. rangeli analisadas. Entre os
tipos mais frequentes destaca-se a sequéncia TTTTC (e seus comple-
mentares) que esta presente em todas as cepas e formas.

- Hex&meros

Os hex@meros sdo a classe mais abundante de microssatélites em
todas as bibliotecas analisadas e, juntamente com as repetices triméri-
cas, sdo as mais abundantes em regides exdnicas de outras espécies (LlI;
XIA; LU et al., 2004; SUBRAMANIAN; MISHRA; SINGH, 2003). En-
tretanto, assim como nestes trabalhos, a densidade de repeticdes hexa-
méricas foi aproximadamente duas vezes maior do que de repeticoes
triméricas.

Como ja discutido anteriormente, se microssatélites realmente
ocorressem ao acaso, seria passivel de se esperar que fossem encontra-
dos todos os tipos de repeticGes possiveis, distribuidas de forma nao or-
denada. Entretanto, ndo sO se observa uma distribuicdo enviesada das
classes de microssatélites como também uma maior ou menor abundan-
cia de determinados tipos. Todos os autores consultados neste trabalho
mostram dados de distribuicdo tendenciosa em favor de certas repetices
em detrimento de outras, tanto em dados gendmicos quanto transcript6-
micos. Como um panorama geral deste desvio, podemos considerar que
teoricamente eram esperados seis distintos dimeros, 30 trimeros, 70 te-
trameros, 272 pentameros e 1.051 hexameros distribuidos ao acaso, mas,
considerando todas as bibliotecas estudadas, foram observados somente
trés tipos de dimeros (50%), 10 de trimeros (50%), 18 (25,7%) de tetra-
meros, 36 (13,2%) de pentdmeros e 135 (12,8%) de hexameros distintos.
As sequéncias mais e menos frequentes sdo apresentadas abaixo.

- RepeticOes abundantes

Dentro de uma classe de microssatélites pode haver grande dife-
renca na abundancia de uma base em particular. No caso de repeticfes
monomeéricas, a densidade de poli(A) ou poli(T) é muito maior do que
poli(G) ou poli(C). Similarmente, no caso de repeticGes diméricas, AG,
AT e AC sdo mais abundantes, e CG é a menos abundante. Além disso,
repeticbes predominantes nas outras classes sdéo AAT, CAA, AAG e
AGC entre trimeros, AAAT, AAAC, ATAA e AAAG no caso de tetra-
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meros, AAAAT, AAAAC, e AAAAG no caso de pentdmeros e AAAA-
CA, AAACAA, ATAAAA, AAAAAC e AAAAAG entre os hexéme-
ros. Estes achados também séo descritos para Drosophila melanogaster,
Anopheles sp., Mus musculus, Danio rerio e mais genericamente a ne-
matddeos, humanos, fungos e genomas de embridfitos (KATTI; RAN-
JEKAR; GUPTA, 2001; LI; XIA; LU et al., 2004; SUBRAMANIAN;
MISHRA:; SINGH, 2003). E possivel que durante a evolu¢do dos SSR,
elongados de poli(A) tenham sofrido mutacdo para produzir as repeti-
cOes ricas em A. Neste sentido, elementos repetitivos denominados Sl-
NE (short interspersed elements), principalmente os membros da familia
Alu, séo fortes candidatos devido & presenca de regides ricas em A na
porcao 3" terminal e no meio de sua sequéncia (ARCOT; WANG; WE-
BER et al., 1995).

E também possivel que a abundancia de repeticdes seja influenci-
ada pelas suas estruturas secundarias e pelo efeito na replica-
cao/transcricdo de DNA. Se uma sequéncia repetitiva é selecionada du-
rante a evolugdo pela regulacéo transcricional ou como alvo de ligacdo
de uma proteina para um ou mais processos nucleares (tais como orga-
nizacdo da cromatina, replicacdo de DNA, transcricdo e recombinacéo),
espera-se que sua abundancia e distribuicdo sejam controladas (BA-
COLLA; LARSON; COLLINS et al., 2008; SUBRAMANIAN; MIS-
HRA; SINGH, 2003).

- RepeticOes raras

Algumas sequéncias estdo ausentes ou sdo muito raras nas biblio-
tecas estudadas. Estas sequéncias também nado sdo observadas em varios
outros genomas e considera-se que tenham uma influéncia deletérea
(BACOLLA; LARSON; COLLINS et al., 2008; SUBIRANA; MESSE-
GUER, 2008). Resumidamente, AAAATT, AAATTT, AAATT, AATT,
ACT, ACG, CCG, CG e C sdo muito raras na maioria das espécies e
consideradas sequéncias ‘“‘esquecidas” (SUBIRANA; MESSEGUER,
2008). Ha muitas possiveis explicacdes para a baixa frequéncia destes
microssatélites, sendo:

- ndo desempenhariam papel estrutural no genoma, ocorrendo ao
acaso, e, portanto nao sendo perpetuadas durante o processo de sele¢do
(SUBIRANA; MESSEGUER, 2008);

- podem fornecer muitos sitios para metilacéo de sequéncias CpG
(no caso de vertebrados) (BACOLLA; LARSON; COLLINS et al,
2008);

- podem interferir com a transcricéo e replicacdo do DNA, levan-
do a formagdo de estruturas ndo convencionais de DNA (WELLS; DE-
RE; HEBERT et al., 2005). Especialmente nos casos de repeticbes tipo
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AATT (AAAATT, AAATTT, AAATT), por serem sequéncias simétri-
cas, espera-se facilmente a formagdo de dobras denominadas grampos
(hairpins) (CAMPOS; VALLS; URPI et al., 2006);

- podem nao ser sequéncias favoraveis ao deslizamento (slippage)
da DNA polimerase, um dos mecanismos necessarios ao elongamento
dos microssatélites (BUSCHIAZZO; GEMMELL, 2006).

Apesar de microssatélites derivados de regides codificantes serem
menos polimérficos do que aqueles derivados do genoma, eles apresen-
tam algumas vantagens intrinsecas: sdo rapidamente obtidos por triagem
computacional, ndo produzem viés nos tipos de repeticdo (exceto mo-
ndmeros A/T), estdo presentes em regides ricas em genes e ainda sdo
abundantes. Uma vez que eles representam a parte transcrita do genoma,
marcadores SSR baseados em regides codificantes permitem um mape-
amento direto dos genes. Além disso, comparados aos marcadores deri-
vados do genoma, estes derivados de regifes codificantes tém um alto
nivel de transferabilidade entre espécies relacionadas ja que estdo locali-
zados em regifes mais conservadas do genoma. Também, algumas repe-
ticbes sdo preferenciais e frequentemente predominam em certas locali-
zagBes gendmicas; por exemplo, tripletos predominam em regifes codi-
ficantes (ndo alteram a fase de leitura). Entretanto o significado deste
achado ndo é claro. Ha evidéncias acumuladas que sugerem um papel na
regulacdo da expressdo génica. O estudo da densidade de repeticdes e
seu padrdo de distribuicdo no genoma, especialmente em regides codifi-
cantes (Coding Sequences ou CDS) ou EST, é importante para ajudar a
compreender seu significado (LI; XIA; LU et al., 2004).

O estudo de SSR em espécies de interesse é apenas 0 primeiro
passo para compreender a biologia do DNA codificante, e pode ajudar a
compreender numerosos aspectos na funcdo e organizacdo gendmica.
Além do mais, usando este método, bancos de dados de EST e ORES-
TES podem ser sistematicamente pesquisados para a presenca de SSR
para o desenvolvimento de marcadores microssatélites, 0s quais sdo as-
sociados com genes transcritos. Esta abordagem poupa custo e tempo, e
pode ser uma poderosa abordagem para acelerar analises moleculares de
genética, evolucdo, funcdo e organizacdo genémica. Além disso, consi-
derando a baixa frequéncia de introns esperada no genoma de tripano-
somatideos, a busca de microssatélites em bibliotecas de
EST/ORESTES pode fornecer informagdes muito préximas as reais so-
bre o contelido de microssatélites no genoma.
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11.4.2 Identificacdo de microssatélites a partir de bibliotecas ge-
némicas

A metodologia PIMA baseia-se no procedimento previamente
descrito por Ender et al. (1996) e consiste no uso de uma PCR especifica
para detectar arranjos de microssatélites. O principal fundamento da téc-
nica é que em casos de amplificacdes aleatérias do genoma (como o
RAPD) ou de digestdo do DNA genémico com enzimas de restricdo, as
bandas proeminentes se constituiriam de sequéncias repetitivas, sem o
sitio de ligacdo dos iniciadores ou de clivagem das enzimas, possivel-
mente regides ricas em DNA satélite (ENDER; SCHWENK; STADLER
et al., 1996). Por isso, a maioria dos autores que trabalham com isola-
mento de microssatélites, o faz através da construcéo de bibliotecas ob-
tidas principalmente pela digestéo enzimética do DNA genémico e pos-
terior clonagem das bandas proeminentes. Entretanto, a sele¢éo dos clo-
nes recombinantes contendo sequéncias de interesse geralmente se faz
por hibridacdo radioativa com sondas especificas, o que torna todo o
processo muito trabalhoso, caro e insalubre. Neste sentido, a metodolo-
gia PIMA se mostra como um protocolo mais barato e com a vantagem
de requerer um minimo de equipamento especializado, de evitar o traba-
Iho com radionucleotideos e de produzir um produto disponivel para se-
guenciamento de ambas as pontas com iniciadores universais.
Para avaliar a aplicabilidade desta técnica na identificacdo de microssa
télites em T. rangeli, neste trabalho, foram geradas bibliotecas gendémi-
cas a partir de seis perfis de RAPD obtidos com os iniciadores do kit
Ready-To-Go RAPD Analysis Beads (GE) (Figura I1.3).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
TP sl e S T WD A

Figura 11.3 — Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo representativo
dos perfis de RAPD apartir do DNA genémico de Trypanosoma rangeli com os
iniciadores RAPD 1 a 6. 1 — Padrdo de Peso Molecular (DNA de fago lambda
clivado com Hindlll e EcoRl); 2 a 7 — Perfis de RAPD obtidos com os iniciado-
res 1a 6 respectivamente; 8 e 9 — Perfis de amplificacéo obtidos com o inicia-
dor RAPD 2 e os DNAs controles do kit.
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Foram selecionadas 96 colbnias de cada perfil de RAPD para se-
rem submetidos a PCR de colénia (exceto do perfil 1 que ndo apresen-
tou coldnias brancas). Destas, 167 clones (cinco clones do perfil 2, 127
do perfil 3, 10 do perfil 4, 6 do perfil 5 e 19 do perfil 6) apresentaram a
banda extra de menor tamanho na PCR de colénia e foram sequencia-
dos. As sequencias obtidas permitiram a formacdo de 20 contigs os
quais, apos analise pelos programas TRF e TRAP, revelaram sete loci de
microssatélites com tamanho de até 6pb (Tabela 11.7).

Quanto a eficiéncia do método pode-se observar que das 480 co-
Ibnias analisadas, 167 (35%) foram positivas na PCR de colénia com o
iniciador CAn (Figura 11.4). Destas, eliminando-se a redundancia do se-
guenciamento, foram formados 20 contigs (12%), e destes, isolados sete
microssatélites (1,5% das colbnias, 4% das PCR positivas e 35% dos
contigs). Estes valores sdo aproximadamente 30% inferiores aos repor-
tados por outros autores que utilizaram bibliotecas enriquecidas com re-
peticoes de CA, obtidas através de captura com sonda radioativa (OLI-
VEIRA; BROUDE; MACEDO et al., 1998). Entretanto, os trabalhos
que utilizam a mesma metodologia aqui apresentada (PIMA) reportam
0s mesmos indices de eficiéncia encontrados no presnete estudo (HU-
ANG; CHIANG; HSU, 2008; HUNG; WANG; HUANG et al., 2008;
LIN; WANG; LIN et al., 2007; LIN; LEE; LIN et al., 2008).

4 7 1 11

Figura 11.4 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de eti-
deo representativo da PCR de colbnia realizada comos iniciadores pGEM -F,
Excel-R e Ca,. Foram consideradas positivas e sequenciadas as amostras que
apresentaram uma banda extra de menor tamanho emrelagéo ao do vetor com
inserto (coluna 10). 1 — Padrdo de Peso Molecular (pUC18 clivado com endo-

nuclease Haelll); 2— Controle negativo; 3, 4, 6, 7, 8 € 9 — Clones seminserno; 5

e 11 — Clones cominserto; 10— Clone cominserto contendo repeticdo CA.

Quanto aos microssatélites identificados, somente dois deles
(TTTAe ACCCTA) ndo foram encontrados nas bibliotecas transcript6-
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micas analisadas no item 11.4.1, entretanto, entre as cinco sequéncias que
também estdo descritas no item anterior, quatro delas (A, TG, AAC e
ACAAA) sdo as mais frequentes dentro da sua classe. Portanto, estes
dados podem sugerir que os microssatélites identificados pela metodo-
logia PIMA podem ser bons marcadores genéticos, pois representam se-
quéncias do parasito isoladas tanto em bibliotecas gendmicas quanto
transcriptdmicas.

Tabela 1.7 — Distribuicéo e caracteristicas dos microssatélites de Trypanosoma
rangeli encontrados em bibliotecas gen6micas de RAPD de acordo como ta-
manho do periodo por biblioteca.

N© de N° e unidades UMidaces derepe- o,

Tamanho do A o
periodo Sequéncia re peticles de repeticio t|I0(;CaL?S{ de bases
1 A 29,0 2 14,50 29
2 TG 16,5 2 825 33
3 AAC 6,0 1 6,00 18
4 TTTA 64 2 3,20 26
5 ACAAA 26 1 2,60 13
6 TGGGTT 64 2 3,20 38
6 ACCCTA 70 1 7,00 42

A combinacgéo do enriquecimento por RAPD e do isolamento por
uma PCR repeticdo-especifica apresenta:

- a técnica de RAPD tem sido previamente apontada como uma
rica fonte de microssatélites e outros elementos repetitivos, provavel-
mente por incluir necessariamente repeticdes invertidas, as quais sdo por
si s6 associadas com processos de duplicacdo de repeticdes (ENDER;
SCHWENK; STADLER et al., 1996);

- a abordagem para clonagem utilizada (em vetores tipo T dispo-
niveis comercialmente) permite que 0 DNA seja analisado através de
uma PCR robusta utilizando iniciadores universais do vetor;

- além disso, a reagdo de PCR das colbnicas positivas poderia ser
usada diretamente como molde para reacbes de sequenciamento, evitan-
do a necessidade de extragdo do DNA plasmidial (LUNT; HUTCHIN-
SON; CARVALHO, 1999). Entretanto, isto ndo foi possivel no sequen-
ciador disponivel no laboratorio, pois 0 mesmo exige amostras mais pu-
rificadas;

- a metodologia identifica simultaneamente as duas regifes adja-
centes, facilitando sobremaneira o desenho de iniciadores para posterior
amplificacdo e genotipagem dos microssatélites identificados.

A metodologia PIMA foi capaz de identificar com sucesso alguns
microssatélites em T. rangeli. Mesmo sendo uma técnica muito Gtil na
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identificacdo de SSR em espécies que ndo dispdem de dados genémicos

ou transcriptdmicos, a analise in silico de bibliotecas de EST/ORESTES

forneceu, além de um panorama do contelido de repeticdes em regides

transcritas, um nimero muito maior de microssatélites com custo muito

menor.

11.4.3 Avaliacdo de microssatélites previamente descritos na lite-
ratura para espécies relacionadas

Por tratar-se do organismo filogeneticamente mais proximo para
o0 qual se tem dados consistentes, foram testados diferentes iniciadores
descritos para microssatélites de T. cruzi na busca de repetices em T.
rangeli (Tabela 11.2).

Apdbs inimeros testes avaliando-se diferentes sistemas enzimati-
cos e condigdes de reacdo, a PCR foi padronizada com o sistema Go-
Taq® Green Master Mix (Promega) em um volume final de 12,5ul nas
seguintes condicdes: GoTaq® Green Master Mix 1X (contendo GoTaq®
DNA polimerase, tampéo de reagdo pH 8,5, 200uM de dNTP e 1,5mM
de MgCl,, corantes azul e amarelo), 1uM de cada um dos iniciadores
(senso e antissenso) e 50ng de DNA. A amplificacdo foi realizada em
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) com desnaturagéo i-
nicial a 94°C/3 min, seguido de 35 ciclos a 94°C/45seq, liga¢do do inici-
ador a 55°C/30seg, extensdo a 72°C/1min e uma extensdo final a
72°C/10 min.

Um gel representativo da amplificacdo dos resultados obtidos uti-
lizando-se os iniciadores da tabela 11.2 esta apresentado na figura 11.5.
Todos os iniciadores descritos para T. cruzi testados apresentaram pro-
dutos de amplificagdo de tamanho esperado utilizando DNA de cepa Y,
exceto o marcador MCLG-10, o qual ndo apresentou produto de ampli-
ficagdo. Entretanto, para T. rangeli, somente para o marcador MCLE-03
foi possivel a visualizacdo de um produto de amplificacdo de aproxima-
damente 400pb, 100pb a mais do que 0 mesmo locus descrito em T. cru-
zi.

Para confirmacdo da identidade do locus, a banda obtida com o
iniciador MCLEO3 foi clonada e sequenciada, resultando em um produ-
to de 400pb que conttm um microssatélite de motivo
(CT)4(GT),CTA(TG)16, 0 mesmo descrito para T. cruzi (Tabela 11.2).
Este marcador foi entdo utilizado nos ensaios de genotipagem descritos
no item 11.4.5, entretanto, a estratégia de identificacdo de marcadores a
partir de iniciadores descritos para espécies relacionadas foi abandonada
devido a baixa eficiéncia encontrada na amplificacdo e a quantidade de
dados transcriptdmicos disponiveis para T. rangeli que permitem a iden-
tificagdo de loci mais especificos.
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Figura I1.5 — Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo
mostrando a reacdo de PCR padronizada com o sistema GoTaq® Green Master
Mix (Promega) e 50ng de DNA da cepa Choachi de Trypanosoma rangeli (ca-
naletas 1a 6) e de cepa Y de T. cruzi (canaletas 7 a 12), para amplificacdo dos
marcadores microssatélites descritos para T. cruzi (Tabela 11.2). PM — Padrdo de
Peso Molecular (100pb ladder, Invitrogen); 1 e 7 — MCLE-01; 2e 8 — MCLE-
05; 3e 9— MCLE-03; 4e 10 — SCLE-10; 5e 11— SCLE-11; 6e 12— MCLG-
10. Tamanho de bandas esperadas para T. cruzi: MCLEO1 (110-150), MCLE 03
(257-319), MCLE 05 (194-228), SCLE10 (237-291), SCLE-11 (139-157) e
MCLG-10 (151-187).
11.4.4 Selecdo dos melhores candidatos a marcadores microssatéli-
tes
Apos analise pelo programa TRAP de todos 0s microssatélites i-
dentificados em bibliotecas de EST/ORESTES de ambas as cepas e
formas do parasito em condicBes de elevada estringéncia, foram pré-
selecionados 38 tipos de repeticdo distintos (36 a partir de bibliotecas de
cDNA e duas de bibliotecas genémicas). Destes, somente sequéncias
com no minimo 24pb foram selecionadas pois, segundo Subirana e Mes-
seguer (2008), um tamanho de 24 nucleotideos é desejavel pelas seguin-
tes razdes:
- uma dada sequéncia de 24pb tem uma probabilidade muito bai-
xa de ocorrer a0 acaso em uma sequéncia qualquer (10°);
- é um tamanho minimo para gerar um sinal estrutural;
- é improvavel que tais sequéncias possam gerar uma sequéncia
codificante.
Além disso, cada microssatélite selecionado foi cuidadosamente
avaliado quanto ao alinhamento, tamanho e qualidade das regides adja-
centes e tamanho esperado do produto de PCR. Considerando todos es-
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tes critérios estabelecidos, foram selecionados 19 microssatélites cujas
caracteristicas podem ser observadas na tabela I1.8.

Para estes 19 loci foram desenhados iniciadores utilizando as se-
quéncias flanqueadoras (fonecidas pelo programa TRAP) através do
programa Primer Select do pacote DNAStar (Lasergene). Os iniciadores
senso foram marcados com FAM e utilizados na genotipagem de dife-
rentes cepas de T. rangeli. As sequéncias de todos os iniciadores dese-
nhados estdo apresentadas no apéndice E.

Dentre os candidatos a marcadores selecionados encontram-se
repeticdes simples e compostas, perfeitas e imperfeitas, formadas por
dois a seis nucleotideos. S&o sequéncias descritas para ambas as cepas e
em geral ndo estdo associadas a algum gene especifico. Este fato corro-
bora com dados da literatura que demonstram a presencga de microssaté-
lites associados mais a regides transcritas e ndo traduzidas do que a re-
gies codificantes (LI; KOROL; FAHIMA et al., 2004).

Para a reagdo de amplificagdo foram utilizadas, para todos os
marcadores selecionados, as mesmas condi¢es padronizadas na PCR do
item 11.4.3. Um gel representativo desta amplificacdo esta apresentado
na figura 11.6 e o resultado de todos os marcadores na tabela 11.8. So-
mente quatro dos 19 marcadores selecionados ndo apresentaram produto
de amplificacdo visivel na eletroforese em agarose, entretanto, foram
submetidos a genotipagem da mesma maneira devido a alta sensibilida-
de na deteccdo dos alelos utilizando um sequenciador automatico. Todos
os produtos amplificados apresentaram tamanho compativel com o espe-
rado, o qual foi determinado durante o desenho dos iniciadores.

A fim de verificar se os microssatélites identificados em T. ran-
geli seriam Uteis na genotipagem de cepas de espécies relacionadas, foi
realizada uma amplificacdo utilizando DNA de cepa Y de T. cruzi e de
duas espécies de Leishmania sp. (L. brasiliensis e L. chagasi), entretan-
to, ndo foram obtidos produtos de amplificacdo especificos que encora-
jassem a continuidade dos experimentos de genotipagem para estas es-
pécies (dados ndo mostrados).
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Tabela 11.8 — Marcadores selecionados a partir dos microssatélites identificados
embibliotecas de EST/ORESTES e pela metodologia PIMA.

Nome do .~ Produto es- Cepa de - Referéncia

marcador Tipo de repetigdo perado (bp) PCR origem Gene ass?uad? Stingray

TR D01 (CA): 463 Choachi E;OtemaH'DOtet"CHE6204007BOG.b
TR D2 (GT)s 282~ Choachi i@ HPO G Go04007Go2 b
TR D03 (CT)u(GT ) 450  + Choachi CHEG202001E11.b
TR D04 (AC)AG(AC) 382 " Choachi 1ot MO oE 6203001 A03
TRDi05 (AC)s 347+ Choachi CHEG205001C03.b
TR D06 (AC) 166  + Choachi CHEG205003A01.b
TRDIO7 (GT)s 262 Choachi roN@ AP cLiEGo05005.A10
TR Di-08 (AC) 139 - Choachi CHEG207001E03.b
TR D09 (CT)s 116+ SC-58 SCEG216003B10.b
TRTri-01 (GCC)1o 600  + SC-58 Quinesina SCEG216009G07.b

+ Proteina de fami-
TR Tri-02 (TGC)4(TGi(TGC), 309 SC-58 lia génica dispersaSCEG214005B08.b
1
- . Fator de iniciali-

TR Tetra-01(AATA), 325 Choachi 1 20 & tradgso CHEGO04005B0L b
TR Tetra-02(TTT s 180  + Choachi CHEGO04010A02.b
TR_Hexa-01(T GT GCG) 43+ SC-58 SCEG212007E09.b
TR Hexa-02(CT CCTT) 215 + Choachi CHEG201009E03.b
TR_Hexa-03(T GT GCG)s 344+ SC58 SCEG212007E09.b
TR_Hexa-04(AT CCGC). 251+ Choachi CHEG204015E05.b
TR_Hexa-05(CCTTTT): 340+ Choachi CHEG203003A12.b
TR_Hexa-06(ATAAAT), 215+ Choachi CHEG204001A07.b
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Figura 11.6 — Eletroforese emgel de agarose 1% corado com brometo de etideo
representativo da reagéo de PCR padronizada com o sistema GoTaq® Green
Master Mix (Promega) e 50ng de DNA da cepa Choachi de Trypanosoma ran-
geli, para amplificacdo dos marcadores microssatélites descritos na tabela 11.8.
PM — Padréo de Peso Molecular (100pb ladder, Invitrogen); 1 — TR_Di_01; 2—
TR_Di_02; 3— TR_Di_05;4— TR_Di_06; 5— TR_Di_07; 6 TR_Di_08; 7 -
TR_Di_09; 8— TR_Tri_01; 9— TR Tetra_02; 10— TR_Hexa_01; 11—
TR_Hexa_02; 12— TR_Hexa_03; 13— TR_Hexa_04; 14— TR_Hexa_05; 15—
TR_Hexa_06.

Uma propriedade muito conveniente dos marcadores microssaté-
lites que tem sido descrita na literatura, € a capacidade de amplificacéo
de loci homdlogos em espécies relacionadas utilizando os mesmaos inici-
adores (JARNE; LAGODA, 1996). Entretanto, alguns trabalhos que es-
tudaram a transferabilidade de microssatélites entre espécies, mostram
gue esta propriedade é mais limitada do que, teoricamente, se esperaria e
diminui com a aparente complexidade do organismo. Foram encontra-
dos valores >40% de transferabilidade em mamiferos, >25% em peixes
e >10% em aves, entre géneros e até familias (BARBARA; PALMA-
SILVA; PAGGI et al., 2007). Entre os tripanosomatideos, especifica-
mente em T. brucei, somente um locus de um painel de 14 microssatéli-
tes, amplificou com sucesso uma amostra de T. rangeli (BALMER,;
PALMA; MACLEOD et al., 2006). Estes achados corroboram com 0s
encontrados neste estudo, onde a eficiéncia de amplificagdo em T. ran-
geli utilizando iniciadores de loci descritos para T. cruzi, e vice-versa, é
muito baixa, mesmo sendo o T. cruzi o organismo filogeneticamente
mais proximo. Uma vez que microssatélites sdo marcadores neutros, que
sofrem pouca ou nenhuma pressao de selecdo, ndo se espera que as regi-
des flanqueadoras permanecam conservadas por longos periodos de
tempo. Este fato pode levantar a hip6tese de que a divergéncia entre as
espécies (T. cruzi e T. rangeli) a partir de um ancestral comum possa ter
ocorrido a milhes de anos atrés, antes mesmo do primeiro contato com
0 hospedeiro humano que ocorreu com a colonizacédo do continente a-
mericano entre 10 e 30 mil anos atras (MASLOV; SIMPSON, 1995).
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Outros fatores podem ainda explicar estes achados antes de se
considerar uma hipétese evolutiva. O tamanho da amostragem, que ge-
ralmente é maior na espécie para qual os marcadores foram desenvolvi-
dos, e variagcGes ndo avaliadas nas regides flanqueadoras podem explicar
parcialmente o fendmeno (JARNE; LAGODA, 1996). Também se espe-
ra que microssatélites sejam mais polimorficos na espécie primaria, o
que também foi observado aqui com o marcador MCLE-03 (Tabela I-
1.10).

11.4.5 Avaliacdo dos marcadores microssatélites identificados

Os marcadores microssatélites identificados foram avaliados a-
través da genotipagem de 20 cepas e dois clones de T. rangeli. Apds a
PCR com os iniciadores marcados, os produtos de amplificacdo foram
precipitados para remogdo de excesso de dimeros e dos corantes presen-
tes no tampdo de reacdo da polimerase que poderiam interferir na geno-
tipagem. Os ensaios foram realizados em um sequenciador MEG ABace
1000 (GE) equipado com modulo de genotipagem conforme descrito no
item 11.3.5.

A determinacdo do tamanho de cada alelo foi realizada através de
um padréo de peso molecular interno (ET-ROX 400 ou ET-ROX 900)
representado pelas linhas vermelhas na figura 11.7.
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Figura 11.7 — Eletroferograma representativo de uma reagdo de genotipagem
realizada em equipamento MEGABace 1000® (GE) com o padréo de peso mo-
lecular ET-ROX 900 (60 a 900pb, emvermelho). A seta preta indica a banda de
excesso de iniciadores e aseta azul os alelos da amostra, cujo tamanho exato é
determinado por comparagdo com os picos de tamanho conhecido do ET-ROX.

Os dados gerados ap6s a genotipagem foram processados no pro-
grama Fragment Profiler (GE). Como indicado pelo fabricante, para se-
rem analisado, o0s picos precisam ter uma intensidade de no minimo 200
pontos (eixo y do eletroferograma) e uma forma bem defnida. Outros
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parametros que foram definidos no programa para a criagdo do “filtro de
picos” (peak filter) de cada marcador foram:
- Tipo de padr&o de analise
- SimpleDinucFilter — para os marcadores dinucleotidicos;
- SimpleMultinucRightFilter — para os demais marcadores;
- Fluordéforo
- Fluoresceina (5" FAM) para todos os marcadores
- Tamanho (em pb) minimo e maximo do alelo;

- Variavel de acordo com cada marcador utilizando a estimativa
do programa Primer Select para tamanho dos produtos de PCR espera-
dos, e ajustado posteriormente pela observacdo dos picos caracteristicos;

- Altura minima e maxima do pico

- 200 e 65.535 (méaxima). Muitos autores recomendam uma al-
tura minima de 1.000, entretanto, conforme sugerido pelo fabricante du-
rante o treinamento do equipamento, picos bem formados, mesmo com
intensidades tdo baixas quanto 100, podem ser considerados alelos, ja
que a intensidade tamhém é uma medida direta da concentracdo do pro-
duto de PCR injetado no sequenciador;

- N° maximo de picos / locus / amostra

- 2 — nas amostras analisadas, foram observados no méaximo
dois picos significativos para cada marcador. Além disso, a genotipagem
de clones da cepa SC-58 apresentou somente dois picas, assim como pa-
ra T. cruzi, sugerindo um genoma dipldide (OLIVEIRA; BROUDE;
MACEDO et al., 1998).

- Razdo de altura minima

- 0,2 — arazdo entre a altura do pico mais alto e dos outros picos
em um dado fragmento. E um namero relativo que ajuda a eliminar pi-
cos que sdo ruidos. A razdo de 0,2 elimina picos com alturas menores de
20% do pico mais alto.

- Espagamento

- variavel conforme o tipo de repeticdo: 2 para dimeros, 3 para
tri, 4 paratetra e 6 para hexameros.

Apds as analises de qualidade, o gen6tipo de cada cepa para cada
marcador microssatélite foi determinado através do tamanho dos alelos e
da intensidade do pico.
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Figura 11.8 — Eletroferogramas representativos dos ensaios de genotipagemde
3 cepas de Trypanosoma rangeli realizados com o marcador TR_Di_09, gera-
dos pelo programa Fragment Profiler (GE). O individuo (cepa) do eletrofero-

grama superior (EO1 — cepa Choachi) se mostra homozigoto para este locus, en-
quanto que as outras duas cepas sao heterozigotas (E12 — cepa C23 no meio e

FO2 — cepa SC-58 na parte inferior). O eixo X representa o tamanho do alelo em
pb e o eixo Ya intensidade (altura) do pico, sendo estes dados para cada pico

(alelo) indicados nas caixas.

A partir dos gendtipos gerados foi possivel calcular a heterozigo-
zidade observada e esperada para cada marcador (Tabela 11.10), confor-
me descrito no item 11.3.5.



Tabela 11.9 — Distribuicdo alélica das cepas de Trypanosoma rangeli genotipadas com 17 loci de microssatélites.

Cepa | Di-01 Di-03 Di-04 Di-05 Di-06 Di-07 Di-09  Tri-01 Tri-0lb  Tri-02 Tetra-02 Hgia' Hoelxt?- Hexa-02 Hexa-03 Hexa-04 Hexa-05 Hexa-06 MCLE-03
Choachi | 000/000 313/313 219/219 374/374 183/183 274/274 111/111 242/242 337/337 154/154 124/124 379/379 334/334 229/236 357/357 270/276  000/000 235235  410/415
Palma-2 | 174/235 000/000 217/219 369/369 183/183 272/272 111/113 242/242 337/337 154/154 115124 000/000 334/334 236/236 357/357 264/270  366/366 224/235  411/411
Macias | 235/243 000/000 219/241 374/374 183/183 272/288 111/111 242/242 337/337 154/154 124/124 379/379 334/334 229/229 328/357 264/270  366/366 235/235  410/415
A:gg’;in 000/000 000/000 215/219 369/369 183/183 272/286 111/111 242/242 337/337 154/154 115/124 379/379 334/334 229/229  357/357 264/270 350/366 235/235  411/411
H8GS | 175/235 000/000 221/241 374/374 183/183 272/288 109/111 242/242 337/337 154/154 115124 379/379 334/334 236/236 357/357 264/270  366/366 235235  410/410
H14 | 2351235 000/000 217/219 369/369 183/183 272/288 111/113 242/242 337/337 154/154 115/115 379/379 334/334 236/236  357/357 264/270  366/366 235/235  410/410
H9 | 175/175 000/000 217/221 369/369 183/183 272/288 109/111 242/242 337/337 154/154 115/124 379/379 334/334 236/236  357/357 264/270 366/366 235/235  408/411
B450 | 175/235 000/000 219/241 374/374 179/179 284/284 117/117 242/242 364/364 154/154 115/115 379/379 334/334 236/236  357/357 270/276  366/366 235/235  411/418
R1625 | 235/246 000/000 000/000 000/000 183/183 272/288 111/111 233/233 328/328  154/154 115124 379/379 000/000 260/260 322/388  264/270  000/000 205/235  411/411
D3493 | 243/243 000/000 219/241 000/000 183/183 274/286 000/000 242/242 337/337 154/154 124/124 379/379 000/000 229/229 388/388 270/276  366/366 205235  410/410
1545 | 243/247 000/000 219/219 374/374 183/183 274/286 111/111 242/242 337/337 154/154 124/124 379/379 334/334 229/229  307/357  270/276  000/000 235/235  411/411
C23 | 177/183 313/313 195/198 000/000 179/179 266/268 125/129 221/221 316/316 154/154 218/218 390/390 346/346 229/229  367/367  258/258  000/000  224/224  000/000
TRE | 179/179 000/000 195/198 000/000 179/179 266/268 125/129 221/221 316/316 154/154 218/218 390/390 346/346 229/229 367/367 258/258  366/366 224/224  000/000
SC-58 | 181/189 318/318 237/241 366/366 165/165 266/268 115/117 242/242 337/337 154/154 218/230 396/396 347/347 236/236  376/376  264/264  366/366 000/000  410/410
SC-61 | 235/235 321/321 237/241 366/366 165/165 266/268 115/117 242/242 337/337 154/154 000/000 396/396 347/347 236/236  376/376  264/264  366/366 000/000  410/410
SC-68 | 189/235 321/321 237/241 366/366 165/165 266/268 115/117 242/242 337/337 154/154 230/230 396/396 347/347 236/236  376/376  264/264  366/366 000/000  410/410
SC-74 | 189/189 321/321 237/241 366/366 165/165 266/268 115/117 242/242 337/337  154/154 000/000 396/396 347/347 236/236  376/376  264/264  366/366 000/000  410/410
SC-75 | 189/189 320/320 237/241 366/366 165/165 266/268 115/117 242/242 337/337  154/154 000/000 396/396 347/347 236/236  376/376  264/264  000/000 000/000  410/410
SC-76 | 235/235 320/320 237/237 366/366 165/165 266/268 115/117 242/242 337/337 154/154 108/218 396/396 347/347 236/236  376/376  264/264  366/366 000/000  410/410
PIT-10 | 189/235 320/320 000/000 366/366 165/165 266/268 115/117 242/242 337/337 154/154 230/230 396/396 347/347 236/236 376/376  264/270  366/366 000/000  410/410

NA — locus ndo avaliado /000/000 — amostras que nao amplificaram

€L
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A primeira caracteristica de um bom marcador microssatélite é a
robustez na amplificacdo do locus, ou seja, os iniciadores devem ser ca-
pazes de amplificar o maior nimero possivel de individuos. Além disso,
a utilizacdo de uma Unica condicdo de PCR para a amplificacdo de va-
rios loci facilita muito o escalonamento da genotipagem de varias popu-
lacBes ao mesmo tempo.

Para os testes de amplificacdo, inicialmente foram sintetizados e
avaliados nove marcadores (Di-01, Di-02, Di-03, Di-04, Tri-01, Tri-02,
Tetra-01, Tetra-02 e Hexa-01), a fim de verificar se a abordagem de i-
dentificacdo de loci em regides codificantes (bibliotecas de ORESTES)
apresentaria bons resultados. Dentre estes marcadores, somente néo foi
possivel a amplificacdo com os iniciadores Di-01, Di-02 e Tetra-01. Es-
tes resultados encorajaram a continuidade dos estudos e novos inic iado-
res foram desenhados para o restante dos marcadores descritos na tabela
11.8, aumentando o painel de microssatélites que seria utilizado nos en-
saios posteriores. O que é importante no caso de estudos populacionais,
onde é recomendada a utilizacdo de pelo menos 12 a 15 loci polimérfi-
cos (KUHLS; KEILONAT; OCHSENREITHER et al., 2007). Para os
marcadores que nao amplificaram, e também para os marcadores Hexa-
01, Tri-01 e Tetra-02 que apresentaram bandas muito fracas, foram de-
senhados iniciadores antissenso alternativos como uma nova tentativa de
amplificacdo. A utilizagdo destes iniciadores esta indicada pela letra “b”
ao lado do nome do marcador.

A segunda rodada de amplificacdo e genotipagem foi realizada
com sucesso para 19 marcadores (Tabela 11.9), incluindo o locus descri-
to para T. cruzi (MCLE-03). Os marcadores que ndo amplificaram fo-
ram Di-02, Di-08 e Tetra-01 (Figura I1.6), somente trés de 23 pares de
iniciadores testados, demonstrando alto rendimento da abordagem utili-
zada. Entretanto, alguns iniciadores nao foram capazes de amplificar va-
rias amostras, fato este que pode ser especialmente observado para 0s
loci Di-03, Hexa-06 e MCLE-03, os dois Ultimos apresentando um pa-
drdo curioso de ndo amplificacdo de grupos ja caracterizados de cepas.
Enquanto os iniciadores para o locus Hexa-06 ndo amplificaram exclu-
sivamente cepas KP1- brasileiras, as cepas KP1- colombianas nao foram
amplificadas pelos iniciadores do locus MCLE-03.

A segunda caracteristica de um bom marcador microssatélite é o
nivel de polimorfismo, o qual foi avaliado através do nimero de alelos
por locus (Tabela 11.10). Exceto o locus Tri-02, o qual apresentou so-
mente um alelo, e, portanto ndo sera utilizado nos ensaios populacionais,
todos os outros loci mostraram um polimorfismo comparavel a outros
painéis de microssatélites desenvolvidos para organismos relacionados
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(FAKHAR; MOT AZEDIAN; DALY et al., 2008; OLIVEIRA; BROU-
DE; MACEDO et al., 1998).

Os marcadores identificados também foram avaliados quanto a
estabilidade em cultura axénica. Para tanto, 0 DNA de todas as cepas foi
extraido ap6s 70 geracdes de cultivo in vitro e submetido aos mesmos
procedimentos de genotipagem descritos anteriormente. Nenhum dos
loci apresentou qualquer alteracdo no tamanho dos alelos, sendo os
mesmos considerados estaveis para aplicagdo mesmo em amostras.

Tabela 11.10 — Amplitude alélica, nimero de alelos e heterozigosidade obser-
vada e esperada para os marcadores microssatélites avaliados em Trypanosoma
rangeli.

Marcador Variagao alélica N° de alelos Hobs Hesp
TR_Di-01 174 - 247 11 0.5556 0.8222
TR_Di-03 313-321 4 0.0000 0.7100
TR_Di-04 195 - 241 9 0.8500 0.8282
TR_Di-05 366 - 374 3 0.0000 0.6694
TR_Di-06 165 - 183 3 0.0000 0.6205
TR_Di-07 266 - 288 7 0.8500 0.8462
TR_Di-09 109 - 129 7 0.6842 0.7838
TR_Tri-01 221 - 242 3 0.0000 0.2495
TR_Tri-01b 316 - 364 4 0.0000 0.3256
TR_Tetra-02b 108 - 230 5 0.4118 0.7522
TR_Hexa-01 379 - 396 3 0.0000 0.5947
TR_Hexa-01b 334 - 347 3 0.0000 0.6032
TR_Hexa-02 229 - 260 3 0.0500 0.5141
TR_Hexa-03 307 - 388 7 0.1500 0.7179
TR_Hexa-04 358 - 376 4 0.6000 0.6564
TR_Hexa-05 359 - 366 2 0.0667 0.0667
TR_Hexa-06 205 - 235 3 0.2308 0.4400
MCLE-03 408 - 418 5 0.2000 0.5244

Média 0.2583 0.5958

* As heterozigosidades observadas (Hos) € esperadas (Hes,) foram calcu-
ladas pelo programa POPGENE de acordo com o proposto por Levene (LEVE-
NE, 1949).

Na tabela 11.10 também podem ser observadas as heterozigosida-
des observadas (H,ps) € esperadas (Hesp) calculadas para cada locus,
mostrando em geral um déficit de heterozigosidade, portanto, as amos-
tras analisadas encontram fora do equilibrio de Hardy-Weinberg, o que
serd discutido em detalhes no capitulo 1V. Este excesso de homozigos i-
dade pode ser real na populacéo, representar um fendmeno de homopla-
sia ou ser gerado por algum artefato, como a presenca de alelos nulos,
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gue no caso de marcadores representa um alelo que ndo pode ser detec-
tado devido a mutacdes na regido flanqueadora (JARNE; LAGODA,
1996).

Os alelos nulos representam um sério problema para estudos po-
pulacionais devido a producdo de um aparente excesso de homozigosi-
dade, resultando em uma frequéncia alélica incorreta e superestimando o
endocruzamento. Em microssatélites sdo encontrados geralmente em
uma frequéncia alta, de aproximadamente 35%, que pode ser explicada
pela alta taxa de mutacdo do marcador ou da espécie, uma vez que a
principal causa de alelos nulos ou de alelos ndo amplificados em loci de
microssatélites € a mutacdo nas regides de ligagdo dos iniciadores
(MORIGUCHI; IWAT A; UJINO-IHARA et al., 2003).

Ja a homoplasia pode ser definida como o caminho evolutivo que
dois organismos seguem em paralelo, mas que resultam no mesmo ge-
nétipo. Ou seja, alelos de mesmo tamanho ndo necessariamente passa-
ram pelo mesmo processo evolutivo, mas podem ser interpretados como
iguais dependendo do modelo utilizado na analise. Para melhor compre-
ensdo devem-se considerar os conceitos de alelo 1BD e alelo 11S. Quan-
do dois alelos descendem sem mutacdo do mesmo alelo ancestral, sdo
considerados idénticos pela descendéncia (IBD - identical-by-
descending). Obviamente, dois alelos de microssatélites podem ter o
mesmo tamanho, ou a mesma sequéncia sem serem IBD. Neste caso eles
sdo chamados idénticos no estado (11S — identical-in-state), e podem in-
clusive descender do mesmo alelo, mas com uma histéria evolucionéria
diferente. Nestes termos, a homoplasia é definida como a co-ocorréncia
de alelos que séo 1S, mas ndo IBD (JARNE; LAGODA, 1996).

Desconsiderar a homoplasia leva a uma subestimagdo da diver-
géncia atual entre as populagdes. Isto pode ser especialmente problemé-
tico quando se utiliza 0 modelo de mutagdo SMM (Stepwise Mutation
Model — discutido no capitulo 1V) para interpretacdo dos dados, uma vez
que uma substancial quantidade de homoplasia é esperada. Com micros-
satélites perfeitos, homoplasia sera somente detectado analisando var ia-
cOes na regido flanqueadora. Entretanto, pode ser detectada mais facil-
mente utilizando microssatélites interrompidos, onde as interrupcdes
servem como ancora para visualizacdo da homoplasia (ESTOUP;
TAILLIEZ; CORNUET et al., 1995).

Outras anélises populacionais foram realizadas e serdo apresenta-
das e discutidas no capitulo 1V.
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I1.5 Conclusoes

- Através da metodologia PIMA (PCR-based isolation of micro-
satellite arrays) foram identificados sete loci de microssatélites em bi-
bliotecas genémicas de T. rangeli que foram utilizados na identificacéo
de candidatos a marcadores; entretanto, a metodologia se mostrou muito
laboriosa e com baixo rendimento comparada com a busca in silico em
bancos de dados de sequéncias;

- A andlise da aplicabilidade em T. rangeli de microssatélites
previamente descritos na literatura para T. cruzi resultou na identificacéo
de somente um locus, o qual foi utilizado nos ensaios posteriores de ge-
notipagem;

- A identificacdo de microssatélites em bibliotecas transcriptdomi-
cas de T. rangeli, através da busca in silico em bancos de dados de
EST/ORESTES, se mostrou muito eficiente na selecdo de candidatos a
marcadores, e permitiu a avaliacdo global do contetdo de repeticGes em
regides codificantes de T. rangeli;

- Adistribuicdo dos diferentes tipos e classes de repeticdes (dime-
ros a hexameros) encontradas em bibliotecas transcriptdmicas se mos-
trou ndo randémica e enviesada em favor de hexameros e trimeros, 0
que é um achado frequente em sequéncias derivadas de regides codifi-
cantes;

- A partir de bibliotecas transcriptdmicas foram selecionados 19
candidatos a marcadores microssatélites considerando todas as classes
(dimeros a hexadmeros) e diferentes tipos (perfeitos, imperfeitos e com-
postos);

- A estabilidade dos marcadores microssatélites selecionados foi
comprovada através da genotipagem das cepas de T. rangeli a partir de
DNA extraido de cultivos axénicos mantidos por 70 geragdes;

- Os marcadores selecionados foram validados através da genoti-
pagem de 20 cepas e dois clones de T. rangeli com 87% de eficiéncia,
ou seja, 20 pares de iniciadores utilizados na amplificacdo de 16 loci fo-
ram avaliados com sucesso e apresentaram niveis de heterozigosidade e
polimorfismo compativeis com o descrito para espécies relacionadas;

- Fendmenos de homoplasia e a presenca de alelos nulos podem
ajudar a explicar a elevada taxa de homozigosidade encontrada entre as
cepas analisadas, mas outros parametros serdo analisados no capitulo 1V
para confirmar tais hipoteses.



CAPITULO 11l )
Identificacdo e Caracterizagdo de Polimorfismos de Nucleotideos Uni-
cos (SNP)

"Ndo sabendo que era impossivel; ele foi ld e fez"
Jean Cocteau
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IT1.1 Revisdo Bibliogréafica
I11.1.1 Polimorfismos de Nucleotideos Unicos (SNP): definicdes e
caracteristicas

A medida que a sequéncia nucleotidica do genoma humano foi
sendo desvendada, umaconstatacdo evidente foi o grande nimero de va
riacdes de ponto encontradas ao se comparar segmentos correspondentes
do genoma. As mais comuns ocorrem, aproximadamente, a cada 600 ba
ses e sdo denominadas polimorfismos de nucleotideos Unicos ou SNP
(Single Nucleotide Polimorphism). Correspondem a posicGes onde exis-
te uma alternancia dos nucleotideos A, C, G e T, em uma frequéncia alé-
lica minima de 1% em uma dada populagdo (BROOKES, 1999; VIG-
NAL; MILAN; SANCRISTOBAL et al., 2002). Os SNP ocorrem tanto
em regides codificadoras como em ndo codificadoras dos genomas. Em
regides codificadoras, quando resultam em uma substituicdo de aminoéa-
cido na sequéncia protéica, sdo denominados nao sindénimos, podendo a
substituicdo ser conservativa ou ndo conservativa em funcdo das carac-
teristicas dos aminoacidos envolvidos na troca. Nesses casos, podem in-
correr em modificagdes estruturais e funcionais na proteina. Embora
SNP sindnimos néo alterem a sequéncia protéica, eles podem modificar
a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro, e, consequentemente
afetar a quantidade de proteina produzida. Além disso, SNP podem
promover splicing alternativo, alteracdes no padréo de expresséo de ge-
nes (como no caso de alteragdes em sequéncias de promotores), geracdo
ou supressdo de codons de terminagdo ou poliadenilagdo na molécula de
RNA mensageiro e alteracdo nos codons de iniciagdo de tradugdo
(FREELAND, 2005; KWOK; GU, 1999).

As taxas de mutacdo de SNP parecem ser na ordem de 10 a 10,
valores muito menores do que de outros marcadores como 0S microssa-
télites, sendo, portanto, Uteis na inferéncia de eventos ocorridos em um
passado distante (BRUMFIELD; BEERLI; NICKERSON et al., 2003).
Entretanto, a analise de SNP em um gene altamente conservado entre
espécies relacionadas e que participe de um processo importante no me-
tabolismo de um organismo pode ser muito informativo e Gtil no estudo
da estrutura populacional destes organismos (FREELAND, 2005).

Apesar das numerosas abordagens para a descoberta de SNP des-
critas, incluindo algumas atualmente utilizadas para a genotipagem, as
principais sdo baseadas na comparagdo de sequéncias locus-especifica,
geradas a partir de diferentes cromossomos. A mais simples é realizar o
sequenciamento direto dos produtos de PCR obtidos de diferentes indi-
viduos, ou ainda, pelo sequenciamento de loci anénimos, como aqueles
amplificados por métodos multi-locus, como 0 RAPD (FREELAND,
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2005). Entretanto, em larga escala, esta abordagem tende a ser custosa
devido a necessidade de iniciadores locus-especifico, é limitada a regi-
Oes para as quais a sequéncia de dados esta disponivel, e produz uma
sequéncia diploide na qual nem sempre é fécil distinguir picos duplos
entre artefatos de sequenciamento e polimorfismos reais como observa-
dos em heterozigotos. Em larga escala, a abordagem mais utilizada é o
sequenciamento de bibliotecas gendmicas construidas por shotgun e a
posterior analise computacional comparativa com sequéncias conheci-
das depositadas em bancos de dados.

Como desvantagens, além de também gerar sequéncias dipldides
com as mesmas limitagdes citadas anteriormente, esta abordagem exige
grande capacidade computacional e ndo é aplicavel para organismos
com pequenas quantidades de sequéncias disponiveis para comparagéo
(VIGNAL; MILAN; SANCRISTOBAL et al., 2002).

A genotipagem dos SNP identificados pode ser realizada de mui-
tas maneiras; entretanto, exceto para a hibridacéo direta, o procedimento
geralmente compreende duas etapas: i) a geracdo de produtos alelo-
especifico através de reacGes moleculares e ii) a separacdo e a deteccéo
destes produtos para a identificacdo correta do alelo. As metodologias
utilizadas e descritas sdo muitas, mas em geral baseiam-se em alguma
das sete abordagens fundamentais citadas a seguir: i) genotipagem com
enzimas de restrigdo; ii) andlise conformacional da fita de DNA,; iii) ex-
tensdo com iniciadores especificos; iv) ligacdo com sondas especificas;
v) degradagdo por uma 5" nuclease para liberagdo de produtos especifi-
cos; vi) ensaios de clivagem invasiva de sondas especificas ou vii) en-
saios de hibridagcdo molecular. J& a anélise dos produtos das reagGes €
realizada principalmente por eletroforese, cromatografia, espectrometria
de massa (MALDI-TOF), fluorimetria ou por arranjos (chips) de DNA
(BARREIRO; HENRIQUES; MHLANGA, 2009; CHANG; CHUANG,;
CHENG et al., 2009a; CHANG; CHUANG; CHENG et al., 2009b;
DING; JIN, 2009; DUAN; LIU; WANG, 2009; EDWARDS; REID;
COGHILL et al, 2009; GABRIEL; ZIAUGRA; TABBAA, 2009;
GARRITANO; GEMIGNANI; VOEGELE et al., 2009; GAUDET; F A-
RA; BERITOGNOLO et al., 2009; HERBECK; GOTTLIEB; WONG et
al., 2009; INOUE; HAN; MAKINO et al., 2009; LEDUR; NAVARRO;
PEREZ-ENCISO, 2009; LIN; YEAKLEY; MCDANIEL et al., 2009;
LIU; MURALIDHAR; SINGH et al., 2009; MATUKUMALLI; LA-
WLEY; SCHNABEL et al., 2009; PEIFFER; GUNDERSON, 2009;
PODINI; VALLONE, 2009; RAMOS; CROOIJMANS; AFFARA et al.,
2009; ROYO; GALAN, 2009; SATO; TAKEDA, 2009; SEEB; PAS-
CAL; RAMAKRISHNAN et al., 2009; SHEN; ABDULLAH; WANG,
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2009; SHI; TANG; ZHOU et al., 2009; VIGNAL; MILAN; SANCRIS-
TOBAL et al.,, 2002).

Atualmente a analise de SNP pode ser empregada nas mais diver-
sas areas, como medicina forense, antropologia molecular, evolugio, de-
finicdo de marcadores de predisposicdo a determinadas patologias e de
progndstico a diferentes tratamentos, genética de populacdes, conserva
¢do e manejo de fauna, farmacogenética, desenvolvimento de vacinas,
entre outras (BERRIMAN; GHEDIN; HERTZ-FOWLER et al., 2005;
BUDOWLE; VAN DAAL, 2008; CHEN; SAARELA; NUOTIO et al.,
2003; CZERSKA; NAWARA; BAL, 2003; EFFERTH; SAUERBREY,;
STEINBACH et al., 2003; GARTE, 2009; GLINSKY, 2008; HUGHES;
WELCH; PURI et al., 2008; KIJAS; TOWNLEY; DALRYMPLE et al.,
2009; KIM; MISRA, 2007; LI; GONG; LIU et al., 2004; LIANGOS;
BALAKRISHNAN; PEREIRA et al., 2004; MATUKUMALLI; LA-
WLEY; SCHNABEL et al., 2009; MIT ANI; LEZHAVA; SAKURAI et
al., 2009; WALSH; GBAJ; ETCHELLS et al., 2008; WANG; LUHM,;
LEI, 2007; ZHOU; GOTOU; KAJIYAMA et al., 2005).

111.1.2 Trans-splicing e o gene do spliced leader em T. rangeli

Em biologia molecular, splicing é uma modificacdo pos-
transcricional no RN A, na qual os introns sdo removidos e 0s exons co-
nectados. E um processo necesséario & maturacdo dos RNAm tipicos de
eucariotos que precede a traducdo. Na maioria das vezes é multienzimé-
tico e catalizado no chamado spliceosomo, um complexo de pequenas
ribonucleoproteinas nucleares (SnRNP). Se o splicing ocorrer na mesma
molécula de RNA é chamado de cis-splicing, e se envolver moléculas
diferentes, trans-splicing (LODISH; BERK; KAISER et al., 2007).

O fendmeno de trans-splicing de RNA foi demonstrado em pro-
tozoérios tripanosomatideos e subsequentemente em nematédeos e tre-
matddeos no final da década de 80 (AGABIAN, 1990). Similarmente a
outros eucariotos, 0 RNAmM maduro destes organismos possui na extre-
midade 5°'um cap e na extremidade 3"uma cauda poli-A. O cap consiste
de uma guanosina 7-metilada ('mG) e da metilacdo especifica dos nu-
cleotideos 1 a 4. Entretanto, além destas caracteristicas comuns, todos 0s
RNAmM de organismos da ordem Kinetoplastida possuem uma sequéncia
comum de 39 a 41 nucleotideos que é tipicamente uniforme dentro de
cada espécie. Esta sequéncia comum, que ndo é sintetizada contigua-
mente com a sequéncia protéica do gene a ser traduzido, é comumente
chamada de spliced leader (SL), ou mini-exon, a qual é adicionada por
trans-splicing a todos os RNAm. Assim, o gene que codifica para o
RNA do SL é de importancia central para o metabolismo de RNAm des-
tes organismos, porque o seu produto é o substrato para a reacdo de
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trans-splicing que prové ao RNAm a sua estrutura 5°cap (CAMPBELL,;
STURM; YU, 2000; CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003).

Em tripanosomatideos, os genes que codificam o SL estdo pre-
sentes em aproximadamente 200 a 300 cdpias e sdo organizados em
tandem, apesar de cada unidade ser transcrita individualmente (VA-
NHAMME; PAYS, 1995). Em T. brucei gambiense, T. cruzi e C. fasci-
culata, algumas unidades do gene sdo interrompidos por retrotranspo-
sons site-especificos, mas em T. rangeli esta intercalado com a sequén-
cia do gene da subunidade 5S do RNAr, assim como em T. vivax (AK-
SOY, 1991; AKSOY; SHAY; VILLANUEVA et al., 1992). Especifi-
camente em T. rangeli, além de estarem organizados em tandem, encon-
tram-se em trés agrupamentos (clusters) e apresentam aproximadamente
330 cépias por genoma dipldide (AKSOY; SHAY; VILLANUEVA et
al., 1992).

O gene do SL ¢ organizado em trés regides distintas: exon, intron
e regido intergénica. O exon, altamente conservado mesmo entre dife-
rentes espécies, contém a sequéncia de 39-41 nucleotideos que é adicio-
nada pos-transcricionalmente em todos os RNAm nucleares por trans-
splicing. O intron apresenta uma maior variabilidade, tanto em tamanho
quanto na sequéncia, sendo relativamente conservado entre espécies de
um mesmo género ou sub-género. A regido intergénica ndo é transcrita,
sendo altamente variavel mesmo dentro de um mesmo género, apresen-
tando tamanhos e sequéncias nucleotidicas distintas mesmo entre espé-
cies muito préximas. O transcrito do gene SL varia em tamanho, de 96nt
em Leishmania spp. a 141nt em T. brucei (98nt em T. rangeli), sendo
encontrado predominantemente na por¢do de RNA ndo poliadenilado
(AKSOY; SHAY; VILLANUEVA et al., 1992; CAMPBELL; STURM;
YU, 2000; GRISARD; CAMPBELL; ROMANHA, 1999).

Desde a descoberta do gene do SL em 1984, a identidade da RNA
polimerase (RNApol) responsavel pela transcricdo deste gene em orga-
nismos da ordem Kinetoplastida tem sido debatida. Varios grupos con-
cluiram que o gene é transcrito pela RNApol 11, RNApol 111 ou por uma
polimerase com caracteristicas intermediarias. A presenca do 'mG cap
no transcrito do SL foi usado em favor da RNApol I, enquanto a identi-
ficacdo de elementos putativos Box A/B na regido transcrita do gene e a
presenca de uma regido poli T a jusante do gene suportam a transcricao
pela RNApol Ill. Entretanto, s6 o cap e a cauda poli T foram confirma-
dos experimentalmente. De fato, uma sequéncia de seis ou mais T séo
requeridos para terminacdo in vivo e in vitro pela RNApol 11, enquanto
gue a RNA pol Il necessita de apenas quatro T (CAMPBELL; STURM,;
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YU, 2000; CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003; PALENCHAR;
BELLOFATTO, 2006).

A transcrigdo do gene da subunidade 5S do RNAr foi demonstra-
da ser realizada por uma RNApol Il1 (CABALLERO; SOUSA; MAR-
QUES et al., 2007; CAMPBELL; STURM; YU, 2000; CAMPBELL;
THOMAS; STURM, 2003); entdo, poderia de se esperar que em T. ran-
geli e em T. vivax, com a presenca do gene do 5S RNAr inserido na re-
gido intergénica do gene do SL, ocorresse uma coregulacdo transcricio-
nal destas sequéncias pela RNApol 11l ou por outros fatores de transcri-
cdo regulatdrios (AKSOY; SHAY; VILLANUEVA et al., 1992). Entre-
tanto, apesar da discussdo estar em aberto, evidéncias experimentais tém
identificado regifes promotoras de recrutamento da RNApol Il para a
transcricdo do gene SL em tripanosomatideos (GILINGER; BELLO-
FATTO, 2001).

Estas regiGes promotoras se encontram a montante do exon e fo-
ram identificadas por mutagénese direcional em algumas espécies do
género Leishmania, em Leptomonas seymouri, em T. brucei e em T.
cruzi (CAMPBELL; STURM; YU, 2000), mas ndo ha estudos em T.
rangeli (Figura 111.1).

-80 +1
‘ | Exon Intron

— -
Upstream | T]

] Leishmania tarentolae
-67t0—-58 —40to—31

[ | \ | Leishmania amazonensis

—T0to—-31 —-10to +10
[ 1 [ | [ Leptomonas seymouri
-70t0-51 —-40to-21-10to -1
Trypanosoma brucei
-81to-62 -11to=2
1 Trypanosoma cruzi

=53 to-40

Figura I11.1 — Representacdo esquematica dos elementos promotores do gene
do spliced leader identificados in vivo por mutagénese direcional (CAMP-
BELL; STURM; YU, 2000).

Devido a organizacdo do gene do SL em grandes arranjos em
tandem e a seu isolamento transcricional por espacadores ndo transcri-
tos, estes genes foram os primeiros candidatos para a identificacdo de
promotores de transcricdo e de elementos de terminagdo (CAMPBELL;
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STURM; YU, 2000). Além disso, tem sido utilizado como marcador ge-
nético para distinguir e/ou caracterizar diferentes espécies de parasitos
dentro da Ordem Kinetoplastida. (DESQUESNES; DAVILA, 2002;
FERNANDES; SANTOS; CUPOLILLO et al, 2001; GRISARD;
CAMPBELL; ROMANHA, 1999; MURTHY; DIBBERN; CAMP-
BELL, 1992; URREA; CARRANZA; CUBA et al., 2005; VALLEJO;
GUHL; CARRANZA et al., 2003).

111.1.3 Organizacdo celular do DNA e o gene das histonas H2A

O problema da compactacdo do DNA genémico para que 0 mes-
mo caiba no nlcleo de uma célula eucariota é resolvido de diferentes
formas. Quando o DNA nuclear é isolado em tampdes isotdnicos, ele se
mostra associado a igual massa de proteinas em um complexo altamente
compactado chamado cromatina. A estrutura geral da cromatina é muito
similar em células de todos os eucariotos incluindo fungos, plantas e a-
nimais. As proteinas mais abundantes associadas com o DNA sdo as his-
tonas, uma familia de proteinas basicas presentes em todos os ndcleos
de células eucariotas. Os cinco tipos mais comuns de histonas (H1,
H2A, H2B, H3 e H4) séo ricos e positivamente carregados de aminoaci-
dos com carga basica, 0s quais interagem com o0s grupamentos fosfato
do DNA que séo carregados negativamente. As histonas funcionam co-
mo a matriz na qual o DNA se enrola e podem sofrer modificacbes pos-
traducionais, as quais desempenham um papel importante na regulacéo
génica. Duas histonas de cada classe (H2A, H2B, H3 e H4) agregam-se
para formar o chamado nucleossomo, juntamente com DNA. A histona
H1 é necessaria para que os complexos histona-DNA formem uma fibra
de 30nm de espessura, enrolando assim o DNA de uma forma ainda
mais eficaz (LODISH; BERK; KAISER et al., 2007).

As sequéncias aminoacidicas das histonas sdo muito similares
mesmo entre espécies distantes (exceto para a histona H1), mas tambhém
existem variantes menores das histonas codificadas por genes que dife-
rem dos tipos principais altamente conservados, particularmente em ver-
tebrados (LODISH; BERK; KAISER et al., 2007).

Em organismos da ordem Kinetoplastida, foram observadas vari-
acBes no nivel de condensacdo da cromatina durante o desenvolvimento,
acompanhadas por alteracdes no perfil e abundancia de histonas. A cro-
matina em tripanosomatideos é menos condensada do que de eucariotos
superiores, e isto pode ser funcionalmente significativo para os parasi-
tos. Estes parasitos sdo forgados a rapidas adaptacfes para diferentes al-
teragBes ambientais encontradas em seus hospedeiros durante o ciclo de
vida. Assim, se genes envolvidos no crescimento, infectividade, adapta-
¢ao e sobrevivéncia situarem-se em regides de cromatina frouxa, modu-
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lagdes rapidas na sua expressdo podem ser favoravel ao parasito (BEL-
LI, 2000).

As histonas H2A, H2B, H3 e H4 foram identificadas e caracteri-
zadas em tripanosomatideos e sdo altamente conservadas entre as espé-
cies. Este alto grau de conservagdo sugere que 0s genes respectivos es-
tdo sujeitos a forte pressao de selecdo; portanto, alteracfes nucleotidicas
nestas sequéncias podem ser altamente informativas do ponto de vista
evolutivo (BELLI, 2000). Além disto, a regido intergénica do gene da
histona H2 A (mais variavel do que a regido codificante) foi recentemen-
te utilizada como marcador diferencial em T. rangeli para diferenciacdo
de cepas de acordo com o tipo de mini-circulo de kDNA (KP1) (CU-
ERVO; LOPEZ; PUERT A, 2006).

111.1.4 Bancos de dados de SNP disponiveis

No maior banco publico de polimorfismos, que é mantido pelo
National  Center for  Biotechnology Information  (dbSNP:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), ja estdo depositados mais de 57,7
milhGes de SNP das mais variadas espécies (principalmente de plantas,
mamiferos e microrganismos de interesse econdmico ou utilizados como
modelos em estudo cientificos), entretanto, ndo ha nenhuma sequéncia
de organismos da Ordem Kinetoplastida. Porém, recentemente, Acker-
mann e colaboradores (2009) publicaram o TcSNP, primeiro banco de
dados de variacdo genética em T. cruzi. O banco integra informacGes de
polimorfismos genéticos encontrados a partir do alinhamento de se-
guéncias publicadas do genoma de referéncia (EL-SAYED; MYLER,;
BARTHOLOMEU et al., 2005) e outras sequéncias de DNA, RNAm e
EST de diferentes estoques, cepas e isolados de T. cruzi. Apesar de ndo
integrar informagdes de outros tripanosomatideos, o TcSNP é a primeira
iniciativa para estudos de polimorfismos genéticos nestes organismos.

ITI.2Objetivos Especificos

- Buscar a ocorréncia de SNP no gene do spliced leader (mini-
exon) e na regido intergénica do gene da Histona H2 A em diferentes ce-
pas de T. rangeli;

- Buscar a ocorréncia de SNP em bibliotecas transcriptdmicas de
T. rangeli através da busca in silico em bancos de dados de
EST/ORESTES;

- Avaliar a especificidade dos SNP identificados através da com-
paracdo intra e interespecifica com diferentes cepas de T. rangeli e se-
guéncias depositadas em bancos de dados publicos de T. cruzi e T. bru-
cei.
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IT1.3 Materiais e Métodos

111.3.1 Reacgdoem cadeia da polimerase (PCR)

- Gene do spliced leader

A amplificagdo do gene do spliced leader foi realizada utilizan-
do-se os iniciadores ME-L (5" CCC GAA TTC TGT ACT ATATTG
GT 3") e ME-R (5" CAT AGC TGT TTC CTC AAT AAA GTA CAG
AAA CTG 3'), descritos por Fernandes e colaboradores (1997), dirigi-
dos ao exon do gene SL; e os iniciadores TR5S-R (5" TAA CTT CAC
AAATCG GAC GGG AT 3") e TR5S-L (5" CCG TCC GAT TTG TGA
AGT TAAGC 37, descritos por Grisard, Campbell e Romanha (1999),
dirigidos ao gene do 5S RNAr (Figura 111.2). Ambos os pares de inic ia-
dores produzem um produto de amplificacdo de aproximadamente
900pb em T. rangeli. A reacdo foi inicialmente padronizada avaliando-
se diferentes sistemas enzimaticos, faixas de pH e concentracdes de sais
(KCl e MgCl,), sempre utilizando-se uma polimerase de alta fidelidade.

A PCR foi realizada em termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf) com desnaturagdo inicial a 95°C/5min, seguido de 5 ciclos
a 95°C/20seg, ligagdo do iniciador a 60°C/30seg, extensdo a 72°C/30seg.
Apos, mais 30 ciclos de 95°C/20seg, ligacdo do iniciador a 55°C/30seg,
extensdo a 72°C/30seg e uma extensdo final a 72°C/5min.

Apds a PCR, os produtos amplificados foram resolvidos por ele-
troforese em gel de agarose 1%, conforme descrito no item 1.3.9.

0,9Kb
>

Figura 111.2 — Representacdo esquematica do gene do spliced leader (SL) em
Trypanosoma rangeli indicando os sitios de ligacdo dos iniciadores utilizados
no estudo.

- Gene da histona H2A

A amplificacdo da regido intergénica do gene da histona H2A
(H2A-RI) foi realizada utilizando-se os iniciadores HLA-1 (5" TTA
GAG GGG CCA TGA AGC 3") e HLA-2 (5" ATG GCA ACC CCG
AAG CAG-3"), os quais amplificam a regido intergénica completa do
gene da histona em T. rangeli de aproximadamente 400pb (CUERVO,;
LOPEZ; PUERTA, 2006).
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As condigbes de reacdo foram as mesmas descritas por Cuervo,
Lopez e Puerta (CUERVO; LOPEZ; PUERTA, 2006) em um volume
final de 10ul contendo 10 mM Tris—HCI pH 8,0, 50mM KCI, 0.1% Tri-
ton X-100, 1,5mM MgCl,, 200uM dNTP, 1uM de cada iniciador, 1U
Taq DNA polimerase (LGC biotecnologia®) e 100ng DNA gendmico
purificado. A PCR foi realizada termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf) com desnaturacdo inicial a 95°C/5min, seguido de 35 ciclos
a 95°C/30seg, ligagcdo do iniciador a 57°C/40seg, extensdo a 72°C/45seg,
e uma extenséo final a 72°C/5min.

111.3.2 Purificacdo e clonagem dos produtos de PCR

As bandas de interesse foram purificadas utilizando-se o kit GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE), segundo especificacfes
do fabricante. Ap6s a purificacdo, as amostras de DNA foram clonadas
conforme descrito no item 11.3.2.

Para confirmar a presenca e 0 tamanho dos insertos foi realizado
um PCR das coldnias obtidas, utilizando-se iniciadores pGEM-F (5’
ACG CCA AGC TAT TTA GGT GAC ACT ATA 3°) e Excel-R (5’
GTT GTAAAACGA CGG CCAGTG AAT-3"), especificos para o ve-
tor pGEM-Teasy. Assim, coldnias que apresentarem na PCR inserto de
tamanho compativel ao de interesse prosseguiram para o sequenciamen-
o .

111.3.3 Sequenciamento do DNA

O sequenciamento dos produtos de amplificacdo clonados para a
identificaco de SNP foi realizado no sequenciador MEGABace 1000°
DNA Analysis System, utilizando-se o kit DYEnamic® ET Dye Termina-
tor (GE/Amersham Biosciences, Upsalla), conforme especificacbes do
fabricante, a partir do DNA plasmidial extraido por lise alcalina (mini-
prep) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). A reacdo foi realizada em um
volume final de 10ul com 3,2ul de mix (Sequenase, dNTP, ddNTP mar-
cados com fluordéforos e tampéo), 50pmol dos iniciadores pGEM-F
(senso) ou Excel-R (antissenso) e 800ng do DNA plasmidial nas seguin-
tes condicdes térmicas: 95°C/25seg, seguidos de 35 ciclos de
95°C/15seg, 55°C/20seg e 60°C/90 seg. Posteriormente, os produtos
marcados foram precipitados com isopropanol 70%, lavados com etanol
70% e eluidos em tampéo préprio do kit contendo formamida e EDTA.
Os produtos purificados foram eletroinjetados a 2KV por 120seg e ele-
troeluidos por 150min a 9KV.

111.3.4 Andlise das sequéncias obtidas

As sequéncias do gene spliced leader obtidas foram automatica-
mente analisadas pelo programa Sequence Analyser (GE/Amersham Bi-
osciences), com estringéncia e confiabilidade (>90%). A confirmacéo da
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identidade dos fragmentos foi realizada utilizando o programa BLAST
(www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST), enquanto a analise da qualidade foi
feita através do pacote Phred/Phrap/Consed (http://www.phrap.org) com
qualidade de PHRED >30 (probabilidade de menos de 1 erro a cada
1.000 bases) (EWING; GREEN, 1998; EWING; HILLIER; WENDL et
al,, 1998). As sequéncias foram alinhadas utilizando-se o programa
ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994). Todas as etapas
de andlise das sequéncias obtidas foram realizadas em colaboracdo com
0 Laboratério de Bioinformética da UFSC
(http://www . bioinformatica.ufsc.br).

111.3.5 Identificacdo de SNP a partir de bibliotecas transcriptémi-

cas

Na fase final de realizagéo do projeto, entusiasmados pelos resul-
tados obtidos na identificacdo de candidatos a marcadores microssatéli-
tes a partir de bibliotecas transcriptdmicas, resolvemos realizar uma ana-
lise in silico piloto para a identificacdo de candidatos a SNP utilizando
as mesmas bibliotecas descritas no capitulo Il (item 11.3.1). Para tanto,
foram analisados 4.208 clusters provenientes de uma biblioteca formada
por sequéncias das duas cepas (Choachi e SC-58) e das duas formas (e
pimastigotas e tripomastigotas) do parasito, geradas pelo projeto trans-
criptoma do Trypanosoma rangeli, desenvolvido pelo Laboratério de
Protozoologia / MIP / CCB/ UFSC, disponiveis através da plataforma
Stingray (http://stingray.biowebdb.org/).

Para identificacdo dos candidatos a SNP, foram utilizados como
critério sequéncias formadas por no minimo quatro reads e com quali-
dade de phred>30, ou seja, probabilidade de erro de apenas uma base a
cada 1.000 analisadas.
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ITI1.4 Resultados e Discussao
111.4.1 Padronizacdo da PCR e clonagem génica
111.4.1.1 Gene do spliced leader

Para a amplificacdo do gene do spliced leader (SL) foram utiliza-
dos dois pares de iniciadores previamente descritos na literatura. O pri-
meiro, ME-L e ME-R (FERNANDES; TEIXEIRA; STURM et al,
1997), é dirigido ao exon do gene SL, e o segundo, TR5S-L e TR5S-L
(GRISARD; CAMPBELL; ROMANHA, 1999), ao gene da subunidade
5S do RNAr. Ambos os pares tem por objetivo a amplificacdo de uma
unidade completa do gene SL (de aproximadamente 900pb), ja que o
mesmo € organizado por repeticdes em tandem e os inic iadores apresen-
tam uma regido sobreposta. Havia uma preferéncia na utilizacéo dos ini-
ciadores TR5S a fim de se evitar que a regido de interesse para anélise
de SNP, o exon, se localizasse nas extremidades da sequéncia, as quais
tendem a ter qualidade inferior nos sequenciadores em geral.

Esta sobreposicdo entre os iniciadores de um mesmo par, apesar
de garantir a amplificacdo do gene completo, apresentou-se como uma
dificuldade para a padronizacdo da PCR ja que a tendéncia a formacéo
de dimeros era muito forte. Para tentar contornar esta dificuldade, ja que
esquemas padrdes de amplificacdo ndo funcionaram, foram testadas va-
rias condigdes, inicialmente com uma Taq DNA polimerase padrdo
(LGC Biotecnologia®):

- diferentes concentragdes de MgCl, (1,5 e 3,5mM);

- diferentes concentragdes de KCI (25, 50 e 75mM);

- diferentes faixas de pH (8,3, 8,8 e 9,2);

- curva de iniciadores (1 a 10uM);

- curva de dNTP (200 a 500uM);

- curva de DNA (1 a 100ng/reacéo).

Dentre estas condi¢bes, a amplificacdo do gene SL, com 0s inici-
adores ME-L e ME-R, foi alcancada com uma reacdo de 10l contendo
tampdo em pH 8,8, 1,5mM de MgCl,, 25mM de KCI, 1uM de cada um
dos iniciadores, 200uM de dNTP, 50ng de DNA da cepa Choachi e 1U
de Tag DNA polimerase (LGC Biotecnologia®). Foi utilizada a cicla-
gem descrita no item I11.3.1, que apresenta 5 ciclos iniciais com tempe-
ratura de anelamento elevada (60°C), justamente para favorecer a espe-
cificidade de ligacdo dos iniciadores com a sequéncia alvo, minimizando
a formacdo de dimeros (Figura I11.3, canaletas 2 e 4).

Nos testes realizados, a concentracdo de KCI parece ser critica na
amplificagéo do gene SL j& que outros tampdes com diferentes faixas de
pH e concentracdo de MgCl, foram testados com sucesso, desde que
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mantida a concentragdo de KCIl em 25mM, a qual é 2x inferior a utiliza-
da no tampéo da enzima (dados ndo mostrados).

Vale ressaltar que em nenhuma das condi¢bes testadas, mesmo
posteriormente, houve sucesso na amplificacdo do gene SL utilizando os
iniciadores TR5S, os quais foram descartados do presente estudo (Figu-
ra 111.3, canaletas 6,7,8 e 9).

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 910

1.375pb

947pb->
831ph->

564ph

Figura l11.3 - Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os

produtos de PCR obtidos com os iniciadores ME-L/ ME-R (2a 5) e TR5S-L/

TR5S-R (6-9) obtidos coma cepa Choachi de Trypanosoma rangeli, com (3, 5,

7e9) esem(2, 4,6e 8)aadigdo de uma polimerase de alta fidelidade. 1 — Pa-

drdo de Peso Molecular (PM = DNA de fago lambda clivado com HindlIll e E-
coRl); 10 — Controle negativo.

A anélise de SNP exige um méaximo de cuidado na geragdo das
sequéncias através da utilizacdo de um material biolégico bem caracteri-
zado (descrito no capitulo I) e de polimerases de alta fidelidade. Estas
polimerases apresentam atividade de conferéncia da base incorporada e
atividade exonucleasica 3'—5" (chamada de atividade proofreading),
ausentes na maioria das polimerases empregadas comumente nos labora-
torios. Isso posto, as enzimas proofreading sdo capazes de reconhecer e
corrigir erros advindos de pareamento incorreto das bases de DNA ou da
propria atividade enzimatica. Por causa disto apresentam alta especifici-
dade e taxas de erros muito inferiores as polimerases comuns: de 5x10°°
(polimerases de alta fidelidade) até 2,5x10"° (polimerases sem atividade
proofreading) (CHA; THILLY, 1993).
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Neste sentido, a fim de reduzir custos, foram testadas inicialmen-
te misturas enzimaticas em diferentes proporcdes contendo DNA poli-
merase com e sem atividade exonucleasica (4:1, 2:1 e 1:1). Entretanto, a
adigdo, mesmo que de pequenas quantidades, de uma polimerase de alta
fidelidade ndo permitiu a amplificacdo do produto de tamanho esperado
de aproximadamente 900pb (Figura I11.3, canaletas 3 e 5).

Posteriormente, foram avaliados diferentes sistemas enzimaticos

de alta fidelidade de acordo com as especificacdes do fabricante (Plati-
num Taq DNA Polymerase High Fldellty — Invitrogen®, Kapa HiFi DNA
Polymerase - KAPABiosystems®, Real Hi DNA Polymerase - RBC®,
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase — Finnzymes/NEB®, HotStar
HiFidelity - Qiagen®). Os resultados mais reprodutiveis, e que permiti-
ram a ampllflca(;ao de todas as cepas propostas, foi 0 sistema HotStar
HiFidelity® da Qiagen nas seguintes condicdes: reacéo de 25pl contendo
tampdo HiFi 1x (Tris- HCI pH 8,7, 300uM de dNTP ultrapuro, soro al-
bumina bovina, Triton® X-100 e 1,5mM de MgSO,), 1uM de cada um
dos iniciadores, 50ng de DNA da cepa Choachi e 1U de HotStar HiFide-
lity DNA polimerase (Qiagen®) em agua livre de RNases, utilizando a
ciclagem descrita no item 111.3.1. A figura 111.4 mostra os resultados ob-
tidos ap6s a purificacdo dos produtos de PCR com o kit GFX PCR DNA
and Gel Band Purification® (GE) para remocao de dimeros.
Este sistema, além de se mostrar eficaz e reprodutivel na amplificagéo
do gene SL com os iniciadores ME, também permitiu a clonagem direta
do produto de PCR no vetor pGEM-T easy, pois apresenta atividade
terminal transferase. Além disso, com as sequéncias de varias cepas dis-
poniveis, é possivel o desenho de iniciadores mais especificos e com
melhores e mais simples caracteristicas de amplificagao.
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1.375pbh=>
947ph->
831ph->

564ph=>

Figura I11.4 - Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo representativo
dos produtos de PCR obtidos com os iniciadores ME-L/ ME-R e 50ng de DNA
de diferentes cepas de Trypanosoma rangeli, obtidos com o sistema HotStar
HiFidelity DNA polimerase® (Qiagen), apds a purificagdo com o kit GFX PCR
DNA and Gel Band Purification® (GE) . PM — Padréo de Peso Molecular (PM =
DNA de fago lambda clivado com Hindlll e EcoRlI); 1 — Cepa 1545; 2 — Cepa
C23; 3 - Cepa TRE; 4 — Cepa 5048; 5 — Cepa Palma-2; 6 — Cepa D3493; 7 —
Cepa H8GS; 8 — Cepa R1625; 09 — Cepa Choachi; 10 — Cepa Macias, 11— Con-
trole negativo.

111.4.1.2 - Gene da histona H2A

O protocolo descrito por Cuervo, Lopez e Puerta (CUERVO;
LOPEZ; PUERT A, 2006) amplificou com sucesso todas as cepas descri-
tas na tabela .1 (exceto 1545, PIT-10, SC68 e SC-74). Um gel represen-
tativo é presentado na figura Il1.5.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13 C-

SISISISISTF S Ireea .

Figura I11.5 - Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo representativo
dos produtos de PCR obtidos com os iniciadores HLA-1/HLA-2 e 100ng de
DNA de diferentes cepas de Trypanosoma rangeli. PM — Padréo de Peso Mole-
cular (PM = DNA de fago lambda clivado com HindIll e EcoRlI); 1 — Cepa
1545; 2 — Cepa C23; 3— Cepa TRE; 4 — Cepa 5048; 5 — Cepa Palma-2; 6 — Ce-
pa D3493; 7 — Cepa H8GS; 8 — Cepa R1625; 9 — Cepa Choachi; 10 — Cepa Ma-
cias, 11 — Cepa SC-58, 12 — Cepa SC61, 13 — Cepa SC-75, C- = Controle nega-
tivo.
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Apos a purificagdo, as amostras amplificadas de ambos os genes
foram diretamente sequenciadas ou clonadas no sistema pGEM-T easy®
(Promega). Os clones positivos foram selecionados através de PCR de
coldnia utilizando-se os iniciadores do vetor pGEM-F e Excel-R que se
ligam 100 nucleotideos a montante e a jusante do sitio maltiplo de clo-
nagem, portanto, o produto esperado deveria apresentar um tamanho a
proximado de 1.100pb (Figura 111.6a). Os iniciadores ME néao foram uti-
lizados da PCR de colbnia, pois as condicdes especificas para se obter o
produto desejado tornariam a PCR muito trabalhosa pelo nimero de
clones analisados.

CRecenntoemeesu®ie,,

———

Bas-poa, -alygu

\
(]

F
ll"g: '

H nn
R |

Figura l11.6 — a) Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo representa-
tivo de uma PCR de coldnia realizada com os iniciadores pGEM -F e Excel-R
com clones selecionados do gene do spliced leader da cepa Choachi de Trypa-

nosoma rangeli (bandas desejadas de aproximadamente 1.100pb indicadas pelas
setas). Padrdo de Peso Molecular (DNA de fago lambda clivado com Hindlll e
EcoRil); b) Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo representativo do
resultado de uma extracdo de DNA plasmidial de clones positivos da cepa Cho-
achide T. rangeli (as 3 bandas de cada amostra indicam os niveis de enovela-
mento plasmidial). Resultados semelhantes foram obtidos coma clonagemdo

gene H2A.
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Foram selecionados 96 clones de cada cepa e 0s mesmos foram
submetidos a extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina. O protocolo
foi modificado para permitir a automacao dos procedimentos para placas
de 96 cavidades. Além de ser adicionado 1% de glicose ao primeiro
tampdo, as amostras sofreram choque térmico ap6s a desnaturacdo de
proteinas com o terceiro tampéo e foram filtradas em placas com mem-
brana de 0,22um. No dia seguinte a extracdo, a fim de permitir a com-
pleta eluicdo do DNA plasmidial, as amostras foram resolvidas por ele-
troforese em gel de agarose conforme descrito no item 1.3.9 (Figura I1-
1.6b).

111.4.2 Sequenciamento e analise das sequéncias obtidas

Os produtos de PCR purificados obtidos com os iniciadores ME e
todos os clones positivos de cada cepa de ambos os genes foram subme-
tidos a reacdo de sequenciamento descrita no item 111.3.3. Ap6s 0 se-
guenciamento, os contigs foram montados e analisados quanto a quali-
dade das bases através do pacote Phred/Phrap/Consed.

111.4.2.1 Gene do spliced leader

Como previsto, 0 sequenciamento direto dos produtos de PCR
ndo forneceu bons resultados, pois, devido aos iniciadores utilizados, a
regido do exon do gene SL ficou localizado nas pontas do contig, regi-
des que normalmente apresentam baixa qualidade no sequenciamento,
ndo servindo, portanto, para a analise de SNP.

Quanto as amostras clonadas, foi possivel a obtencdo de sequén-
cias de alta qualidade de 18 das 20 cepas de T. rangeli estudadas (exceto
SC-61 e SC-68). Todas as sequéncias obtidas foram de alta qualidade
(Phred 30 a90), o que significa a probabilidade de no maximo um erro a
cada 1.000 bases. Considerando o tamanho do gene de aproximadamen-
te 900pb, espera-se que no maximo uma das bases sequenciadas esteja
errada.

A montagem e direcionamento da sequéncia génica foram reali-
zados no programa Bioedit Sequence Alignment Editor para Windows
versdo 7.0.9 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Inicial-
mente foram localizados os iniciadores para permitir o direcionamento
da sequéncia e as mesmas foram organizadas a partir do inicio do trans-
crito conforme descrito por Aksoy e colaboradores (1992). O alinha-
mento das sequéncias obtidas foi realizado pelo programa Clustal W
(Figura 111.6).

O tamanho do gene revelou um polimorfismo discreto entre as cepas es-
tudadas, variando de 904pb na cepa 5048 a 1.022pb na cepa PIT-10
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(Tabela 111.1). Este achado também foi observado no gene da histona
H2 A para as cepas KP1- colombianas, que também apresentaram menor
tamanho comparativamente a outras cepas de T. rangeli (PUERTA,;
SINCERO; STOCO et al., 2009).

Atualmente (25/11/2009), existem 58 sequéncias depositadas no
GenBank do gene do Spliced leader / 5S RNAr de diferentes cepas e
isolados de T. rangeli. Entretanto, ha 50 sequéncias parciais (que nao
incluem o exon) e somente oito sdo descritas como completas. Porém,
realizando um alinhamento destas sequéncias, observa-se que quatro de-
las (EF071550.1, EF071549.1, EF071548.1 e EF071547.1) parecem a-
presentar uma estrutura diferente da originalmente descrita por Aksoy e
colaboradores (1992) sendo potanto descartadas. Baseando-se nestas se-
quéncias completas (M62864.1, AF083350.1, AJ012419.1 e
AF083351.1) as posi¢cBes do exon (1-114), intron (115-199), regido in-
tergéncia (200-599 e 711-1031) do gene SL e o gene 5S RNAr (600-
710) foram identificados e destacados na figura 111.7.

Tabela 111.1 — Cepas de Trypanosoma rangeli que apresentaramsequéncias de
alta qualidade, n° de reads que formaram o contig principal e o tamanho do gene
apds direcionamento.

o : Tamanho

Cepa N° reads no contig do gene (pb)
Choachi 74 953
B450 135 945
D3493 76 946
H8GS 52 945
H14 76 936
H9 94 947
Macias 78 945
Palma-2 7 933
San Agustin 38 935
R1625 151 948
1545 103 947
C23 80 909
TRE 74 906
5048 48 904
SC-58 94 938
SC-75 54 953
SC-76 85 1020
PIT-10 92 1022

Figura I11.7 - Alinhamento comparativo das sequéncia do gene completo do s-
pliced leader nas diferentes cepas de Trypanosoma rangeli (Tr) analisadas pelo
programa Clustal W.
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Ainda observando a figura I11.6, pode-se notar varios sitios de po-
limorfismos; entretanto, analisando este mesmo alinhamento pelo pro-
grama MEGA 4.0, foi revelado que nem todos sdo informativos. Apenas
77 destes polimorfismos séo filogeneticamente significativos (Figura I1-
1.6 em destaque amarelo), ou seja, sitios parcimoniosos (Tabela I11.3).
Dentre os 77 polimorfismos, 40 envolvem exclusivamente eventos de
transicdo (A/G ou T/C), 20 transversao (A/C, AIT, G/C ou G/T) e uma
insercdo/delecdo (indel). Foram ainda observados eventos mistos de
quatro indel e transicOes, seis indel e transversdes, quatro transicoes e
transversdes e duas indel, transicGes e transversdes (Figura I11.8).

Indel (1)

Transversdes Transicdes
{20} {40}

Figura 111.8 — Eventos de transicdo, transversao e insergdo/delecéo (indel) ob-
servados nos 77 polimorfismos observados entre as sequéncias do gene do spli-
ced leader (SL) nas cepas de Trypanosoma rangeli estudadas.

Por definicdo, SNP s&o polimorfismos de base Unica gerados pela
alteracdo de base (transicdo ou transversdo), e ndo por eventos de inser-
cao/delecdo. Apesar de alguns autores considerarem eventos de indel de
um par de bases como SNP, eles certamente ocorrem por mecanismos
diferentes das transicdes e transversdes (VIGNAL; MILAN; SAN-
CRISTOBAL et al., 2002). Considerando esta definicdo, dentre os 77
polimorfismos identificados, 58 podem ser determinados como sendo
SNP.

Apesar de, a principio, cada posicdo da sequéncia permitir qual-
quer uma das quatro possiveis substituicbes de base (A, T, C ou G),
SNP sdo usualmente bialélicos na pratica. Os mecanismos de mutacao
podem resultar tanto em transicGes: purina-purina (A/G) ou pirimidina-
pirimidina (A/T), ou em transversdes: purina-pirimidina ou pirimidina-
purina (A/C, AIT, G/C ou G/T). Com duas vezes mais possiveis trans-
versdes do que transicdes, a razdo de transicbes sobre transversdes deve-
ria ser de 0,5 se as mutacdes fossem randémicas (BRUMFIELD; BE-
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ERLI; NICKERSON et al., 2003). Entretanto, a observacdo dos dados
indica um claro viés em favor das transicdes (Tabela 111.2).

Tabela 111.2 — Matriz de probabilidade estimada para o padrdo de substituigdo
de nucleotideos.

A T C G

A 6.07 4.27 22.06
T 354 - 10.29 541
C 354 1463 - 541

G 1446 6.07 4.27

Atabela 111.2 apresenta a matriz de probabilidade estimada para o
padrdo de substituicdo de nucleotideos calculada pelo programa MEGA
4.0 (TAMURA; DUDLEY; NEI et al, 2007; TAMURA; NEI; KU-
MAR, 2004). Cada valor mostra a probabilidade de substituicdo de uma
base (linha) por outra base (coluna). Somente os valores dentro de uma
mesma linha podem ser comparados. As taxas de substituicdes transi-
cionais sdo mostradas em negrito e aquelas de substitui¢des transversio-
nais em italico. As frequéncias nucleotidicas sdo 0,184 (A), 0,315 (T/U),
0,221 (C), and 0,28 (G). As taxas de transicdes/transversdes sdo k1 =
4.08 (purinas) e k2 = 2411 (pirimidinas). O desvio geral de transi-
cao/transverséio € R = 193, onde R = [A*G*kl +
T*C*k2])/[(A+G)*(T+C)]. Para esta analise, todas as posicdes contendo
falhas (gaps) ou dados ausentes foram eliminados do conjunto de dados
(opcéo de delecdo completa), restando um total de 442 posicGes.

Se forem analisados exclusivamente os 58 SNP encontrados, po-
demos observar 39 transi¢cdes (20 T/C e 19 A/G) e somente 19 transver-
sbes (6 A/IC, 2 AIT, 9 G/C e 2 G/T), ou seja, as transicdes sdo 2x mais
frequentes que as transversdes, aproximadamente o mesmo valor encon-
trado na tabela I11.2. O mesmo tipo de observagdo acontece em roedores
e humanos, com uma taxa de 1,4 e 1,7x (COLLINS; JUKES, 1994; PI-
COULT-NEWBERG; IDEKER; POHL et al., 1999). Entretanto, valores
maiores foram encontrados em aves: 2,3x e 4x (VIGNAL; MILAN;
SANCRISTOBAL et al., 2002). Em vertebrados, uma provéavel explica-
cdo para este viés é a alta taxa espontanea de desaminacdo da 5-metil-
citosina (5mC) para timidina nos dinucleotideos CpG, levando a geracdo
de altos niveis de transi¢cdes C/T, bem como G/A na fita reversa, entre-
tanto, este mecanismo ndo explica o viés em eucariotos inferiores ja que
0s mesmos ndo apresentam este fendmeno (METZGAR; BYTOF;
WILLS, 2000).



Tabela 111.3 - Sitios polimérficos filogeneticamente significativos (parcimoniosos) encontrados no gene do spliced-leader (SL)

em Trypanosoma rangeli segundo o programa MEGA 4.0.
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Para avaliagdo da influéncia dos polimorfismos identificados na
estrutura do RNAm formado, as sequéncias foram submetidas a analise
para predicdo das suas estruturas secunddarias através do programa
MFOLD (ZUKER, 2003), que analisa a estrutura secundaria através da
minima energia livre. A sequéncia completa do mRNA do gene SL foi
submetida a andlise para predi¢do da estrutura secundéria e revelou dife-
rencas entre as cepas estudadas que podem ser atribuidas aos SNP iden-
tificados na regido do exon (10, 13, 21, 38, 43, 46 e 48) e do intron
(135), que sdo as regides transcritas. Como os SNP se encontram em
possiveis regibes promotoras da transcricdo e de ligacdo da RNA poli-
merase, estas alteracbes na estrutura secundéria podem ter implicacdes
na eficiéncia da transcricdo (Figura 111.7 e I11.8).

Na figura I11.9, pode ser observada na parte inferior do diagrama
a estrutura 6tima, enquanto as outras estruturas “sub-6timas” estdo re-
presentadas no triangulo superior. Os pontos na parte inferior indicam os
pareamentos entre os nucleotideos das respectivas posicdes mostradas
nos eixos X e Y. Ja a figura I11.10 apresenta as estruturas secundarias
mais provaveis, preditas pelo programa MFOLD, do RNAmM completo.

Figura I11.9 - Diagrama de energia de dobraduras 6timas e sub-Gtimas do mR-
NA das cepas Choachi (esquerda) e SC-58 (direia) do Trypanosoma rangeli
predito pelo programa MFOLD.
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G = 69.93 fintially 72.10] SC58

G = -71.80 finiialy -71.10] Choachi

Figura 111.10 - Representagdo esquematica predita pelo programa MFOLD para
a estrutura secundaria do RNAmdas cepas Choachi (esquerda) e SC-58 (direita)
de Trypanosoma rangeli. As setas indicama localizagdo dos polimorfismos
descritos na tabela I11.1.

Como comentado anteriormente, a maneira mais simples para a
identificacdo de SNP é através do sequenciamento direto dos produtos
de PCR obtidos de uma regido especifica localizada em cromossomaos
diferentes a partir de individuos diferentes. Entretanto, nem sempre é f&
cil distinguir picos duplos entre artefatos de sequenciamento e polimor-
fismos reais como observados em heterozigotos. Além disto, atualmen-
te, a maioria dos candidatos a SNP disponiveis nos bancos de dados fo-
ram identificados utilizando diferentes abordagens baseadas na compa-
racdo de sequéncias obtidas de fragmentos clonados. Estes fragmentos
também geram sequéncias diploides, sé que nestes casos, qualquer pico
duplo em um eletroferograma é considerado um artefato (VIGNAL;
MILAN; SANCRISTOBAL et al., 2002).

Entdo qual a melhor maneira de identificar SNP em um organis-
mo no qual ndo é possivel a separacdo cromossdmica, e a definicdo de
individuo se confunde com a de cepa ou isolado? Assim como é o caso
deste estudo, muitos outros trabalhos que relatam a identificagdo de SNP
em microrganismos o fazem por comparacdo de sequéncias de diferen-
tes isolados ou cepas, baseados na qualidade do sequenciamento da base



112

em questdo. Entretanto, os dados gerados parecem revelar outra aborda-
gem.

Na montagem das sequéncias pelo pacote Phred/Phrap/Consed,
11 das 19 cepas estudadas apresentaram mais de um contig com bases
de alta qualidade (Phred > 30) (Tabela I11.4). O contig utilizado no ali-
nhamento da figura 111.7 foi escolhido pelo maior nimero de reads que o
formaram, entretanto, os contigs alternativos podem estar revelando ge-
nes distintos, assim como o observado em espécies do género Leishma-
nia, onde foram encontrados dois genes SL distintos e funcionais (YU;
ORLANDO; STURM et al., 2002). Assim como descrito por Yu e cola-
boradores, os transcritos dos contigs alternativos séo idénticos ao origi-
nal, portanto podem coexistir e produzir spliced leaders funcionais. En-
tretanto, apresentam alguns polimorfismos (SNP na mesma cepa) que
impediram a formacdo de um contig Unico na montagem da sequéncia
(Tabela I11.4). Evidente que a presenca real destes SNP precisa ser expe-
rimentalmente comprovada através da genotipagem dos mesmos, 0 que
pode ser facilmente realizada através do desenho de iniciadores especi-
ficos e de uma PCR de alta estringéncia.

Os efeitos funcionais das diferengas na sequéncia do gene do SL
foram demostrados no nematddeo C. elegans, o qual possui maltiplos
loci para o gene do SL e gera pelo menos quatro spliced leader RNAs
(SL1 — SL4) (HUANG; HIRSH, 1989; ROSS; FREEDMAN; RUBIN,
1995). Entretanto, como a sequéncia do exon € idéntica, e os SNP foram
identificados em possiveis regides promotoras (posicao 43) ou na regido
intergénica, é possivel que os efeitos destes polimorfismos, se houve-
rem, se facam notar na regulacéo da transcricéo.

Como descrito por Aksoy e colaboradores (1992), o gene do SL
em T. rangeli esta organizado em repeticbes em tandem, assim como em
outros organismos da ordem Kinetoplastida. Entretanto, o gene ndo se
apresenta em arranjo Unico como erroneamente interpretado por Yu e
colaboradores (2002), mas sim em trés clusters de aproximadamente 75,
100 e 150Kb como demonstrado por PFGE (Pulsed Field Gel Electro-
phoresis) (AKSOY; SHAY; VILLANUEVA et al., 1992), portanto, es-
perado que um segundo, e até um terceiro distinto arranjo pudesse ser
encontrado no mesmo organismo.

Adivergéncia de cada arranjo de um ancestral comum pode ser o
cenério mais simplificado. Neste contexto, a analise de dois arranjos re-
lacionados em uma mesma cepa pode ajudar a elucidar os mecanismos
pelos quais as familias génicas repetidas em tandem e o genoma dos
protozoérios da ordem Kinetoplastida evoluiu.
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Outra possibilidade da origem dos dois arranjos é a troca genéti-
ca; entretanto, isto é pouco provavel, pois os loci do gene SL parecem
ser ndo-alélicos devido a falta de identidade entre as sequéncias a mon-
tante e a jusante dos arranjos descritos para Leishmania sp. (YU; OR-
LANDO; STURM et al., 2002). Este fato ndo pode ser comprovado nes-
te estudo, pois as sequéncias foram geradas sem o ancoramento dos ini-
ciadores nas sequéncias flanqueadoras.

Um terceiro cenario, onde o ancestral comum possui distintos e
funcionais genes SL deve ser considerado. Por analogia com os SL
RNA em C. elegans, os kinetoplastidas podem ter possuido maltiplos
genes SL com fungdes especializadas, os quais foram combinados com
0 tempo em um produto uniforme. Os contigs distintos podem represen-
tar uma visdo do estagio final deste processo, no qual os SL RNAs sdo
idénticos e o arranjo do promotor e das regides ndo-transcritas mais fa-
voraveis esta prevalecendo (YU; ORLANDO; STURM et al., 2002).

Tabela 111.4 — Contigs principal e alternativos de alta qualidade observados pa-
ra 0 gene do spliced leader (SL) em 11 cepas de T. rangeli, e SNP identificados
entre cada contig (destaque amarelo).

Tamanho O
Cepa do gene Contigs ds SNP
(pb) rea
43 204 220 320 451 457 530 547 719 736

] 953 Contigl 74 | A A T T c G cC G T T
Choachi 923 Contgz 23 |A A ¢ & ¢ G T A T T
D3493 946 Cont!gl 76 A A T G C G C G T T
929 Contig2 30 A C T T C C} C G T T
HBGS 945 Contigl 52 | A A T T c G C G T T
923 Contig2 31 A C T T C G C G T T
936 Contigl 76 | A A T T G G C G T T
H14 927 Contig2 68 A A T T G G T A T T
931 Contig3 16 | C A T G c c T A T T
Ho 947 Contigl 94 A A 17} G C] G C G T T
920 Contig2 22 C A C} 17} G G C G T T
Macias 945 Contigl 78 A A 17} T C G C G T T
928 Contig2 24 A A C T C G 17} G T T
Palma-2 933 Cont!gl 77 A C] T G C G C G T T
930 Contig2 39 © A T T C G C G T T
san 935 Contigl 38 A C] C T C G C G T T
Agqustin 935 Contig2 23 A A 1T} T C G C G T T
g 931 Contig3 17 (€] A C T C G C G T T
909 Contigl 80 A A T T C G C G C C
c23 919 Contig2 46 | A A T T cC G cC G T T
895 Contig3 33 A A T T C G C G C C
906 Contigl 74 | A A T T c G C G T T
TRE 978 Contig2 45 A A T T C G C G T T
893 Contig3 20 A A T T C G C G T T
5048 904 Contigl 48 A A T T C G C G T T
901 Contig2 48 | A A T T cC G cC G T T
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111.4.2.2 Regi&o intergénica do gene da histona H2A

A amplificacdo da regido intergénica do gene da histona H2A
(H2A-RI) em cepas do T. rangeli produziram produtos de 402 a 420pb
(Tabela 111.5). Todas as sequéncias obtidas apresentaram alta qualidade
(Phred>90) e revelaram um discreto polimorfismo de tamanho entre as
cepas estudadas, variando de 402pb na cepa 5048, TRE e C23 a 420pb
na cepa H9. Comparativamente com outras espécies relacionadas, as se-
quéncias em T. rangeli sdo maiores do que as de T. cruzi, as quais tém
entre 369 e 375pb em média, mas menores do que as de T. brucei
(458pb).

A andlise comparativa das sequéncias revelou a ocorréncia de
muitos SNP e também de duas regides de maior variabilidade entre as
cepas de T. rangeli que ndo foram observadas em T. cruzi. A primeira
regido, localizada entre os nucleotidios 208 e 235, contém um variavel
nimero de timinas (6-12) e guaninas (2-15), sendo o principal determi-
nante do polimorfismo de tamanho observado. A segunda regido, locali-
zada apds as posicdes 332-346, ¢é caracterizada por um variavel nimero
de timinas (4-15). Além destas regides, a figura II1.6 também mostra a
regido para o hipotético stem-loop do RNA da histona H2A, o qual é
responsavel pela alta estabilidade do RNAm da histona na fase S (DA-
VILA LOPEZ; SAMUELSSON, 2008; DOMINSKI; MARZLUFF,
2007) do ciclo celular, e é também distinto para ambas as espécies de
tripanossomas. Adicionalmente, um elemento Gnico rico em AU (ARE —
A rich element), o qual esta envolvido no turnover do RNAm (D'ORSO;
FRASCH, 2002; VASUDEVAN; STEITZ, 2007), é encontrado exclusi-
vamente nas sequéncias do T. rangeli (Figura I11.6). Uma substituicio
(C/T) na posicdo 418 observada entre as cepas KP1- revelou ser o Unico
sitio informativo (parsimonioso) das sequéncias estudadas. Eventos de
indel nas posigdes 43, 215-216, 336-338 e 365-366, assim como substi-
tuicGes nas posicbes 173, 225, 337 e 397 permitiram a distingdo de ce-
pas KP1- isoladas no sul do Brasil (SC-58, SC-61, SC-75 e SC-76) da-
quelas isoladas na Colémbia (C23, TRE e 5048) (Tabela 111.5).

Andlises comparativas interespecificas usando as sequéncias da
H2A-RI de T. rangeli e de T. cruzi revelaram 45 SNP, 25 repeticGes de
microssatélites presentes exclusivamente no T. cruzi, e trés maiores e-
ventos de indel nas posicOes 149-156, 209-234 e 338-347. Além disto,
uma ampla analise das sequéncias H2 A-RI, comparando espécies ameri-
canas e africanas de tripanossomas, mostrou um aumento no nimero de
SNP (54) e muitas repeticbes de microssatélites (15), assim como even-
tos de indel (11), os quais contribuiram para a diferenciagdo entre as es-
pécies (Figura 111.11).
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Tabela 1115 — Sitios polimdrficos encontrados nas sequéncias da regido inter-
génica do gene da histona H2A (H2A-RI) nas cepas de Trypanosoma rangeli.

Posicoes variaveis representativas

Tamanho
Cepas  dogene 43* 173+ féf 225+ g:g* ggg* 377+ 397# 418+ Genbank
(bp)

H14 420 A T T G T - T C T EU311631
H8GS 415 A T G G T - T c T EU311616
HY 415 A T T G L T c T EU311617
B450 415 A T T L T c T EU311622
San

Agustin 411 A T T G L T c T EU311618
Choachi 412 A T T L T c T EU311623
D3493 412 A T T G L T c T EU311620
Palma-2 414 A T T G L T c T EU311619
R1625 413 A T T G L T c T EU311621
c23 402 - T T G T 6T C c c EU311625
TRE 402 - T T G T 6T C c c EU311626
5048 402 - T T G TTT 6T C c c EU311624
sc-58 411 A c - A - T G c EU311627
sc-61 411 A c - A - T G c EU311628
Sc-75 415 A c - A - T G c EU311629
SC-76 412 A C - A - T G C EU311630

(-) Gaps, (*) Indel, (+) transicdes, (#) transversdes

Figura l11.11 — Alinhamento comparativo das sequéncias da regido intergénica

do gene da histona H2A (H2A-RI) de cepas de Trypanosoma rangeli (Tr), Try-

panosoma cruzi (Tc) e de Trypanosoma brucei (Tb) pelo programa Clustal W.

Nucleotideos idénticos estdo identificados pelos pontos, os hifens (tragos) indi-

cameventos de insergdo/delecdo. O stem-loop (67-86) e 0s motivos ARE (135-
143) estdo com duplo sublinhado. Os sitios polimorficos entre as cepas KP1-

colombianas e brasileiras, assim como entre todas as cepas de T. rangeli KP1+e

KP1- estéo indicados dentro de caixas.
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111.4.3 Identificacdo de SNP a partir de bibliotecas transcriptémi-
cas

A identificacdo e a posterior genotipagem de SNP em regibes co-
dificantes pode fornecer informagdes valiosas a respeito da conservagdo
génica, além disto, mutagdes pontuais em regides promotoras ou regula-
doras da traducéo podem ter um grande impacto biolégico no rol de pro-
teinas expressas (CARGILL; ALTSHULER; IRELAND et al., 1999).
Assim, a andlise in silico de SNP em bibliotecas transcriptdmicas pode
ser uma ferramenta valiosa para identificacdo de um painel de candida-
tos a marcadores que podem ser prontamente validados e utilizados em
ensaios de genotipagem para inferéncias filogenéticas ou estudos de as-
sociacdo de fenotipos.

Para evidenciar esta importancia, uma analise piloto foi realizada
com todas as sequéncias geradas pelo projeto transcriptoma do T. range-
li através da plataforma Stingray.

Dos 4.208 clusters analisados, 106 respeitaram os critérios esta-
belecidos de serem formados por no minimo quatro reads e de apresen-
tarem qualidade da base com valor de Phred>30. Dentre os clusters com
anotacdo, foi selecionado um contig (Cédigo Stingray -
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TREG201001C04.b) que contém quase a sequéncia completa do gene
da malato desidrogenase (mdh), inclusive o dominio conservado LDH-
MDH, para uma analise preliminar de candidatos a marcadores SNP.
Este contig é formado por 17 sequéncias originarias de ambas as formas
e cepas do parasito sendo, portanto, bem representativo da espécie.
Também para aumentar a representatividade dos dados, foram analisa-
dos somente SNP ndo sindnimos, ou seja, que causam alteracdes na se-
guéncia aminoacidica da proteina gerada. Todas as sequéncias foram
traduzidas e, juntamente com as sequéncias dos genes ortélogos de T.
cruzi (XP_819104, XM_804117) e T. brucei (XM_817416) disponiveis
no GenBank, foram submetidas ao alinhamento pelo programa Clustal
w.

Analisando a variacdo intraespecifica (somente entre os reads de
T. rangeli), foram encontradas trés substituicbes significativas, todas
transicBes (Figura 111.7):

- SNP 1 —é uma substituicdo ndo conservativa de G/A na posi¢do
69 da figura. Na proteina 0 aminoacido é alterado de aspartato (&cido)
para glicina (neutro);

- SNP 2 — é uma substituicdo conservativa de T/C na posigdo 77
da figura. Na proteina muda de valina (neutra) para alanina (neutro);

- SNP 3 — é uma substituicdo neutra de G/A na posicdo 89 da fi-
gura. Na proteina muda de lisina (basico) para arginina (basico).

A analise interespecifica aponta 11 SNP exclusivos entre T. ran-
geli e T. brucei, enquanto somente dois foram observados entre T. ran-
geli e T. cruzi, reforcando a proximidade filogenética destes dois taxons.
Outros dois SNP foram considerados espécie-especificos, e consistem
dos aminoacidos asparagina, serina e histidina na posicéo 71, e leucina,
valina e isoleucina na posicéo 81 (Figura 111.12).

Este painel de SNP identificados pode ser utilizado como base
para o desenho de iniciadores que seriam utilizados na genotipagem in-
tra- ou inter-especifica. Da mesma maneira como apresentado aqui, ou-
tros genes podem avaliados in silico e a significancia dos SNP identif i-
cados avaliada in vivo.
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Figura I11.12 - Alinhamento da porgdo do dominio conservado LDH-MDH dos reads que formam a sequéncia da protein ma-
lato desidrogenase de Trypanosoma rangeli e das sequéncias disponiveis de T. cruzi (Tc) e T. brucei (Tb).
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IT1.5 Conclusdes

- O gene do spliced leader e a regido intergénica do gene da his-
tona H2A foram amplificados e sequenciados com sucesso na maioria
das cepas de T. rangeli utilizadas no estudo;

- Aocorréncia de SNP nestes genes foi avaliada e confirmada;

- As bibliotecas geradas pelo projeto Transcriptoma do T. rangeli
se mostraram uma fonte variada e representativa para a identificacdo in
silico de um painel de SNP candidatos a marcadores genéticos.

Os resultados da andlise da regido intergénica do gene da histona
H2A foram publicados na forma do artigo: PUERTA, C. J.; SINCERO,
T. C; STOCO, P. H.; CUERVO, C.; GRISARD, E. C. Comparative
analysis of Trypanosoma rangeli histone H2A gene intergenic region
with distinct intraspecific lineage markers. Vector Borne Zoonotic
Dis, v.9, n.5, p.449-56, Oct. 20009.

III.6Perspectivas
Na continuidade do trabalho, os SNP aqui identificados podem
ser utilizados na genotipagem destes loci através do desenho de inicia-
dores especificos e de uma PCR de alta estringéncia.



CAPITULO IV
Implicacdes do estudo de microssatélites e SNP na estrutura populacio-
nal do T. rangeli

"Existem muitas RipSteses em ciéncia que estdo erradas. Isso ¢ perfeitamente acei-
tdvel, eles sio a abertura para achar as que estdo certas.”
CarlSagan
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IV.1Revisao bibliografica

Neste capitulo serdo considerados os fundamentos para estudos
de genética de populacdes e as aplicacdes para analises em parasitolog i-
a.
1V.1.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

O principio de Hardy-Weinberg é usado para descrever o contel-
do genético de populacdes diploides em termos de frequéncias alélicas
(HEDRICK, 2005). O modelo foi originalmente desenhado para predi-
zer a proporcdo de dois alelos em uma populacdo ap6s uma geracéo de
acasalamento randémico. Entretanto, muitos loci genéticos tendem a se-
gregar para alelos mdltiplos na populagdo. O principio de Hardy-
Weinberg pode ser estendido para levar este fato em consideragéo, onde
a frequéncia de qualquer alelo em uma populacdo pode ser derivada da
soma das frequéncias dos homozigotos e metade da frequéncia dos hete-
rozigotos em que este alelo esta presente. Esta extensdo pode ser usada
para calcular a heterozigosidade esperada (Hg) de um Unico locus em
uma populacdo que se apresenta em equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) através da formula He = 1 — X, Pi%, onde, a frequéncia espera-
da de heterozigotos (Hg) é calculada a partir da soma da frequéncia es-
perada de homozigotos (Pi%) subtraida da frequéncia total de alelos na
populagéo (=1).

Este principio assume Varios pressupostos, muitos dos quais se
mostram improvaveis e irreais sobre a populagdo em estudo, principal-
mente a auséncia de reproducdo sexuada com acasalamento randémico
(panmixia) (FREELAND, 2005). Desvios destes pressupostos afetam a
heterozigosidade observada (Ho), a qual pode ser definida como o nu-
mero de heterozigotos por locus em uma amostra de uma populagéo re-
al.

A He é um conceito relacionado a diversidade génica, definida
por Nei (NEI, 1973) como a probabilidade de escolher ao acaso em um
locus, dois alelos nfo idénticos em uma populagdo. E uma medida sim-
ples que representa a propor¢do de individuos heterozigotos em um da-
do locus sobre o nimero total de individuos. Em uma populacdo em
HWE, a probabilidade de escolher dois diferentes alelos ao acaso em
uma populagdo em um Unico locus se relaciona diretamente com o nu-
mero de heterozigotos nesta populagdo. Uma populagdo que ndo estad em
HWE pode tanto apresentar um excesso quanto um déficit de heterozi-
gosidade observada (Ho) (FREELAND, 2005; HEDRICK, 2005).

Varios fendmenos em genética de populacdes podem ser devidos
a diferencas significativas entre as heterozigosidades observadas e espe-
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radas. Excesso de heterozigosidade pode ser resultado de uma selecédo
favoravel de heterozigotos, ectocruzamentos e paralogia (duplicagdo gé-
nica). Ja a caréncia de heterozigotos pode ocorrer através da selecdo ne-
gativa de heterozigotos, endocruzamentos ou alelos nulos (alelos néo i-
dentificados na genotipagem devido a mutacdo no sitio de ligacdo dos
iniciadores) (HEDRICK, 2005).

1V.1.2 Desequilibrio de ligacdo, recombinacéo e indice de associa-

cdo

Considerando o HWE, a associacao entre os alelos de dois genes
(loci) localizados em cromossomos diferentes dentro de uma populacao
deveria ser inteiramente randomica, ou, em “equilibrio de ligagdo”. Se
ha um desvio deste equilibrio e dois genes (loci) estdo ligados, fisica-
mente ou de outra maneira, diz-se que estdo em desequilibrio de ligacao
(DL). Para populagdes em que existem dados disponiveis da fase gamé-
tica (haplotipos), o DL pode ser calculado em termos de associagdo ran-
dbémica entre alelos de dois diferentes loci (D). Onde houver uma mes-
ma proporcdo de haplétipos, D é igual a zero e, portanto, os loci estdo
em equilibrio de ligacdo; entretanto, se D é significativamente maior ou
menor que zero ha um grau de desequilibrio de ligacdo. Ja em popula-
¢Oes onde existem dados multialélicos, para os quais ndo ha informacoes
de haplotipos, pode ser derivada uma segunda medida da ligacdo, o “in-
dice de associagdo” (In), 0 qual pode ser calculado a partir da compara-
cdo de valores de variancia observados (Vo) e esperados (Ve) na dife-
renca média no numero de alelos entre dois individuos dentro de uma
populagdo. A Ve pode ser calculada assumindo que todos os alelos séo
independentes um do outro (equilibrio de ligagdo), se 0 nimero de loci e
de individuos sdo conhecidos. O valor encontrado pode ser comparado
com a Vo, a qual é derivada dos dados per se. Novamente, se todos os
loci estdo associados randomicamente, entdo o | seria igual a zero. Va-
riagdes significativas deste valor sugerem que a populagdo néo é verda-
deiramente panmitica e que existem algumas ligacBes entre os loci
(HEDRICK, 2005; PAGE; HOLMES, 1998).

O fendbmeno de desequilibrio de ligacdo é o esperado para um or-
ganismo com replicacdo verdadeiramente clonal, onde a recombinacéo e
a meiose ndo agem para romper associagdes entre alelos. N&o obstante,
alguns fendmenos genéticos foram observados na geracdo de ligacao, e
devem ser levados em consideragdo antes da recombinacdo ser excluida.
Primeiramente, deve-se considerar o fenémeno de deriva genética, onde
um alelo pode desaparecer, aumentar de frequéncia ou até se fixar ao
acaso em uma populacio. E um efeito que pode ser drastico em popula-
¢cOes pequenas e insignificante em populacdes maiores. Entretanto, é
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pouco provavel o efeito da deriva genética em populacGes clonais, agin-
do para gerar associacBes alélicas ndo randémicas. Segundo, pode ocor-
rer a selecdo de grupos de ligacdo alélica, os quais mostram vantagens
epistaticas, aumentando o DL global com a populagdo, mesmo se hou-
ver capacidade para troca genética. Finalmente, a subdivisdo da popula-
¢ao pode levar a uma superestimacdo do DL. Se as amostras forem sele-
cionadas de duas ou mais subpopulacdes bioldgica, ecolégica ou geo-
graficamente separadas, o repertorio alélico entre cada subpopulagio se-
ra distinto, mesmo se ocorrer recombinacdo. Entdo, associacdes ndo
randdémicas de alelos sdo identificadas entre alguns individuos na amos-
tra populacional global, a qual neste caso representa uma subpopulagéo,
mas sdo erroneamente construidas com clones circulantes (LLEWEL-
LYN, 2008).
1V.1.3 Subestrutura populacional, fluxo génico e F-estatistica
PopulagGes naturais sdo raramente uniformes na sua distribui¢éo
e conteldo genético. A maioria das populacfes é dividida em uma gama
de fatores geograficos, ecolégicos e comportamentais, em subpopula-
¢Oes, e o nivel de conectividade entre estas subpopulacdes, nomeado de
“fluxo génico”, é de grande interesse. O fluxo génico (migragdo) é a
transferéncia de genes de uma (sub)populacdo para outra, e fornece ou-
tros mecanismos, além da mutac8o, pelos quais novas variagdes genéti-
cas podem entrar em uma (sub)populacdo. Ele age homogeneizando as
frequéncias génicas e inibe a divergéncia e a especiacdo entre as subpo-
pulagbes, enquanto aumenta a heterozigosidade global dentro da mesma
(FREELAND, 2005; HEDRICK, 2005; PAGE; HOLMES, 1998).
Sewall Wright (1952) foi o primeiro a propor que o fluxo génico
e a subestrutura de uma populagdo poderiam ser estimados a partir de
dados genéticos através da particdo hierarquica da variacdo genética ob-
servada usando a F-estatistica. Esta técnica foi posteriormente estendida
por Masatoshi Nei para incorporar multiplos loci baseados na heterozi-
gosidade esperada. Trés testes estatisticos sdo tipicamente derivados: o
Fst, 0 qual prové uma estimativa da subdivisdo populacional, da qual o
nivel de fluxo génico entre as populacbes pode ser estimado; o Fs, 0
qual fornece uma estimativa do nivel de endocruzamento entre cada
subpopulacdo e o Fr, 0 qual prové uma medida de ambas: subdivisdo
populacional e endocruzamento. As trés medidas sdo calculadas a partir
da média das heterozigosidades observadas e esperadas, dentro de uma
subpopulacéo para todos os loci, e esperadas para todas as populacoes e
todos os loci (FREELAND, 2005; HEDRICK, 2005; PAGE; HOLMES,
1998).
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IV.1.4 Medidas de distancia

A distancia genética entre pares (Pairwise Genetic Distance) para
amostras individuais dentro de um conjunto de dados tem a vantagem de
permitir a construcdo de uma arvore filogenética a partir de diferentes
tipos de dados (microssatélites ou sequéncias de DNA). A desvantagem
deste tipo de inferéncia € que as hipdteses devem ser feitas considerando
0 modo de evolucédo dos diferentes marcadores genéticos, portanto, de-
pendem fortemente do tipo de marcador genético empregado (LLE-
WELLYN, 2008).

Dois modelos extremos foram propostos para explicar a evolugdo
dos microssatélites: o primeiro, chamado de Modelo dos Alelos Infinitos
(1AM — Infinite Allele Model), considera somente a diferenga absoluta
de tamanho dos alelos, ndo assumindo qualquer mecanismo explicativo;
0 segundo, chamado de Modelo Stepwise Mutation (SMM — Stepwise
Mutation Model), assume uma adi¢do ou subtracdo de unidades de repe-
ticdo acumuladas uma a uma. Entretanto, ambos os modelos assumem
que os loci de microssatélites sdo estritamente neutros, ou seja, ndo su-
jeitos a pressdo de selecdo. A principal vantagem do SMM & que ele as-
sume um aumento ou diminuicdo linear do nimero de repeticdes com o
tempo, permitindo a estimativa do tempo de divergéncia entre os gru-
pos. Entretanto, evidéncias empiricas sugerem que as mutacdes em loci
de microssatélites nem sempre sdo acumuladas de forma linear, uma a
uma, levando a desvios deste pressuposto (GOLDSTEIN; POLLOCK,
1997; KIMURA; CROW, 1964).

Dentro de cada modelo um nimero de medidas foi desenvolvido
para derivar distancias genéticas a partir de dados de tamanho de alelos
de microssatélites (GOLDSTEIN; POLLOCK, 1997; TAKEZAKI; NEI,
1996). De maneira geral, as medidas que consideram o modelo dos ale-
los infinitos (1AM), como as distancias de Nei, sdo melhores do que as
medidas do modelo stepwise mutation (SMM) para recuperar as topolo-
gias verdadeiras das arvores filogenéticas geradas. As medidas do SMM
tendem a superestimar a distancia genética com o tempo em conjunto de
dados com muitos heterozigotos; entretanto, podem ser Uteis para esti-
mar o tempo de divergéncia entre taxons relacionados.

Um grande nimero de diferentes modelos foi proposto para esti-
mar medidas de distancia genética em dados derivados de sequéncias de
DNA (PAGE; HOLMES, 1998), entretanto, todos compartilham o
mesmo objetivo em termos gerais: determinar o verdadeiro nimero de
substituicdes nucleotidicas significativas entre as sequéncias. Além dis-
to, estes modelos também levam em consideracdo que as alteracoes de
bases ndo ocorrem na mesma probabilidade. Transi¢des sdo mais fre-
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guentes que transversdes, assim como, em regifes codificantes, muta-
¢Oes sindnimas (que ndo alteram o aminoacido traduzido) sdo mais fre-
quentes que mutacdes ndo sindnimas (LLEWELLYN, 2008).

IV.1.5 Modelos de genética de populacdesem parasitologia

O advento de técnicas de genotipagem multilocus e a associacdo
de métodos analiticos melhoraram consideravelmente a compreenséo da
genética de populacdes em parasitas, permitindo a formacdo de modelos
gerais de estrutura populacional, aplicaveis a uma gama de organismos,
incluindo bactérias, fungos e protozoarios (HEITMAN, 2006; SMITH,;
SMITH; O'ROURKE et al., 1993). A estrutura populacional de micror-
ganismos patogénicos tem sido tradicionalmente classificada como
panmitica (resultado de cruzamentos livres ao acaso) ou em clonal (re-
sultado de reproducdo assexuada como por fissdo binéria) (TIBA-
YRENC; AYALA, 1991; TIBAYRENC; KJELLBERG; AYALA,
1990). Baseado em estudos de genética de populacfes de bactérias pato-
génicas, é cada vez mais evidente que organismos patogénicos atual-
mente apresentam um amplo espectro de estruturas genéticas populacio-
nais entre a clonalidade e a panmixia (SPRATT; HANAGE; FEIL,
2001) (Figura 1V.1).

Ha evidéncias substanciais que sugerem que muitos protozoarios,
incluindo T. Gondii, T. brucei, Leishmania sp, T. cruzi e P. falciparum
estejam sujeitos a reproduco clonal, em muitos casos limitados a certas
associacfes populacionais com diferentes hospedeiros e/ou regides geo-
gréficas (TIBAYRENC; AYALA, 2002). Entretanto, em todos 0s casos,
evidéncias de uma antiga ou remanescente capacidade de troca genética
tém sido demonstradas (HEITMAN, 2006). A explicacdo evolucionéria
para esta observacdo ndo é clara. Em T. Gondii, cepas isoladas de hu-
manos sdo subdivididos em trés linhagens clonais epidémicas, cuja ori-
gem parece corresponder a um gatilno na estratégia de transmissao para
uma rota de infeccdo oral (AJZENBERG; BANULS; TIBAYRENC et
al., 2002). Além disso, a falta de desequilibrio de ligacdo (DL) entre al-
guns loci em populagdes brasileiras sugere que teve lugar algum grau de
recombinacdo. Entretanto, o DL observado entre alguns loci ndo ligados
fisicamente na mesma populacéo sugere que podem ter ocorrido efeitos
secundarios, possivelmente interacOes interlocus com caracteristicas e-
pistaticas (LEHMANN; GRAHAM; DAHL et al., 2004).
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Figura IV.1 — Modelos genéticos populacionais para microrganismos patogéni-

cos. a) a evolucdo é exclusivamente clonal e um forte desequilibrio de ligag&o é

observado entre os loci. b) altos niveis de recombinagéo ocorreme a populagéo
é quase exclusivamente panmitica. Algumas diferencas populacionais séo ob-
servadas na frequéncia alélica como resultado do gene fluxo restrito devido a

barreiras biolégicas, ecologicas ou geograficas. ¢) populacéo é geralmente pan-
mitica, exceto pela emergéncia de clones epidémicos ocasionais que mostram

forte desequilibrio de ligagéo. d) multiplos clones epidémicos emergem de uma
populacdo a partir de uma populagdo panmitica em diferentes loci endémicos

(MACLEOD; TAIT; TURNER, 2001).

A clonalidade epidémica também foi observada em T. brucei (Fi-
gura V.1, diagrama c), e enquanto este fato pode representar perda de
variagdo genética, a epistasia observada em T. gondii acentua a possibi-
lidade de que o hospedeiro ou nicho ecoldgico podem selecionar cepas
particularmente virulentas (MACLEOD; TWEEDIE; WELBURN et al.,
2000). Ao invés de permitir o avango do emergente e vantajoso genoétipo
para uma caracteristica especifica, a recombinacdo nestas populacoes
pode bloquear vantagens de combinacdes alélicas que correspondem a
infectividade ou viruléncia. Entdo, apesar da reproducdo sexuada nestes
organismos desempenhar um papel importante na geracdo de novos ge-
notipos para explorar diferentes hospedeiros ou nichos, posteriormente
se torna grandemente redundante. Estes achados fornecem um convin-
cente modelo para a evolucdo do T. cruzi, onde um pequeno numero de
eventos sexuais ou parasexuais ddo lugar a um limitado nimero de li-
nhagens predominantemente clonais associadas com distintos nichos e
colégicos. Entretanto, alguns aspectos da genética de populagdes do T.
cruzi estdo em desacordo com a clonalidade em longo prazo, mesmo em
populagdes onde é observado um DL generalizado. Mais importante, um
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grande nimero de estudos recentes tem identificado excesso de homozi-
gosidade como caracteristica; assim, uma interpretacdo mendeliana pa-
dréo desta observacdo, como o endocruzamento, ndo pode ser aplicada
(MACHADO; EGER-MANGRICH; ROSA et al., 2001; OLIVEIRA,
BROUDE; MACEDO et al., 1998; OLIVEIRA; MELO; MACEDO et
al., 1999). Além disto, observacdes de outras espécies sugerem que or-
ganismos dipléides que exibem clonalidade em longo prazo deveriam
demonstrar excesso de heterozigosidade (efeito Meselson), ja que cdpias
de genes dentro do mesmo organismo divergem irreversivelmente na
auséncia de troca genética (BALLOUX; LEHMANN; DE MEEUS,
2003; MARK WELCH; MESELSON, 2000). Este, aparentemente, ndo
é 0 caso do T. cruzi, nem do T. rangeli (conforme discutido no item
IV.4). Recentes estudos em larga escala, utilizando microssatélites na
genotipagem de espécies dos complexos L. tropica e L. donovani, de-
mostraram que estes organismos também apresentam excesso de homo-
zigosidade na maioria das populacdes estudadas (KUHLS; KEILONAT;
OCHSENREITHER et al., 2007; SCHWENKENBECHER; WIRTH,;
SCHNUR et al., 2006). Talvez estes dados fornecam evidéncias circuns-
tanciais que alguns processos genéticos, tanto mit6ticos ou sexuais, po-
dem ocorrer a uma frequéncia suficiente em populacdes naturais de to-
das as trés espécies para gerar desvio do efeito Meselson. Potencialmen-
te, poderia ser previsto um processo adicional mit6tico mais disperso a-
Iém da conversdo génica. Birky (BIRKY, 1996) prop6s que eventos de
duplicacdo cromossdmica seriada, seguido por perda cromossémica, po-
deriam resultar em perda da heterozigosidade observada em organismos
clonais.

Apesar das ferramentas disponiveis ndo serem totalmente ade-
quadas para a analise da estrutura populacional de parasitos, este capitu-
lo pretende discutir os resultados obtidos até entdo a luz dos conheci-
mentos atuais.

IV.20Objetivos especificos
- Discutir as implicacdes dos dados gerados nas analises de mi-
crossatélites (Capitulo 11) e SNP (Capitulo I11) no estudo da estrutura
populacional do T. rangeli.
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IV.3 Materiais e Métodos
1V.3.1 Estimativa de par@metros populacionais

Além do teste para o equilibrio de Hardy Weinberg e das hetero-
zigosidades observadas e esperadas, os quais foram apresentados e dis-
cutidos no capitulo Il (item 11.4.5), outros par@metros populacionais para
os dados gerados com marcadores microssatélites foram calculados uti-
lizando os programas GENEPOP (http://genepop.curtin.edu.au/)
(RAYMOND; ROUSSET, 1995) e  ARLEQUIN v3.1
(http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/) (EXCOFFIER; LAVAL;
SCHNEIDER, 2005) e como segue:

- Coeficiente de endocruzamento (F,s) como medida de endocru-
zamento de individuos dentro de uma subpopulagdo que se desvia do
modelo de panmixia;

- Nivel de subdivisdo populacional (Fs7);

- Analise de variancia molecular (AMOVA) para testar se a sub-
divisdo na populacdo pode explicar a variancia dos dados.

0] programa STRUCTURE v2.3.1
(http://pritch.bsd.uchicago.edu/structure.html) (PRITCHARD; STE-
PHENS; DONNELLY, 2000) também foi utilizado para definir o pro-
vavel numero de subpopulacBes presente no conjunto de dados na au-
séncia de qualquer informagéo prévia de origem geogréafica ou subdiv i-
sdes genéticas.
1V.3.2 Inferéncias filogenéticas

Para a anélise dos dados gerados com marcadores microssatélites,
foi assumido o modelo Stepwise Mutation (SMM), e usado como medi-
da da disténcia genética entre duas cepas quaisquer, 0 nimero minimo
de passos mutacionais necessarios para transformar uma cepa em outra.
As analises foram realizadas utilizando-se programas para andlise de ca-
racteres discretos do pacote Phylip versdo 3.69 (FELSENSTEIN, 2005).
Inicialmente, os genotipos multilocus de microssatélites foram trans-
formados em caracteres bindrios utilizando o programa FACTOR. Os
dados gerados foram coletados e usados no programa MIX no qual a re-
lagdo evolucionéria foi estimada baseada no método de parcimonia de
Wagner. A significancia dos ramos da rede de Wagner obtida foi feita
por bootstraping através do programa SEQBOOT (1.000 bootstraps). O
célculo de bootstrap para arvores filogenéticas fornece um parametro
gue reflete a robustez da analise filogenética produzida. Em termos pra-
ticos, quanto maior 0 nimero de vezes que um dado ramo é observado
em 1.000 arvores construidas, maior a robustez daquele ramo (e da arvo-
re) e menor a probabilidade daquela situacéo ocorrer ao acaso.
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Ja as andlises filogenéticas dos dados gerados a partir da identifi-
cacdo de SNP foram realizadas através da comparacao das sequéncias
pelos métodos de Bootstrapped de Maxima Parciménia (1.000 replica-
tas) e de Neighbour-joining (1.000 replicatas) utilizando o software
MEGA, version 4.0 (www.megasoftware.net) (TAMURA; DUDLEY;
NEI et al., 2007).

IV.4 Resultados e Discusséo
IV.4.1 Implicacdes da anélise de microssatélites do estudo da estru-
tura populacional do T. rangeli

Vérios pardmetros populacionais foram calculados para acessar
as caracteristicas genéticas das cepas de T. rangeli estudadas. Quando
solicitado pelos programas de analise, duas populagdes foram definidas:
KP1+ e KP1-. Isto porque, por enquanto, a classificagdo das cepas de T.
rangeli de acordo com o tipo de mini-circulo de KDNA ¢ a Gnica bem
estabelecida e aceita (VALLEJO; GUHL; CARRANZA et al., 2003;
VALLEJO; MACEDOQ; CHIARI et al., 1994). As analises foram reali-
zadas para todos os 18 loci validados no capitulo 11.

O calculo do equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) e as heterozi-
gosidades observadas e esperadas ja foram discutidas no item 11.4.5.
Como esperado para populagfes de origem clonal, as amostras ndo se
encontram em HWE, apresentando baixos niveis de heterozigosidade.
Na verdade, o teste exato para 0 HWE ndo ¢é o adequado para este tipo
de organismo (estrutura predominantemente clonal), ja que a reproducéo
sexuada com acasalamento randémico (panmixia) ndo ocorre (FREE-
LAND, 2005).

A baixa heterozigosidade também influencia outros parametros
como o coeficiente de endocruzamento (Fis). O Fs foi calculado para
cada populacdo como medida do endocruzamento de individuos dentro
de uma subpopulacdo que produz desvios do modelo de panmixia como
resultado de gendtipos ndo randdmicos. Os valores de Fs tipicamente
variam entre -1 (onde todos os loci séo heterozigotos), 0 (onde os alelos
séo randomicamente distribuidos entre os individuos, ou seja, em equili-
brio de Hardy Weinberg) e +1 (onde todos os loci sdo homozigotos)
(DE MEEUS; LEHMANN; BALLOUX, 2006). Para os loci estudados,
dentro das duas populagdes, os valores de Fis foram de +1, corroborando
com o elevado grau de homozigosidade encontrado entre as amostras.

Outra caracteristica de populagdes que ndo estdo em HWE é o
desequilibrio de ligacdo entre os pares de alelos, ou seja, 0S mesmos nao
estdo distribuidos ao acaso e apresentam algum tipo de ligacdo. No caso
dos loci estudados, em ambas as populagBes foram encontradas altas
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porcentagens de loci com desequilibrio positivo (Tabela 1V.1); entretan-
to, entre as populagbes, uma grande diferenca foi observada. Para a po-
pulacdo de amostras KP1-, 82% dos loci estdo em desequilibrio de liga-
cdo, enquanto que na populagdo KP1+ somente 48%. Novamente estes
valores sdo reflexo da maior homozigosidade observada entre as cepas
KP1- (0,2321) em relacdo as KP1+ (0,2874), mas principalmente do
menor nimero de loci polimérficos em cada populacdo (10 para cepas
KP1+ e somente 3 para cepas KP1-). A estrutura de uma populacédo, a
qual varia de acordo com a espécie estudada, provavelmente tera influ-
éncia no nimero de marcadores a serem utilizados para a resolucdo do
problema, mas neste caso, tdo poucos quanto trés marcadores microssa-
télites hipervariaveis foram suficientes para distinguir as populagdes
KP1+ e KP1- (TR_Di-04, TR_Di-07, TR_Di-09).

O nivel de subdivisdo populacional foi estimado através do Fst
entre os pares populacionais, e representa a proporcéo de variagdo en-
contrada pela subdivisdo entre duas populacfes pela comparagdo com o
nivel total de variagdo nas populagdes. O Fsy, fornece valores entre 0 (se
ndo ha subdivisdes) e 1 (se houver uma subdivisao total). Na pratica, va-
lores extremos (0 ou 1) nunca séo obtidos. Porter (1990) sugere um guia
geral para interpretacdo do Fst na natureza, onde Fsy < 0,2 indica subdi-
visdo populacional negligenciavel, 0,2 < Fsr < 0,3 indica subdivisdo
moderada e valores de Fsr > 0,3 sdo indicativos de isolamento efetivo
(pouco ou nenhum fluxo génico). Entretanto, deve-se considerar que o
Fst ndo considera qualquer hipétese sobre o0 mecanismo de mutacdo ge-
nética.

Estes dados confirmam ndo s6 que a classificacdo de acordo com
0 tipo de mini-circulo de KDNA é real, como também o isolamento de
vetores observado na natureza, impedindo o fluxo génico entre as cepas
KP1+ e KP1- (STEINDEL; PINTO; TOMA et al., 1991; VALLEJO;
GUHL; CARRANZA et al., 2007). Além disso, considerando a origem
geografica mais dispersa, as cepas do tipo KP1+ apresentam também
uma diversidade génica quase duas vezes maior (0,4718 + 0,2652) do
que as cepas KP1- (0,2572 £ 0,1981).

A AMOVA é uma analise hierarquica que descreve como a vari-
ancia molecular € dividida dentro de um conjunto de dados. Os niveis de
hierarquia podem ser definidos dentro dos individuos dentro das popula-
cOes (para haplétipos), entre individuos dentro das populacGes, entre
populagdes e entre grupos de populacfes. Neste estudo a AMOVA foi
realizada em dois niveis: entre individuos dentro da populacéo e entre as
populagdes em si, e a maior variagdo ocorreu a nivel intrapopulacional
(69,72%) e ndo interpopulacional (30,38%). Esta observacéo ajuda a ex-
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plicar a falta de resolucdo dentro dos ramos principais das arvores filo-
genéticas (Figura 1.3 e 1V.4). O Fsy global é calculado como a varian-
cia atribuida para diferenciar populacfes sobre o total de variagdo pre-
sente, e foi de 0,30380, sugerindo uma provavel subdivisdo populacio-
nal (p<=0,05).

As probabilidades desta subdivisdo foram avaliadas pelo progra-
ma STRUCT URE através de 100.000 iteracdes do algoritmo da cadeia
de Markov, considerando um modelo de ancestralidade mista (Admixtu-
re Model) e de frequéncias alélicas correlacionadas. Como os marcado-
res microssatélites sdo muito variaveis, o programa calculou de duas a
20 populagbes (uma populagdo diferente para cada cepa), entretanto, o
significado biol6gico deste achado deve ser interpretado com cuidado.
Considerando a provavel subdiviséo classica em duas populacdes (KP1+
e KP1-), os valores de Fst encontrados pelo programa para cada popula-
cao foram de 0,2632 para a populagdo de cepas KP1+ e de 0,4138 para
as cepas KP1-. Utilizando os mesmaos critérios discutidos anteriormente
(PORTER, 1990), estes valores revelam uma clara subdivisdo da popu-
lacdo KP1- (Fst >0,3). Estes dados sdo consistentes com o observado no
agrupamento das amostras nas arvores filogenéticas, onde as cepas KP1-
sdo agrupadas em dois ramos: as cepas isoladas na Colémbia e as cepas
isoladas no Brasil (Figuras 1V.2, 1.3 e IV.4). Na populacdo KP1+ pa-
rece existir algum grau subdivisdo, mas em um nivel mais sutil (0,2<
Fst>0,3).

Para as inferéncias filogenéticas foi escolhido o modelo stepwise
mutation (SMM), pois em organismos com estrutura populacional clo-
nal, como o T. rangeli, € pouco provavel um aumento ou diminuicéo
brusca no nimero de repetigdes de um microssatélite, ja que estas ocor-
reriam ndo por deslize da DNA polimerase, mas por outro processo co-
mo crossing-over desigual (JARNE; LAGODA, 1996). As analises filo-
genéticas sugerem que a estrutura populacional do T. rangeli possa ser
explicada em parte pela classificacdo baseada na presenca ou auséncia
do mini-circulo tipo KP1. Entretanto, dois ramos altamente significati-
vos foram observados entre as cepas KP1-: um agrupando as cepas bra-
sileiras (PIT-10, SC-58, SC-61, SC-68, SC-74, SC-75 e SC-76) e outro
as cepas colombianas (C23, 5048 e TRE), corroborando os resultados de
uma possivel subdivisdo populacional entre as cepas KP1- evidenciada
pelo Fst discutido anteriormente.
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Figura IV.2 — Rede de Wagner calculada por Maxima Parcimdnia, através dos
programas do pacote Phylip, utilizando os gen6tipos obtidos com 18 marcado-
res microssatélites em 20 cepas de Trypanosoma rangeli. Considerando cada a-
lelo microssatélite como um estado de um carater multiestado, a distancia gené-
tica entre duas cepas quaisquer foi estimada como o nimero de passos mutacio-
nais necessarios para transformar uma emoutra. Os valores entre parénteses in-
dicam o nimero de vezes que um ramo foi observado em 1.000 bootstraps.

1V.4.2 Implicagbes da andlise de SNP do estudo da estrutura popu-
lacional do T. rangeli

O alinhamento das sequéncias foi utilizado como arquivo de en-
trada para realizacdo das analises filogenéticas. Também foram utilizadas
sequéncias depositadas no GenBank do gene do spliced leader de T.
cruzi (GenBank: U57984.1) e T. vivax (GenBank: AJ250749.1), e da
reido intergénica do gene da histona H2A de T. cruzi (GenBank:
AY540654, AY540655, AY540661, AY540659, AY540657,
AY540658, AY540660) e de T. brucei (GenBank: AC159408) como
grupos externos. As arvores apresentaram resultados similares em todos
0s métodos e podem ser observados na figura 1.3 para o gene do spli-
ced leader e 1V.4 para o da histona H2A-RI.
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Figura IV.3 — Filograma consenso resultante da analise das sequéncias do gene
do spliced leader (SL) de cepas de Trypanosoma rangeli por maxima parcimd-
nia (1.000 bootstraps) como programa MEGA 4.0. As sequéncias de T. cruzi
(Tc CL- U57984.1) e T. vivax (Tv Desowitz - AJ250749.1) foram utilizadas
€OMO grupos externos.

O filograma gerado na figura I'V.3 suporta com alta confiabilida-
de a separagdo das amostras analisadas em quatro ramos: 0 mais externo
correspondendo ao T. vivax, outro ao T. cruzi, outro contendo as cepas
KP1- isoladas na Colémbia e o Gltimo contendo as demais cepas sem,
entretanto suportar qualquer inferéncia de localizagdo geogréafica. Ape-
sar disto, as cepas KP1- isoladas no Brasil permaneceram agrupadas
mais proximas as cepas colombianas e fora do clado principal das cepas
KP1+. J& na figura 1 V.4 somente uma separacao interespecifica foi pos-
sivel (3 ramos), mas mesmo sem alta confiabilidade, pode-se observar
uma separacéo das cepas KP1- em dois ramos como citado acima. Esta
mesma tendéncia ja foi observada no estudo do gene da PTP2 (fosfoti-
rosina fosfatase) (BAYER-SANTOS; SINCERO; UMAKI et al., 2008)
que foi realizado com as mesmas cepas de T. rangeli aqui utilizadas; en-
tretanto, sé foi confirmada com alta confiabilidade através das anélises
dos loci de microssatélites mostradas anteriormente (Figura 1V.2).
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Figura IV.4 — Filograma consenso resultante da analise das sequéncias do gene
dahistona H2A de cepas de Trypanosoma rangeli por maxima parcimdnia
(1.000 bootstraps) com o programa MEGA 4.0. As sequéncias de T.cruzie T.
brucei foram utilizadas como grupos externos.

Talvez pela menor variabilidade do marcador, a analise de SNP
da regido intergénica do gene da histona H2 A foi somente capaz de uma
distingdo interespecifica entre o T. rangeli e o T. cruzi. Estas observa
cOes podem ser explicadas em termos das distintas exigéncias no pro-
cesso de regulagdo da histona H2 A operando nestes parasitos, uma vez
que somente o T. cruzi possui um estagio de replicacdo intracelular no
hospedeiro vertebrado. Além disto, o hipotético stem-loop do RNA da
histona H2A (discutido no capitulo 111), o qual é responsavel pela alta
estabilidade do RNAmM da histona na fase S (DAVILA LOPEZ; SA-
MUELSSON, 2008; DOMINSKI; MARZLUFF, 2007) do ciclo celular,
é também distinto para ambas as espécies de tripanossomas. Adicional-
mente, um elemento Unico rico em AU (ARE — A rich element), o qual
esta envolvido no turnover do RNAmM (D'ORSO; FRASCH, 2002; VA-
SUDEVAN; STEITZ, 2007), € encontrado exclusivamente nas sequén-
cias do T. rangeli.
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Nos dois marcadores utilizados fica clara a estreita relagdo do T.
rangeli com o T. cruzi formando um grupo monofilético. Entretanto, a-
pesar da variabilidade encontrada e da utilizacdo de um grande nimero
de cepas isoladas de distintos hospedeiros, vetores e/ou regides geogra-
ficas, o agrupamento claro das cepas de acordo com os grupos KP1+ e
KP1- s6 foi observado com os marcadores microssatélites, e ndo com a
analise de SNP como ja previamente reportado por outros grupos (CU-
ERVO; LOPEZ; PUERTA, 2006; SUAREZ; CUERVO; PUERTA,
2007). Estes dados podem representar um ponto de divergéncia recente
entre as cepas, pois sO foram confirmados com marcadores microssatéli-
tes, 0s quais, devido a alta taxa de mutagdo, sdo Uteis para inferéncias fi-
logenéticas recentes (até 130.000 anos) (FREELAND, 2005; WILSON;
BALDING, 1998); enquanto que SNP, principalmente em genes con-
servados, apresentam baixa taxa de mutagdo e séo Uteis na inferéncia de
eventos distantes. Estes dois ramos, das cepas KP1- brasileiras e KP1-
colombianas, nitidamente separados das cepas KP1+ de acordo com a
figura 1V.2, também podem indicar que a estrutura populacional do T.
rangeli é mais complexa do que a simples classificacdo de acordo com o
tipo de mini-circulo de KDNA. Um extenso trabalho utilizando cepas de
T. rangeli isoladas de humanos, triatomineos e animais silvestres, em
uma ampla regido geogréfica, sugere uma divisado de pelo menos quatro
grupos das cepas estudadas, sugerindo esta maior complexidade: o gru-
po A seria composto por isolados da Colémbia, Venezuela, Honduras e
do Brasil (Rondonia e Ilha do Marajé); o grupo B, por isolados brasile i-
ros do Acre, Amazonas e Para (Belém); o grupo C, por isolados do Pa-
nam4, El Salvador e Colémbia e o grupo D, por uma cepa do sul do Bra-
sil (SC-58, também utilizada neste estudo) (MAIA DA SILVA; JUN-
QUEIRA; CAMPANER et al., 2007).

Apesar destas evidéncias, deve-se tomar muito cuidado na extra-
polagdo dos dados gerados por um determinado marcador (que pode ser
mais ou menos polimorfico) para toda a espécie, ou seja, a arvore filo-
genética gerada é especifica para aquele marcador, naquelas cepas e
condicOes experimentais, e ndo representa necessariamente as relacdes
filogenéticas reais entre as cepas da espécie estudada e mesmo entre es-
pécies. Claro que todos estes estudos, assim como o aqui apresentado,
contribuem para a compreensdo do que acontece realmente, mas 0s re-
sultados séo diretamente influenciados pelo grau de variabilidade e ca-
racteristicas do marcador utilizado, além do nimero e da qualidade das
amostras.

Outro ponto fraco da maioria dos estudos de inferéncia filogené-
tica é o0 baixo nimero de cepas estudadas (geralmente restritas a algu-
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mas regides geograficas e hospedeiros), é a utilizagcdo de cepas mantidas
durante muito tempo em cultura axénica, as quais tendem a apresentar
uma grande homogeneidade genética e fenotipica. Neste estudo, procu-
ramos contornar este problema a partir da utilizagdo do maior nimero
possivel de cepas de diferentes origens, e da passagem das mesmas nos
hospedeiros vertebrado e invertebrado (Capitulo I). Entretanto, grande
parte da variabilidade dos isolados (até mesmo algumas infeccdes mis-
tas) ja é perdida a partir do momento do estabelecimento da cultura, pois
nem todos os parasitos sdo capazes de crescer em condicbes artificiais.
Contudo, este viés sO pode ser contornado através da utilizacdo da a-
mostra coletada diretamente do hospedeiro, o que dificulta, e mesmo in-
viabiliza a maioria dos estudos.

Mesmo alguns trabalhos, inclusive o nosso, demonstrar uma pro-
vavel maior complexidade nas populagdes de T. rangeli, 0 que prevalece
é a grande divisdo em cepas KP1+ e KP1- pois é 0 Unico marcador que
permite uma correlagdo clara de co-evolu¢do com diferentes linhagens
de insetos vetores do género Rhodnius na América Latina (CUERVO;
LOPEZ; PUERTA, 2006; VALLEJO; GUHL; CARRANZA et al.,
2002; VALLEJO; GUHL; CARRANZA et al., 2007; VALLEJO; MA-
CEDO; CHIARI et al., 1994). Claro que esta complexidade tende a au-
mentar com o tempo, principalmente devido a processos migratorios,
domicializacdo de barbeiros e trocas genéticas entre cepas. Apesar do
consenso de que 0s tripanosomatideos apresentam uma estrutura popu-
lacional clonal (aqui evidenciada pela baixa heterozigosidade encontra-
da na anélise de microssatélites), com pouca ou nenhuma recombinagdo
genética, ha fortes evidéncias de troca genética efetiva em T. cruzi
(GAUNT; YEO; FRAME et al., 2003). Neste estudo, Gaunt e colabora-
dores, mostraram que material genético de clones biologicos do T. cruzi,
carregando diferentes marcadores de resisténcia, foi encontrado em pa-
rasitos nao transformados ap6s um ciclo de vida completo no hospedeiro
mamifero. Estes clones mostraram fusdo com o gendtipo parental, perda
de alelos, recombinacdo homologa e heranca uniparental de KDNA de
maxicirculos. Assim, parece que o T. cruzi, e provavelmente o T. range-
li e outros tripanosomatideos, sdo capazes de troca genética para manter
a variabilidade apesar de sua estrutura populacional clonal.

Vale ressaltar, que em todas as analises, é notavel a separacéo das
cepas KP1- brasileiras em um Unico ramo, que esta de acordo com estu-
dos anteriores (GRISARD; STEINDEL; GUARNERI et al., 1999;
MAIA DA SILVA; JUNQUEIRA; CAMPANER et al., 2007). Esta si-
milaridade observada sugere a presenca de uma populagdo KP1- distinta
circulando no estado de Santa Catarina, ja que estas cepas foram isola-
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das de mamiferos silvestres ou triatomineos em uma ilha, onde predo-
mina a floresta Atlantica como dominio morfoclimatico (BARBOSA,;
BELISARIO; SOUZA et al., 2006; MACHADO; EGER-MANGRICH,;
ROSA et al., 2001).

Por fim, os resultados aqui encontrados reforcam a existéncia de
duas linhagens principais em T. rangeli (KP1+ e KP1-) como descrito
na literatura, mas aponta uma possivel subdivisdo da linhagem KP1- de
acordo com a regido geogréfica. Estes dados s6 podem ser confirmados
através da genotipagem de mais cepas KP1- isoladas em outras regides
geogréficas.

IV.5Conclusdes

- Os parametros populacionais avaliados sdo consistentes com
uma estrutura populacional predominantemente clonal, portanto, a anéli-
se do Equilibrio de Hardy-Weinberg ndo se aplica ao modelo estudado;

- Os indices que indicam subdivisdo populacional das cepas de T.
rangeli corroboram com a classifica¢do aceita de duas linhagens princi-
pais: KP1+ e Kpl-. Entretanto, sugerem outra subdivisdo entre as cepas
KP1- de acordo com aregido geografica;

- Esta subdivisdo na populagdo de cepas KP1- é visivel nas arvo-
res filogenéticas geradas a partir dos marcadores microssatélites e SNP,
entretanto somente com alta confiabilidade com o primeiro;

- Considerando o poder de cada marcador para inferéncias filoge-
néticas, este evento de subdivisdo populacional das cepas KP1- deve ter
ocorrido em um passado préximo (<130.000 anos);
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APENDICE A - Microssatélites identificados em bibliotecas trans-
criptémicas de formas epimastigotas da cepa Choachi.

Tamanho | N°total | N°total | N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo | bases loci repeticdo cao/locus
A 1 3968 149 3968,0 26,6
C 1 13 1 13,0 13,0
GT 2 1005 42 501,5 119
TC 2 447 18 224,0 124
AT 2 153 6 76,5 12,8
TCT 3 105 6 35,0 58
AAT 3 166 8 55,3 6,9
CAG 3 218 13 72,8 56
CAA 3 144 9 48,0 53
TCG 3 111 6 37,2 6,2
GGC 3 34 2 113 57
CCT 3 205 9 69,9 78
CAT 3 45 2 15,0 75
GTG 3 16 1 53 53
GITT 4 482 18 125,7 7,0
ATAA 4 603 21 157,3 75
ACAG 4 175 7 43,4 6,2
CACT 4 51 3 12,6 4,2
CACC 4 30 2 7,6 38
TTTC 4 151 6 38,1 6,4
GAGG 4 13 1 32 32
GGTT 4 17 1 4,2 4,2
TCTA 4 26 1 6,5 6,5
CACG 4 39 2 9,7 4,9
CTGAA 5 54 3 10,8 36
TTTTG 5 130 7 25,6 3,7
AAATC 5 39 3 78 2,6
TTCCC 5 26 2 52 2,6
AAATG 5 21 1 4,2 4,2
AATTC 5 17 1 34 3,4
TTATT 5 160 8 316 4,0
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Tamanho | N°total | N°total | N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo | bases loci repeticéo cdo/locus
CACAA 5 41 2 8,4 4,2
AAAAG 5 137 6 274 4,6
TATAT 5 42 1 9,2 9,2
TTTAA 5 32 2 6.4 32
GCCCC 5 14 1 28 28
TTTGG 5 17 1 34 34
GTTGC 5 22 1 4,0 4
CGCAC 5 52 4 10,4 2,6
CCTTT 5 29 2 58 29
CTCTC 5 125 5 24,0 48
CGCCG 5 17 1 32 32
CTGTG 5 14 1 28 28
CGCTC 5 24 1 4.8 48
TCTCT 5 22 1 42 42
CGTTT 5 30 1 6,0 6,0
AACATA 6 13 1 22 22
TTTTTG 6 565 23 94,8 41
AAATTC 6 22 1 3,7 3,7
GCTTTT 6 13 1 22 22
ACTGAA 6 16 1 2,8 2,8
ATAAAA 6 426 17 70,7 42
CTCTCA 6 19 1 32 32
CTTTTC 6 112 5 184 39
AGCAAG 6 13 1 2,2 2,2
GGTAGC 6 14 1 2,3 2,3
TTTCTA 6 13 1 22 22
CGTGTG 6 60 3 10 33
AAAAAG 6 145 7 247 35
AACAAG 6 18 1 30 30
ACAACC 6 18 1 30 30
TGTTGG 6 23 1 38 3,8
TCTCTG 6 13 1 2,2 2,2
AATAAC 6 17 1 28 28
ACATTA 6 42 2 7,0 35
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Tamanho | N°total | N°total | N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo | bases loci repeticéo ¢do/locus
ACAAAT 6 61 3 10,0 33
AAATTA 6 40 2 6,8 34
ACCCCG 6 13 1 2,2 22
GCGGCT 6 37 2 6.2 31
GAAGGA 6 41 2 6,9 35
CGCCAT 6 15 1 25 25
TCCGAG 6 31 2 52 2,6
AAGGCA 6 13 1 22 22
AACAGC 6 68 5 11,4 23
CTCcCcGC 6 66 5 11,1 22
GATGAC 6 51 3 84 28
TCATCC 6 17 1 28 28
TTCACC 6 70 5 11,5 2,3
GACACA 6 44 2 74 3,7
GGAGGT 6 100 6 17,1 29
CTTCCT 6 28 2 47 24
CAGAAC 6 20 1 33 33
AGCAGA 6 33 2 55 2,8
TCCCCA 6 17 1 28 28
TCTTCA 6 14 1 2,3 2,3
GGATTG 6 25 1 42 42
TTGTAG 6 14 1 23 23
GCTGCC 6 50 2 84 4,2
GCTCCC 6 17 1 2,8 2,8
CGATGC 6 13 1 2,2 2,2
CTCTCG 6 91 7 154 22
CGAGGA 6 13 1 2,2 2,2
CACCGC 6 14 1 2,3 2,3
CGCGCT 6 13 1 22 22
CCGCGC 6 13 1 22 22
GTCATA 6 20 1 33 33
GGGTGT 6 13 1 22 22
GGCGTA 6 13 1 22 22
ACTGCA 6 20 1 33 33
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Tamanho | N°total | N°total | N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo | bases loci repeticéo cdo/locus
ATCCGC 6 25 1 4,2 42
TGGCAG 6 39 1 6,5 6,5
CTCCCA 6 13 1 22 22
GCATGC 6 13 1 22 22
CGAAGC 6 19 1 32 32
GAAAGC 6 16 1 2,7 2,7
TCTCCC 6 16 1 2,7 2,7
ACGTTT 6 13 1 22 22
CGGCGA 6 29 1 48 48
ATAAAT 6 100 4 16,8 42
GCCAAAA 7 125 5 19,5 39
CCTCCCA 7 34 2 52 2,6
CACACAA 7 17 1 2,6 2,6
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APENDICE B - Microssatélites identificados em bibliotecas trans-
criptdmicas de formas tripomastigotas da cepa Choachi.

Tamanho | N°total | N°total | N°total de | N°medio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo | bases loci repeticéo cao/locus

A 1 859 36 859,0 239
C 1 13 1 13,0 13,0
CA 2 715 28 355,4 12,7
AT 2 46 3 23,0 7,7
AG 2 139 6 69,5 11,6
GCT 3 761 3l 253,7 82
TTC 3 160 7 55,5 79
TGT 3 115 7 384 55
ACG 3 230 10 76,8 77
CTC 3 316 1 105,3 9,6
CGG 3 51 3 17,0 5,7
GGT 3 74 5 24,6 49
GTA 3 14 1 47 47
AAT 3 72 4 24,0 6,0
AGAC 4 13 1 32 32
TTTG 4 78 4 19,3 4.8
TATG 4 185 9 46,5 52
CTCA 4 55 4 13,7 34
CCAC 4 16 1 4,0 4,0
CGTG 4 20 1 50 50
GCAT 4 13 1 32 32
TTTC 4 39 2 95 48
GCGG 4 13 1 3,2 3,2
GCAAC 5 22 1 4,0 4,0
ACAAA 5 105 6 20,8 35
CTCTC 5 43 2 8,0 4,0
GAAAA 5 183 8 354 44
CGCAC 5 26 2 52 2,6
CCAAC 5 16 1 34 34
AAAGG 5 48 3 10,2 34
TAAAA 5 39 2 7.8 39
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Tamanho | N°total [ N°total | N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo bases loci repeticéo cdo/locus
CTCCG 5 17 1 34 34
GCAAA 5 13 1 2,6 2,6
CGCGG 5 32 2 6,4 32
CCCTT 5 16 1 34 34
CACAG 5 33 1 72 72
AAAACA 6 581 20 97,9 49
AATAAA 6 43 2 7,0 35
AAAAAG 6 303 16 51,1 32
TCCGAG 6 30 2 50 25
GCTGCC 6 79 3 13,1 44
GTGTGC 6 166 12 28,0 2,3
CTTCAC 6 84 6 14,0 2,3
CGCCTC 6 86 6 14,5 24
ACCCCC 6 14 1 2,3 2,3
CCTTCT 6 45 2 75 38
GGAGAT 6 97 5 16,2 32
GATGAC 6 34 2 5,6 28
GGTGGA 6 146 7 25,1 3,6
TGGAGC 6 15 1 2,5 25
GGAAAG 6 26 2 44 2,2
TCATCT 6 27 2 45 23
CGTTAA 6 16 1 2,7 2,7
TCATCC 6 64 4 10,6 2,7
TGTTTG 6 16 1 2,7 2,7
GAGAAA 6 28 2 4,6 2,3
CTGCCT 6 40 2 6,5 33
CCTCTT 6 102 5 16,7 3,3
ccaeecece 6 39 3 6,6 2,2
CGGTGG 6 87 5 14,5 29
TTGGCA 6 13 1 2,2 2,2
CTGCTC 6 17 1 2,8 2,8
CCTTTG 6 13 1 2,2 2,2
TTTTCC 6 13 1 2,2 2,2
CAAGGC 6 13 1 2,2 2,2
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Tamanho | N°total | N°total [ N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo | bases loci repeticéo cdo/locus
CAGAAA 6 34 2 5,6 28
TTTGAG 6 26 2 44 2,2
AGGCGA 6 66 4 10,9 2,7
GCCAGT 6 14 1 2,3 23
TGAAAT 6 13 1 2,2 2,2
CACGGT 6 13 1 2,2 2,2
CCTTGT 6 13 1 2,2 2,2
TCGCCC 6 23 1 37 37
CACCAA 6 16 1 2,7 2,7
TTTTCA 6 16 1 2,7 2,7
TCTTGC 6 19 1 32 32
CACTTG 6 14 1 2,3 2,3
AGCAGA 6 30 2 5,0 25
GGTGAG 6 14 1 2,3 2,3
TGCTGG 6 22 1 37 37
AGGTCC 6 13 1 2,2 2,2
GCATGC 6 13 1 2,2 2,2
GACGAA 6 348 6 57,0 95
CCCTGT 6 20 1 33 33
ATATGT 6 30 2 5,0 25
AAAAGC 6 16 1 2,7 2,7
CACACT 6 13 1 2,2 22
GCGAAC 6 13 1 2,2 2,2
TGGTCG 6 28 1 47 4,7
GCAGAT 6 13 1 2,2 2,2
GTCCTC 6 47 3 7,9 2,6
GGCGTC 6 27 2 45 23
GITCTT 6 13 1 2,2 2,2
GGCATC 6 26 2 44 22
AGCCGC 6 3R 2 53 2,7
GCGAGA 6 26 2 44 2,2
GTGGCA 6 17 1 2,8 2,8
CACAGA 6 24 1 40 4,0
CGCCGT 6 29 1 48 48
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Tamanho | N°total [ N°total | N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo bases loci repeticéo cdo/locus
CCCCCT 6 13 1 2,2 2,2
CCCGCA 6 34 2 5,6 2,8
GACATT 6 16 1 2,7 2,7
CTCTCC 6 60 4 10,0 25
AAACTT 6 22 1 3,7 3,7
GTATTT 6 13 1 2,2 2,2
CCTTCCT 7 17 1 2,6 2,6
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APENDICE C - Microssatélites identificados em bibliotecas trans-
criptémicas de formas epimastigotas da cepa SC-58.

Tamanho | N°total | N°total | N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo | bases loci repeticéo cao/locus

A 1 1276 61 1276,0 20,9
C 1 13 1 13,0 13,0
CA 2 653 24 327,0 13,6
AG 2 175 6 88,0 14,7
AT 2 115 6 57,5 9,6
GCT 3 722 33 240,6 73
CAC 3 40 2 133 6,7
ACG 3 127 6 42,5 71
CCT 3 110 6 36,5 6,1
CAT 3 69 4 23,0 58
GTA 3 30 2 10,0 5,0
TGT 3 230 13 77,5 6,0
CTT 3 136 8 45,2 57
GCG 3 17 1 5,7 5,7
TTTG 4 268 9 68,0 7,6
AAAT 4 45 3 11,2 3,7
TTCT 4 14 1 3,5 35
TGCA 4 17 1 4,0 4,0
GTGG 4 20 1 50 5,0
CACT 4 19 1 48 48
CCTT 4 16 1 4,0 4,0
TTTTC 5 342 19 68,4 36
ATTTT 5 148 8 29,4 3,7
TCCAT 5 16 1 3,2 3,2
CTCAC 5 15 1 30 30
GTTGC 5 22 1 4,0 4,0
CGTGT 5 45 2 9,0 4,5
AAATC 5 22 1 4.6 4,6
TTGTA 5 16 1 3,2 3,2
CAAAA 5 216 12 43,0 3,6
CCTTC 5 13 1 2,6 2,6
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Tamanho | N°total | N°total [ N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo | bases loci repeticdo cdo/locus
TTCCT 5 16 1 34 34
TCTCT 5 16 1 3,4 34
TTTCA 5 18 1 36 36
CGTGC 5 16 1 32 32
AAACAA 6 474 24 81,3 34
CCATGA 6 13 1 2,2 2,2
ACACAA 6 125 7 20,6 29
CCTTCA 6 3 2 51 2,6
TCTCCT 6 14 1 2,3 23
AATAAA 6 84 5 14,3 29
GAAAAA 6 133 7 22,7 32
GGACTC 6 45 3 75 25
GTGAAA 6 13 1 2,2 2,2
GCACCA 6 26 1 43 4,3
CACGCA 6 70 3 11,7 39
TGCGTT 6 17 1 28 28
TTAATG 6 13 1 2,2 2,2
GAGAAA 6 78 4 12,9 3,2
AGGAGC 6 76 3 12,7 42
TTGGCA 6 19 1 3,2 3,2
ACGTAC 6 13 1 2,2 2,2
TCACCA 6 15 1 25 25
AGGCGA 6 29 2 49 25
CTTCCT 6 28 2 47 24
CAACAC 6 92 4 15,2 38
GGAGCG 6 19 1 30 30
TTTTCC 6 26 2 44 2,2
GGAGGT 6 13 1 2,2 2,2
CTTCAG 6 13 1 2,2 22
GCCGCT 6 14 1 2,3 23
GCCGTT 6 21 1 3,5 35
CCATGT 6 14 1 23 2,3
CTCACC 6 29 1 48 48
GACGAG 6 39 2 6,5 33
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Tamanho | N°total | N°total [ N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo | bases loci repeticéo ¢do/locus
CAGACG 6 14 1 2,3 23
CAAGGC 6 13 1 2,2 2,2
GAAAGG 6 13 1 2,2 2,2
ACAGCA 6 47 3 78 2,6
GCGAGA 6 65 5 11,0 22
AACTAA 6 42 3 71 24
ACACAT 6 58 1 9,7 9,7
CAACGC 6 13 1 2,2 22
GTATTT 6 13 1 2,2 22
TGTTCT 6 13 1 2,2 2,2
GCAGAT 6 13 1 22 22
AAGCAA 6 13 1 2,2 22
TCCGGC 6 13 1 2,2 2,2
TGCGCT 6 13 1 2,2 2,2
CACCGG 6 14 1 2,3 23
TCTCCC 6 15 1 2,5 25
CGGCGA 6 29 1 48 48
CATTGC 6 16 1 2,7 2,7
AAAAACT 7 18 1 2,7 2,7
AAAAAGC 7 42 1 6,4 6,4
CCTCCCA 7 36 2 55 2,8
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APENDICE D - Microssatélites identificados em bibliotecas trans-
criptdmicas de formas tripomastigotas da cepa SC-58.

Tamanho | N°total | N°total | N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo | bases loci repeticdo cao/locus
A 1 3321 160 3321,4 20,8
G 1 66 5 66,0 13,2
TC 2 311 14 156,5 11,2
AC 2 987 43 492,6 115
AT 2 476 24 238,5 9,9
CAC 3 99 6 32,9 55
GAA 3 313 13 104,7 8,1
GCT 3 677 44 226,5 51
ACG 3 528 29 176,6 6,1
CCT 3 846 35 2815 8,0
GGC 3 210 11 70,0 6,4
AAT 3 176 10 58,7 59
CAA 3 665 39 2230 57
GGAG 4 55 3 14,2 4,7
AAAT 4 196 9 49,3 55
AAAG 4 415 15 104,3 7,0
AAAC 4 714 29 179,8 6,2
GCAT 4 35 2 8,7 4,4
CCCA 4 16 1 4,0 4,0
GTTA 4 16 1 4,0 4,0
GATG 4 13 1 32 32
AATT 4 22 1 55 55
ATCT 4 13 1 3,2 3,2
TACA 4 61 3 15,2 51
TCCT 4 44 2 11,0 55
TGCG 4 38 2 9,5 4,8
GCCA 4 26 1 6,5 6,5
GITGC 5 66 3 12,0 4,0
ACAAA 5 510 20 104,4 52
TTTTC 5 892 49 177,4 3,6
CAGCG 5 13 1 2,6 2,6
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Tamanho | N°total | N°total [ N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo bases loci repeticdo ¢do/locus
TTTTA 5 170 8 334 42
TTATG 5 16 1 3,2 32
GTTGG 5 13 1 2,6 2,6
CCGAA 5 16 1 34 34
GCGAG 5 13 1 2,6 2,6
GTGCG 5 14 1 2,8 2,8
GAAAG 5 19 1 38 38
CCTCA 5 52 3 10,4 35
GTTAG 5 15 1 3,0 3,0
GGCGC 5 48 3 9,6 3,2
TCCAC 5 16 1 32 32
TCCTC 5 25 1 5,0 5,0
TTGAA 5 17 1 34 34
TTCCC 5 13 1 2,6 2,6
GCATT 5 13 1 2,6 2,6
GGACTC 6 90 6 15,0 25
CTTCCT 6 172 9 28,6 32
ACGGAG 6 27 2 4,5 2,3
AAAACA 6 1088 42 185,0 44
TTTTTC 6 268 12 45,8 38
AATAAA 6 315 16 53,1 33
ACAAAC 6 132 7 21,8 31
GCCTCC 6 110 5 18,5 3,7
GAGAAG 6 256 9 42,8 4,8
GTGGCG 6 106 5 17,5 35
TCGTGG 6 42 2 7,0 35
TAATAG 6 32 2 54 2,7
TCCACC 6 143 7 239 34
ACGCAC 6 88 4 14,6 37
CGCAGA 6 18 1 3,0 3,0
CCGTCA 6 13 1 2,2 2,2
ACATAT 6 120 4 19,9 50
ACCCCG 6 28 2 4,7 24
CTTCCG 6 29 1 48 48
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Tamanho | N° total | N°total | N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo | bases loci repeticdo cdo/locus
CTCTGC 6 36 2 6,0 30
ACCACA 6 27 2 45 2,3
CAACAG 6 220 8 36,8 4,6
ACATTC 6 13 1 2,2 2,2
CTTCAT 6 64 3 111 3,7
AGAGGG 6 52 2 8,3 4,2
CCCACA 6 40 2 6,7 34
CTGCCG 6 26 2 44 2,2
GCACCA 6 78 5 13,1 2,6
CATTTC 6 13 1 2,2 2,2
CGGAGC 6 26 2 44 2,2
TCATCC 6 17 1 2,8 2,8
CTGCTC 6 42 3 7,1 24
GTCTTC 6 21 1 35 35
CTTTGC 6 21 1 35 35
CAGCAT 6 16 1 2,7 2,7
TGTGGC 6 72 3 11,9 4,0
GAGAAA 6 78 5 13,1 2,6
AGGCGA 6 13 1 2,2 2.2
CTGTCA 6 27 2 45 2,3
GGCCTC 6 13 1 2,2 2,2
AAAATT 6 90 5 15,0 3,0
CTCTCG 6 13 1 2,2 2,2
TCAGTC 6 13 1 2,2 2,2
GGACGT 6 20 1 33 33
CACCAA 6 14 1 2,3 2,3
AAGGTG 6 41 3 6,8 2,3
GGCGTT 6 32 2 5.2 2,6
GATGGC 6 14 1 2,3 2,3
AACTCA 6 18 1 3,0 3,0
AAAGGG 6 130 10 22,0 2,2
GCTGCG 6 44 3 7,3 24
CAGCCC 6 13 1 2,2 2,2
CGCCGT 6 29 1 4.8 4.8
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Tamanho | N°total | N°total | N°total de | N°médio de unida-
Sequéncia do de de unidades de des de repeti-
periodo bases loci repeticdo ¢do/locus
AGCGTG 6 13 1 2,2 2,2
GAATTC 6 13 1 2,2 2,2
CATTGC 6 48 3 81 2,7
GACGCC 6 13 1 2,2 2,2
TTGTCC 6 14 1 2,3 2,3
TCCCCG 6 13 1 2,2 2.2
TCACGG 6 13 1 2,2 2,2
TGCGTT 6 13 1 2,2 2,2
GTTTAT 6 52 4 8,8 2,2
CCACGG 6 13 1 2.2 22
TTAATG 6 13 1 2,2 2,2
CATGCC 6 32 1 55 55
CACAGA 6 25 1 4,0 4,0
ATCCGC 6 13 1 2,2 2,2
CATACC 6 17 1 2,8 2,8
TTTTAG 6 64 4 10,8 2,7
CATCAC 6 14 1 23 2,3
AAACTT 6 32 2 54 2,7
GATTAT 6 23 1 38 38
AAAACG 6 16 1 2,7 2,7
CCccCT 6 13 1 2,2 2,2
ACGGACA 7 16 1 24 24
CGCTCTG 7 17 1 2,6 2,6
AAAGAGA 7 32 1 4,7 47
ACGACAG 7 19 1 29 29
GCCAAAA 7 25 1 39 39
TTTTTAG 7 72 4 10,8 2,7
TGCATAT 7 18 1 2,7 2,7
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APENDICE E - Iniciadores utilizados na amplificagdo dos loci de
microssatélites descritos no capitulo 11 (os iniciadores senso (F) de
cada par foram marcados com fluoresceina - FAM).

TR_Di-01 - (CA)21
TR_Di-01-F: CCTCTCCTCCCACCTCAAACC
TR_Di-01-R: GGCCACAACTGTCACCTCCTAC

TR_Di-02 - (GT)18
TR_Di-02-F: TTCCCTTTTCTACCTAACCCTCTC
TR_Di-02-R: CCACCTCATCACCCCAGTAAAG

TR_Di-02-F2: CTCTCCTCCCACCTCCACAGC
TR_Di-01-R2: TGCCGCTGCCACATCTTCATTTG

TR_Di-03 - (CT)10(GT)10
TR_Di-03-F: GGAAGACACCGACGCAACTAATC
TR_Di-03-R: TCGGCAACAGCT GGAGATAAG

TR_Di-04 - (AC)14A G(AC)6
TR_Di-04-F: ACGCGGGT GCTGCTTCTGG
TR_Di-04-R: AAAAACGGACAACGACAAAACACG

TR_Di-05 - (AC)18
TR_Di-05-F: CCGACCGGCCGATTGTGAG
TR_Di-05-F: GGCGCGCGATAAAGAAGGTCAG

TR_Di-06 - (AC)18

TR_Di-06-F: ACTCGGCTACAACCCTCAAACCAC
TR_Di-06-F: ACGGCA GCGCGATAAAGAAGG
TR_Di-07 - (GT)18

TR_Di-07-F: CTCCCCCTGATGCGTGAC
TR_Di-07-F: GCAGCT GCAAAAAGGAACG

TR_Di-08 - (AC)18
TR_Di-08-F: GTCACTCA GGCGGTACGAATCATAG
TR_Di-08-F: GGCCGGTTGCTTTCACTCACTC

TR_Di-09- (CT)18
TR_Di-09-F: CGTAAGAAGGT GGGT GTTGCTGC
TR_Di-09-F: CGCTTGCGTACACATGGTCACAG

TR_Tri-01 - (GCC)10
TR_Tri-01-F: CTGGCGATTTCGTCCACAACC
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TR_Tri-01-R: TGGCCGT CAAGACAGCAGAAG

TR_Tri-01-F2: CCCCCTGAAAGTGGT GGATGG
TR_Tri-01-R2: TCAGCAGCGGGCA GAGGAAG

TR_Tri-02 - (TGC)4(T G)3(T GC)2
TR_Tri-02-F: CGCGGCGGGCCATCTCTTG
TR_Tri-02-R: GCCGCTCGCGCA GGTGAC

TR_Tetra-01 - (AATA)9
TR_Tetra-01-F: CCGCCCGGGCAGGTTTT
TR_Tetra-01-R: GGATGTCTTGGTCGTTGTGGTTTC

TR_Tetra-02- (TTTG)8

TR_Tetra-02-F: CGCGGCGAGGTGGTGAG
TR_Tetra-02-R: CAGCAATAGCCGGGT GTAGGT G
TR_Tetra-02-R2: AGCAATAGCCGGGT GTAGGT GG
TR_Hexa-01 - (TGTGCG)4

TR_Hexa-01-F: CCTCCATTCCCCGTTCTTCTTCC
TR_Hexa-01-R: GCTGCCTCTCACGGTTCCCTCTC

TR_Hexa-01-F2: TTCCCCTTTTTCCCACGCATCC
TR_Hexa-01-R2: GCTGCCTCTCACGGTTCCCTCTC

TR_Hexa-02 - (CTCCTT)4
TR_Hexa-01-F: CACGGCGCGGGTCAAGTC
TR_Hexa-01-R: GAGGGGGCGTAGAAAGAGGAAGC

TR_Hexa-03 - (TGTGCG)4
TR_Hexa-01-F: CCTCCATTCCCCGTTCTTCTTCC
TR_Hexa-01-R: GACTGTTCGGCGT GT GGGTGAG

TR_Hexa-04 - (ATCCGC)4
TR_Hexa-01-F: CTATGGGGCCATGT GCAACTACTC
TR_Hexa-01-R: CCCGTCGTCCTCTTCCCTCTC

TR_Hexa-05 - (CCTTTT)4
TR_Hexa-01-F: CAGTCTCCCGCCCGATTTC
TR_Hexa-01-R: CGATGATACAAGCGT GGATGAGA

TR_Hexa-06 - (ATAAAT)4
TR_Hexa-01-F: CCTCCCACCTCCACTTCCTCC
TR_Hexa-01-RTTCCTCTCCTCCCACCTCACTG



