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RESUMO

A doenca de Chagas é uma enfermidade causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi. Insetos hemipteros da subfamilia Triatominae, popularmente
conhecidos como barbeiros, sdo os grandes responsaveis pela transmissao do parasita
a humanos e outros animais. Dentre esses organismos, Rhodnius prolixus (Stal, 1859)
se destaca como um dos vetores mais importantes de Chagas na América Latina e
Central. O objetivo principal objetivo deste estudo foi obter mais conhecimento acerca
desse inseto, através da montagem e andlise do seu genoma mitocondrial. O genoma
mitocondrial de R. prolixus colénia UFRJ foi completamente montado usando
bibliotecas de cDNA do inseto e o mitogenoma de R. prolixus colénia NIH como molde.
Para a montagem foram usados trés abordagens diferentes, que envolveram o uso dos
programas Trinity, SPAdes, Blast e Bowtie2, dentre outros. O mitogenoma de R.
prolixus apresenta 37 genes codificantes para 13 proteinas, 2 rRNA e 22 para tRNA’s.
Com a montagem do mitogenoma UFRJ foi realizado uma arvore filogenética com as
proteinas mitocondriais concatenadas de Rhodnius prolixus junto com outras espécies
de Reduviideos ja sequenciados. Também foi feita a analise de expressdo dos genes
mitocondriais, usando o programa Salmon e Expander. A infec¢cdo pelo patdgeno e a
hematofagia parecem afetar a expressdo dos genes mitocondriais. Como genomas
mitocondriais sdo amplamente utilizados em estudos de taxonomia e biogeografia, e R.
prolixus e R. robustus séo espécies filogeneticamente muito proximas foi realizada uma
comparacao entre a sequéncia mitocondrial de Rhodnius prolixus UFRJ e sequéncias
disponiveis na literaturade de R. prolixus e R. robustus. Além disso, foi feito a busca
por polimorfismos presentes no genoma mitocondrial da colénia UFRJ, que pudessem
ser Uteis nos estudos de genética populacional. A busca por variantes identificou 25
SNP’s e 2 Indels com potencial para serem usados como marcadores moleculares. Os
resultados obtidos neste estudo produziram informacdes importantes acerca da
biologia desse vetor, assim como para a filogenia do grupo que esse organismo esta

inserido.



ABSTRACT

Chagas disease is caused by Trypanosoma cruzi, a protozoan parasite transmitted to
the mammalian hosts through the feaces of blood-sucking triatomine bugs. Rhodnius
prolixus is one of the most epidemiologically relevant vectors of Chagas disease in Latin
and Central America. The aim of this study was to obtain more knowledge about this
insect through the assembly of its mitochondrial genome. The UFRJ mitogenome was
completely assembled using insect cDNA libraries and a NIH mitogenome to guide the
assembly. For the assembly three different approaches were used, which involved the
programs Trinity, SPAdes, Blast and Bowtie2, among others. The R. prolixus
mitogenome has 37 genes coding for 13 proteins, 2 rRNAs and 22 for tRNAs. With the
assembly of the UFRJ mitogenome, a phylogenetic tree was made with the
concatenated mitochondrial proteins of Rhodnius prolixus along with other sequenced
Reduviid species. Mitochondrial gene expression analysis was also performed using the
Salmon and Expander program. Pathogen infection and haematophagy appear to affect
mitochondrial gene expression. As mitochondrial genomes are widely used in taxonomy
and biogeography studies, and R. prolixus and R. robustus are very closely related
phylogenetically species, a comparison was made between the mitochondrial sequence
of Rhodnius prolixus UFRJ and sequences available in the R. prolixus and R. robustus.
In addition, a search was made for polymorphisms present in the mitochondrial genome
of the UFRJ colony that could be useful in population genetic studies. The search for
variants identified 25 SNPs and 2 Indels with potential to be used as molecular markers.
The results obtained in this study produced important information about the biology of

this vector, as well as for the phylogeny of the group that this organism is inserted.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencgas Tropicais Negligenciadas

A expressao doencas tropicais negligenciadas (DTN) é usada para classificar
um grupo de doencas infectocontagiosas, sendo que atualmente 20 doencas estao
incluidas nesta lista da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Elas possuem agentes
etiolégicos distintos, da mesma forma suas manifestagbes clinicas, métodos
diagnésticos e estratégias de tratamento/prevencdo/controle variam de acordo com a
singularidade de cada enfermidade (FEASEY et al., 2010). O termo tropical é
empregado para agrupa-las devido a sua predominancia em paises tropicais, porém
elas também estdo presentes em ambientes subtropicais. Ao todo as DTNs estédo
presentes em 149 paises do mundo, elas se disseminam e perpetuam em regides
financeiramente desprovidas das Américas, Africa e Asia afetando aproximadamente
um bilh&o de pessoas (VASCONCELOS, KOVALESKI E JUNIOR, 2016; MOLYNEUX,
SAVIOLI E ENGELS, 2017). Em geral, as DTNs sao enfermidades que afetam
majoritariamente, mas nao exclusivamente, individuos de baixa e média renda, que
vivem em condi¢cdes de vida precaria, com acesso limitado a salude e a estrutura
sanitaria e habitacional adequadas (ALMEIDA, ALMEIDA E RAMALHO, 2017). O termo
"negligenciadas" é efeito da indiferenca histérica devido o pouco apelo das DNTs
diante de grandes industrias farmacéuticas, sedes de pesquisas de renome e de

responsaveis por promover politicas de saude (FEASEY et al., 2010).

Entretanto, nos udltimos anos essa situacdo comecou a mudar, as DNTs
passaram a ter cada vez mais atencdo no cenario mundial. A globalizacdo esta
impondo ao mundo um ritmo migratorio cada vez mais acelerado que tem gerado
efeitos a nivel local, regional e internacional (SANSOM, 2018) Os agentes etioldgicos
nao estdo isentos dessas mudangas, 0 movimento populacional, por exemplo, tem feito
com que parasitas considerados endemicamente estaveis entrem em movimento
(BOOTH; CLEMENTS, 2018). Logo, as DNTs nao estdo mais geograficamente restritas

aos locais de baixa renda, existindo exemplos de diagndstico em paises nao
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endémicos (NORMAN et al., 2010). A consequéncia do aumento de visibilidade dado
as doencas tropicais negligenciadas pode ser visto no crescente numero de
documentos discutindo esse tépico. A declaracdo do Milénio, assinada em 2000 pelos
membros da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), estabeleceu metas para reduzir
em 15 anos a pobreza extrema, dentre as metas estd a eliminacdo de doencas que
afetam milhdes de pessoas ao redor o mundo, inclusive as DNT’s (HOTEZ et al., 2007).
Em 2005 a OMS criou um departamento especifico encarregado de abordar a situacao
dessas enfermidades, e o resultado foi a criacdo de um plano global de combate destas
doencas, onde a OMS estabeleceu que o controle do hospedeiro intermediario e do
vetor é algo imprescindivel para a prevencado, controle, eliminacdo e erradicacdo de
doencas tropicais negligenciadas. Cinco das vinte DTNs sédo causadas por patégenos
cujos vetores sdo insetos hematdfagos e que estdo presentes na América Latina —

doenca de Chagas, dengue/chikungunya, filariose, leishmaniose e oncocercose.

1.2 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC) € uma enfermidade parasitaria sistémica causada
pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). A transmisséo vetorial
do T. cruzi € considerada o modo de maior relevancia epidemiolOgica, insetos
hematé6fagos da subfamilia Triatominae, popularmente conhecidos como barbeiros, séo
0s responsaveis por promové-la (COSTA et al., 2013). Este parasita desenvolve o seu
ciclo de vida em, pelo menos, dois organismos, um hospedeiro vertebrado e nos
invertebrados (triatomineos), onde apresenta diferentes estadios evolutivos
(JUNQUEIRA; GONCALVES; MOREIRA, 2011). A principio, qualquer vertebrado &
capaz de suprir as demandas alimentares dos triatomineos, mas no meio ambiente
muitos mamiferos acabam servindo de reservatorio para o T. cruzi. A principio, a DC
era considerada uma enzootia, por ela se manifestar somente em animais silvestres,
pois eles serviam de alimento para triatomineos também silvestres. Porém, tornou-se
uma zoonose como consequéncia da invasao do ser humano a biétopos naturais, deste
modo possibilitando o seu contato com esses insetos e uma transmissao “acidental”,

pois, assim como outros mamiferos, também sdo suscetiveis ao barbeiro (Coura,
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2003). Com o desmatamento dos ambientes naturais para dar espaco a agricultura,
criagdo de gado e moradias humanas, animais silvestres, inclusive, algumas espécies
de triatomineos conseguiram eficazmente se adaptar a ecotopos artificiais. O que
propiciou que esses locais se tornassem coabitados por vetores, reservatérios e
humanos, e devido a suscetibilidade do homem ao parasita essa enfermidade tornou-
se uma antropozoonose (Figura 1) (DIAS JUNIOR, 2011).

Ciclo Silvestre Ciclo Doméstico

Infeccdo ocastonal ()

nimais

w X

vestres

Figura 1 - Esquema dos dois ciclos de transmisséo do T. cruzi existentes. No ciclo silvestre
a transmissdo do T. cruzi feita pelos triatomineos ficaria restrita aos animais silvestres, mas a invasdo do
ser humano a esses espacgos possibilitou a sua transmisséo ocasional. Com o decorrer do tempo
algumas espécies se adaptaram a viver em ambientes artificiais, chegando até a colonizar casas, isso
tornou mais facil a propagacgéo da DC nos seres humanos.

Na transmissao vetorial o T.cruzi € transmitido pela excreta dos triatomineos
contaminados, isso acontece pois, em geral, eles defecam durante ou apds o repasto e
acabam liberando formas infectantes do parasito (Brasil, 2009). O ciclo se inicia quando
0 vetor adquire o parasita de um reservatorio, normalmente, quando se alimentam de
um mamifero. A forma infectante deste protozoario, a tripomastigota, circula no sangue
do hospedeiro, o triatomineo acaba a ingerindo ao se alimentar. Ja no interior do
barbeiro, o parasita se diferencia e duplica em epimastigota, em seu intestino médio,
que apdés um tempo se diferencia em tripomastigotas metaciclicos na porcéo posterior
do intestino. No préximo repasto, os barbeiros infectados, liberam os tripomastigotas
metaciclicos presentes em seu intestino, que entram no corpo do hospedeiro quando

ocorre 0 contato das fezes com a corrente sanguinea ou mucosas dos organismos.
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Uma vez na corrente sanguinea a forma tripomastigota pode invadir ativamente
diferentes células desse individuo ou entéo ser fagocitada por células do sistema imune
do hospedeiro. O T.cruzi tem tropismo por células musculares, macrofagos e também
por células epiteliais e fibroblastos, o que explica os sintomas clinicos apresentados
pela DC. Quando invadem as células do hospedeiro, os tripomastigotas se diferenciam
em amastigotas, responsaveis pela fase intracelular, que comecam a se multiplicar por
divisdo binaria. Ao se acumularem no interior das células, os amastigotas podem se
diferenciar novamente em tripomastigotas, escapar de dentro da célula ao provocar lise
celular e entrar em circulacdo novamente. Os tripomastigotas circulantes fecham o
ciclo, ja que podem ser ingeridos por um novo vetor ou infectar uma nova célula
hospedeira (Figura 2) (WILKOWSKY, 2018; CDC, 2019). A maioria dos individuos
infectados por T. cruzi carrega o parasito no sangue, tecidos e orgaos, durante toda a
vida. Apesar desse modo ser o de maior relevancia epidemiolégica, ndo se deve
desconsiderar os outros meios de transmissdo da infeccdo chagasica como,
transfusbes de sangue; transplante de 6rgdos ou tecidos; via congénita; oral, pela
ingestao acidental de alimento contaminado com o protozoario, e a considerada via de
excecdo, a acidental, decorrente por exemplo de acidentes laboratoriais (CARVALHO,
2018).

Estagio no inseto vetor Estagios humanos
inseto ingere sangue, depositando
tripomastigotas metacichcos que entram = 0 Tripomastigotas metaciclicos penetram vérios
pela ferida ou por membranas mucosas lipos celulares no local de entrada. Dentro das
1 a: células, se transformam em amastigotas
L 7 LN e
tripomastiactas metaciclicos (\‘
no |ntestlno posterior '
% Amastigotas se multiphcam por
Tripomastigotas fiss&o bindria dentro das células
mumpbcam 1o intestino podem infectar outras dos tecidos infectados
células e se transformar em
amastiootas intracelulares
/| ’ em novos locais
Inseto se nutre de sangue / I
epumast:gotas no  (tripomastigotas ingeridos) /

TN ~ Y

Amastigotas infraceiulares
se transformam em tripomastigotas,
que entram no sangue ao
estourarem as células

Figura 2 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: Adaptado de (CDC, 2019).
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Apo6s a infeccdo pelo protozoario os hospedeiros podem ou ndo apresentar
sintomas, pois essa enfermidade apresenta curso clinico bifasico, com uma fase aguda
por vezes nao identificada, podendo evoluir para a fase cronica. A maioria dos
pacientes na fase aguda ndo apresentam sintomas ou manifestam sintomas
inespecificos (DIAS JUNIOR, 2011). Durante a fase cronica, os pacientes também
podem estar livres dos sintomas, mas alguns progridem para as formas clinicas da
doenca cardiaca, digestiva e cardiodigestiva. A gravidade dos casos esta relacionada a
cepa infectante, a via de transmissdo e a existéncia de outras patologias
concomitantes, que podem ser fatais se ndo diagnosticadas e néo tratadas (AMARAL
et al.,, 2017). Apos a contaminacao, aproximadamente 30% dos pacientes infectados
evoluem para a Cardiopatia Chagasica Crbnica e em torno de 10% desenvolvem a

forma digestiva da doenca (AYO et al., 2013; BESTETTI; RESTINI, 2014).

Apesar da DC ser primariamente limitada a 21 paises do continente americano,
devido a mobilidade populacional casos vém sendo detectados em outros continentes
(WHO, 2019a). A imigracédo de cidadaos latino-americanos contaminadas por T. cruzi
para a América do Norte, Europa, Japdo e Australia, regides sem experiéncia na
prevencdo, diagnostico e tratamento da doenca, viabilizaram a transmisséo
transfusional, congénita e por transplantes de 6rgaos em paises ndo endémicos (Figura
3). Casos de doenca em viajantes que regressam de paises latino-americanos e
adocdo de criancas naturais dessas regides também propiciaram a expansao da
distribuicdo dessa doenca (PAHO, 2019).

Atualmente, a WHO estima que em torno de 8 milh6es de pessoas no mundo
todo estejam contaminadas pelo protozoario causador da DC, a grande maioria na
América latina, e mais de 25 milhdes estédo correndo risco de infec¢cdo. Somando todas
as formas de transmisséo sao relatados cerca de 56.000 novos casos de contagio por
ano, que acabam gerando mais de 10.000 mortes devido a complicacdes da doenca.
No entanto, apesar de apresentar uma elevada carga de morbimortalidade em paises
da América latina, essa enfermidade ainda figura como uma doenga tropical

negligenciada.

20



6000

Estimated number of T. cruzi infected cases
o =300 [ Mo data available

@ 900-89999 [ Mot applicable 0 / %

@ 50000899998

. =900 000

Figura 3 - Distribuicdo Global da Doenca de Chagas, casos relatados a WHO no periodo de
2006 a 2010. Fonte: (WHO, 2019)

E necessario que haja mais acbes efetivas para o melhoramento das medidas
de prevencdo e tratamento dessa patologia (WESTPHALEN; BISUGO; ARAUJO,
2012). No presente, existe apenas dois farmacos disponiveis para o tratamento da DC,
e eles sdo eficazes apenas na fase inicial da enfermidade, ainda ndo se dispde de

vacina para uso imediato (DIAS et al., 2016).

Logo, a inexisténcia de um tratamento realmente competente contra a DC, que
elimine ou evite o protozoéario, e a grande chance de colonizacdo e recolonizacao
domiciliar pelos vetores, em areas endémicas, evidenciam a grande dificuldade no
controle da doenca. Diante desse cenario, a reducdo da propagacdo esta
intrinsecamente relacionada ao controle do vetor (DIAS et al., 2016; PAVAN, 2013).
Tanto que a resolucdo WHA 63.20 da sexagésima terceira Assembléia Mundial da
Saude em 2013 definiu como meta necessaria para alcancar a erradicacdo da doenca
de Chagas, a interrup¢do da transmissédo vetorial intradomiciliar na América latina até

2020 (WHO, 2019b). Sendo assim, € muito importante o desenvolvimento de novas
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estratégias que possam controlar de maneira eficiente o agente transmissor.

No Brasil, hoje em dia, predominam os casos cronicos decorrentes da infec¢ao
por via vetorial em décadas passadas. Entretanto, ainda € relatado um numero
expressivo de pacientes com doenga de chagas aguda, foram 2.330 casos confirmados
no periodo de 2007 a 2017, destes 36 levaram a Obito. Entre os casos de DCA
confirmados no Brasil, observou-se que a forma de transmissdo oral foi a mais
frequente. No entanto, vale ressaltar que quase 20% dos casos foram computados com
a forma de transmissdo ignorada ou sem preenchimento deste campo na ficha de
notificacdo, sendo que 44,7% destes registros sdo do estado do Para, estado com
maior indice de transmissdo vetorial do pais, bem como 21,2% n&o informaram o
estado de infeccéo. Apesar da ocorréncia em menor propor¢cao da transmisséao vetorial
(8,9%), vale ressaltar a persisténcia desta forma mesmo depois de 2006, ano em que o
Brasil obteve a certificacdo de interrupcdo de transmissdo por Triatoma infestans no
Pais (Figura 4). Estes dados em conjunto reforcam a provavel subestimativa dos casos
relativos a esta forma de transmissdo (SINAN, 2019). Além disso, outros paises
endémicos ainda ndo conseguiram erradicar seu vetor principal, como a Colémbia com

Rhodnius prolixus (WESTPHALEN; BISUGO; ARAUJO, 2012).

Modo de infecgéo

Outro |

Ignorado ou em branco

454

Transfusional

Vetoria

208

1.648

Figura 4 - Modos de infec¢cdo da Doenca de Chagas no Brasil. Dados referentes ao periodo de 2007
a 2017. Persisténcia da transmissado vetorial mesmo apds a interrup¢do de transmisséo por Triatoma
infestans, considerado principal vetor do pais. Fonte: (SINAN, 2019).
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Das mais de 150 espécies vetores conhecidas, 68 foram identificadas no Brasil
(CARVALHO, 2018; BRASIL, 2009; Ministério da Saude, 2019) (Figura 5). A
momentanea exclusdo da transmissdo tipica por Triatoma infestans nédo significa o
controle efetivo da doenca no pais, ja que outros triatomineos tem potencial para

ocupar o nicho ecoldgico deixado vago por essa espécie erradicada (CARVALHO,
2018).

Legenda

[ Distribuigio de Triatomineos:
Panstrongvlus geniculatus
Panstrongvlus lurzi
Panstrongvlus megistus
Rhwoelwins masutus
Rhodnins robustos
Rhodnins neglecins
Triatoma maculata
Triatoma psendomaculara
Triaroma infestans
Triatome rubrovaria
Triatoma brasilienses
Triatoma sordida
Triatomea vitticeps

500 0 500

Fonte: GT Chagas CGDT/DEVIT/SVSMS
BANCO DE DADOS: Planilhas SES-BRMS

Figura 5 - Distribuicdo dos triatomineos de maior importancia epidemioldégica ao longo do
territorio brasileiro, ano de notificagdo 2012 e 2016. Fonte: (Ministério da Salde, 2019).

1.3 Triatomineos

Atualmente, a subfamilia Triatominae, incluida na Ordem Hemiptera, Subordem
Heteroptera, Familia Reduviidae, é composta por 152 espécies ocorrentes e 2 extintas
(VENDRAMI et al., 2018). Os triatomineos encontram-se amplamente distribuidos no
continente americano, sua area de ocorréncia vai desde o nordeste dos Estados
Unidos até a Patag6nia Argentina (Figura 6). Todavia, ha relatos de espécies que
habitam regides tropicais na Asia (GORLA; NOIREAU, 2017). Apesar de viverem em

diferentes ecotopos, todos os triatomineos sdo hematéfagos, logo, potenciais vetores
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do agente etiolégico da DC. Até o momento, essa subfamilia é agrupada em 5 tribos,
Alberprosenini, Bolboderini, Cavernicolini, Rhodniini e Triatomini, que incluem 15

géneros.

Ainda h& controvérsias acerca da evolucdo dessa subfamilia, em 1979 Lent e
Wygodzinsky foram os primeiros a sugerir a monofilia do grupo com base na
hematofagia e em caracteristicas morfolégicas que sdo adaptacdes associadas a seu
habito alimentar (LENT; WYGODZINSKY, 1979). Porém, devido a grande diversidade
de habitats ocupados pelos triatomineos, sua distribuicdo geografica descontinua e ao
fato de sua plasticidade morfoldgica, a hipétese de monofilia comecou a ser contestada
Nnos anos seguintes, surgindo a ideia da parafilia (SCHAEFER, 2003) e posteriormente
da polifilia do grupo (SCHOFIELD; GALVAO, 2009). Apesar disso, estudos recentes,
com dados moleculares (WEIRAUCH; MUNRO, 2009) e morfolégicos (WEIRAUCH,
2008) acharam evidéncias que suportam a hipétese original de monofilia criada por
Lent e Wygodzinsky. Apesar desses valiosos esforcos a filogenia do grupo ainda € uma
guestao delicada na literatura, ja que mais tarde alguns estudos indicaram a parafilia de
Triatominae em relacdo aos géneros Opisthacidius e Zelurus (ZHANG et al., 2016;
JUSTI; GALVAO, 2017; MONTEIRO et al., 2018).

As duas Tribos mais conhecidas e bem estudadas desta subfamilia s&o
Triatomini e Rhodniini, isto por incluirem as espécies mais relevantes na transmissao
para humanos. E evidente que o sucesso como vetor depende de determinadas
caracteristicas apresentadas pelas espécies, sem duvida uma delas € a capacidade de
domiciliacdo. Espécies capazes de habitar casas humanas, em geral, estdo mais
préximas da populacdo e por isso, € mais provavel que a transmisséo vetorial seja
proveniente de uma delas. Inclusive sabe-se que 12 barbeiros estdo bem adaptados a
habitacbes humanas, sendo estes considerados os principais vetores (DORN et al.,
2011). As espécies gue sdo consideradas o0s principais vetores sao: Triatoma
brasiliensis e Triatoma infestans na América do Sul, Triatoma dimidiata e Rhodnius

prolixus na América Central e norte da América do Sul.
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Figura 6 - Distribuicdo aproximada das espécies da Subfamilia Triatominae de maior relevancia
epidemioldgica. Fonte: (DORN et al., 2011)

1.4 Rhodnius prolixus

O género Rhodnius é dividido em duas grandes linhagens evolutivas: os grupos
prolixus e pictipes distribuidos a leste da Cordilheira dos Andes (também chamados de
cis-andinos) e o grupo de pallescens a oeste dos Andes (trans-andino) (JUSTI;
GALVAO, 2017). O género tem ocorréncia natural desde a América Central até o norte
da Argentina, todavia a Amazbnia € uma regido que concentra uma alta riqueza de
espécies. Esses vetores sdo encontrados com mais frequéncia em copas de palmeiras
no ambiente silvestre, porém também podem ser encontrados eventualmente, no

peridomicilio e no interior de habita¢cdes humanas.

Rhodnius prolixus (Stal, 1859) é um de seus membros mais conhecidos devido a

sua importancia epidemioldgica, em grande parte consequéncia da sua adaptacao a
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habitacbes humanas, na Venezuela, Colémbia e em paises da América Central
(PAVAN, 2013) (Figura 7). Vale ressaltar também sua elevada capacidade reprodutiva,
possuindo até trés geracGes anuais. Ademais além de transmitir T. cruzi, sabe-se que
ele também é capaz de abrigar outro parasita, o0 Trypanosoma rangeli (Tejera, 1920), e
ainda infec¢Bes mistas de T. cruzi e T. rangeli. Apesar desse protozoario flagelado ndo
ser causador de doengas, a resposta imune induzida pela sua presenca no hospedeiro
leva a producdo de anticorpos que podem gerar reacdes cruzadas com antigenos
do T. cruzi interferindo no diagnostico da doenga de Chagas (BELINATO, 2014). Na
literatura ele ja foi registeado em paises como Bolivia, Brasil, Equador, Guiana
Francesa, Guiana, Panama e Suriname mas isso se deve a sua erronea identificacéo,
sendo confundido com outro triatomineos como por exemplo o Rhodnius robustus
(GORLA; NOIREAU, 2017). E muito dificil discriminar R. prolixus e R. robustus
baseado apenas em caracteres morfologicos, entretanto sua distin¢cdo ficou evidente
apos estudos filogenéticos empregando dados moleculares, no momento sabe-se que
além de serem taxons diferentes, portanto com material genético distintos, R. robustus
ainda abrange linhagens divergentes (MONTEIRO et al., 2018). A correta identificacao
dessas espécies € de suma importancia para o controle do transmissor da Doenca de
Chagas, jA que taxons distintos podem apresentar capacidade vetorial diferente, a
diversidade genética deles pode influenciar na sua adaptacdo como vetor, por exemplo
na sua domesticacdo ou no desenvolvimento de resisténcia a pesticidas (GOURBIERE
et al., 2012).
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Figura 7 - Distribuicdo geografica de R. prolixus na América Central e do Sul. Fonte: (BELINATO,
2014).

Apesar dos avancos feitos no ultimo século ainda ha pouca informacéo
genética acerca desses insetos. Até 0 momento, dos triatomineos apenas R. prolixus
tem o seu genoma sequenciado (MESQUITA et al., 2015). Outros 3 membros da tribo
Triatomini tiveram seu genoma mitocondrial publicado, Triatoma dimidiata (DOTSON;
BEARD, 2001), Triatoma infestans (PITA et al., 2017) e Triatoma rubrofasciata (DONG
et al., 2018). Logo, o estudo do genoma mitocondrial deste organismo ndo somente
traz mais informacdes de um vetor com grande importancia epidemioldgica, como pode
ser de grande utilidade para a resolucdo das questdes filogenéticas ndo sé do género

Rhodnius como da subfamilia Triatominae.
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1.5 Genoma mitocondrial

As mitocbndrias sao organelas citoplasmaticas, presentes na maioria das células
eucaridticas, responsaveis pela geracado de energia celular através da liberacao de ATP
(LAVROV; PETT, 2016). As mitocondrias despertam a atencao dos cientistas a tempos,
ainda na década de 60 foi descoberto que essas organelas apresentam genoma
proprio (SMITH, 2016), a partir deste momento iniciou-se uma busca pelo
sequenciamento desse material genético. Foi somente em 1981 que o primeiro genoma
mitocondrial (mitogenoma) finalmente foi sequenciado por completo, o genoma
mitocondrial humano (ANDERSON et al.,1981). Posteriormente, outras espécies
tiveram seus mitogenomas sequenciados, alguns de forma completa e outros apenas
sequéncias parciais. Apenas quatro anos depois, em 1985, foi sequenciado o primeiro
genoma mitocondrial de inseto, o da Drosophila sp. (SMITH, 2016).

Em geral, o mitogenoma dos insetos é formado por uma molécula circular de
dupla fita, que possui em média de 15.000 a 18.000 pares de bases (CAMERON,
2014). Algumas diferencas ficam evidentes quando comparados ao genoma nuclear,
nele ha um empacotamento génico denso, onde a maior parte dos nucleotideos
constitui uma sequéncia codificadora, logo, com poucas regibes ndo codificantes e
também sem introns, além disso, os codons tem um uso mais flexivel nessas organelas
e 0 codigo genético é variante, a0 menos quatro codons codificam aminoacidos
diferentes dos realizados pelo codigo “universal” (ALBERTS et al., 2010).
Estruturalmente, esse cromossomo contém 37 genes; dos quais 13 sdo genes
codificantes de proteinas (PCG - do inglés Protein coding sequence) estruturais e
funcionais relacionadas ao transporte de elétrons e fosforilacdo oxidativa, dois sao de
RNA ribossomal (RNAr) e 22 sdo de RNA transportador (RNAt) envolvidos na traducéo
dos GCPs. Também esta presente regides ndo-codificadoras, como alguns pequenos
espacadores intergénicos (IGS — do inglés InterGenic Spacer) e uma regidao rica em
A+T, denominada regido de controle, por conter a origem de replicacao e transcricao
(CAMERON, 2014). Entretanto, apesar de ter uma maquinaria prépria a mitocéndria
ainda necessita de proteinas sintetizadas e transcritas no nucleo celular, que

posteriormente serdo traduzidas no citoplasma e importadas para o interior dessa

28



organela, como por exemplo, proteinas envolvidas na replicacdo e reparo do DNA
(TAKAHASHI, 2010) (Figura 8).
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Figura 8 - Proteinas e RNAs presentes nas mitocondrias, 0 esquema aponta a cooperacdo que
existe entre a mitocdndria e o nucleo. O sistema, como um todo, s6 se mantém pela soma da
presenca de proteinas codificadas pelo genoma mitocondrial a de proteinas codificadas no nucleo e
posteriormente importadas para o interior da mitocondria. Fonte: (ALBERTS et al., 2010).

O processo responsavel por gerar energia nas mitocondrias é chamado de
fosforilag&o oxidativa, nele elétrons de alta energia, NADH e FADH, séo transferidos ao
longo da cadeia transportadora de elétrons para o oxigénio. O transporte desse elétron
gera um gradiente de prétons que é usado para produzir ATP pela enzima ATP-sintase.
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Até o momento, foram identificados 92 genes participando da estrutura desse
processo, 13 sdo os PCGs codificados pelo mitogenoma e outros 79 séo importados do
nucleo celular. O complexo I, também chamado NADH-desidrogenase, € o maior dos
complexos enzimaticos da cadeia respiratéria, ele é composto por 44 cadeias
polipeptidicas, das quais 14 enzimas constituem a sua subunidade central (NAD1,
NAD2, NAD3, NAD4, NAD4l, NAD5 E NAD6 sao provenientes do genoma mitocondrial
jA as outras 7 sao importadas do nucleo). Mais 30 subunidades acessoérias auxiliam a
manter a estabilidade deste complexo. O complexo Il é formado inteiramente por
proteinas nucleares, sdo quatro subunidades. O complexo Ill, chamado citocromo c
oxidoredutase, contém 11 subunidades, apenas 1 é codificada pelo mitogenoma, o
citocromo b (CYTB). O complexo IV, ou citocromo c oxidase, consiste em 11
subunidades importadas do nucleo associadas a trés subunidades codificadas pelo
mitogenoma, Citocromo oxidase | (COXI), Citocromo oxidase Il (COXII) e Citocromo
oxidase Il (COXII). Por dultimo, o complexo V, ATP-sintase, compreende 19
subunidades, 2 sao codificadas pelo genoma mitocondrial (ATP6 e ATP8) (CHINNERY;
HUDSON, 2013; ALBERTS et al., 2010).

Apesar desse trafego de proteinas a replicacdo do DNA das mitocéndrias ndo é
restrito a fase S do ciclo celular, ou seja, € independente do tempo da replicacdo do
genoma nuclear (CHINNERY; HUDSON, 2013). A replicacdo mitocondrial nos insetos
foi mais estudada em espécies do género Drosophila. Nesses organismos, foram
encontradas evidéncias que sugerem que a replicacdo ocorra de forma assimétrica
(SAITO; TAMURA; AOTSUKA, 2005). O modelo de replicacdo assimétrico pressupde
gue ha uma origem de replicacdo especifica para cada cadeia (OJ - Origem da fita
majority (J) e ON- Origem da fita minority (N)), e que a sintese ocorre de forma
unidirecional (Figura 9) (YASUKAWA; KANG, 2018). A sintese da fita majority é
iniciada quando 97% da sintese da fita minority esta concluida (GODDARD;
WOLSTENHOLME, 1980). Logo, as origens das duas fitas estédo localizadas a 97% de
distdncia gendmica. Este modelo de replicagcdo faz com que a fita minority, que é
utilizada como molde para a replicagdo da majority, figue exposta momentaneamente
na forma de fita simples. As duas origens estdo localizadas na regido controle do

mitogenoma das Drosophilas. SAITO; TAMURA; AOTSUKA (2005) mapearam
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precisamente a extremidade 5’ nas novas fitas sendo formadas pelas duas origens do
mitogenoma de espécies de Drosophila (OJ esta localizada a poucos nucleotideos de
distancia do tRNAI, ja ON esta localizada mais préximo do rRNAS). Nesses insetos
uma sequéncia de timinas est4 localizada upstream das origens, o que sugere que esta
sequéncia de mononucleotideos pode estar envolvida no reconhecimento da origem de

replicagéo.

Fra Fita
Parental Fiha

Figura 9 - Esquema da replicagcéo assimétrica no mitogenoma de Drosophila. A sintese da fita majority
(J) s6 é iniciada quando 97% da sintese da fita minority (N) esta concluida. Fonte: (KAUPPILA, 2017)

Usando como referéncia a regido da origem de replicacdo de Drosophila, o
trecho de timinas foi encontrado no mitogenoma de insetos holometabolos, tais como
Tribolium castaneum e Bombyx mori (SAITO; TAMURA; AOTSUKA, 2005). Entretanto,
a cauda poli-T néo foi encontrada no mitogenoma de Locusta migratoria, um membro
da ordem Orthoptera, que teve a sintese identificada no mesmo estudo de SAITO;
TAMURA; AOTSUKA (2005). Nos mitogenomas de outros hemimetabolos, assim como
L. migratoria, poucos trechos de timinas foram encontrados na regido que se especula
estar as origens de replicacdo. Isto sugere que em L. migratoria, € em outros insetos
que nao tenham o trecho de timinas, um elemento diferente esteja envolvido na
regulacdo da replicagdo do mitogenoma. Em L. migratoria uma estrutura em grampo
estd localizada 20 pb upstream de ON (SAITO; TAMURA; AOTSUKA, 2005). Esta
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estrutura é um candidato promissor para a regulagcéo pois a fita heavy (equilavente a
fita minority de insetos), que contém a origem da fita light, apresenta um grampo no
mitoDNA de Homo sapiens (GUSTAFSSON; FALKENBERG; LARSSON, 2016).

O mecanismo envolvido na transcricdo do mitogenoma de insetos ainda € pouco
conhecido e, infelizmente, poucos estudos foram feitos nesses organismos. Boa parte
do conhecimento transcricional se baseia em teorias desenvolvidas para vertebrados.
Historicamente, estudos mostravam a existéncia de trés regibes promotoras no
mitogenoma de Homo sapiens, uma para a fita light chamado LSP (LSP - do inglés
Light Single Promoter) e duas para fita heavy (HSP1 e HSP2 - do inglés Heavy Single
Promoter) (TERZIOGLU et al.,, 2013). Porém, a existéncia de trés promotores € um
assunto bem controverso, alguns estudos sugerem a existéncia de apenas um
promotor para fita heavy (minor em insetos), sendo eles HSP1 e HSP2 (ZOLLO;
SONDHEIMER, 2017). O debate sobre essa questédo ainda existe, poréem BLUMBERG
et al. (2017) estudando transcritos nascentes em linhagens de células humanas,
usando as técnicas PRO-Seq. e GRO-Seq., acharam evidéncias que suportam a
existéncia e atividade dos trés promotores. A transcricAo nos mitogenomas é
policistronica, ou seja, produz um precursor de RNA que contém todos os genes
controlados por um mesmo promotor (GUSTAFSSON; FALKENBERG; LARSSON,
2016). Logo, esse precursor deve ser processado para gerar moléculas individuais de
MRNA, tRNA e rRNA (Figura 10) (D’SOUZA; MINCZUK, 2018). A edicdo deste
precursor é guiado pela localizagcdo dos RNAs transportadores, os tRNAs que sao
codificados entre os genes sao reconhecidos e removidos, assim 0s genes restantes
de proteinas e os RNAs ribossomais podem ser processados para assumir sua forma
funcional. Este mecanismo é conhecido como modelo de pontuacéo de tRNA (do inglés
tRNA punctuated model) (OJALA et al., 1981).

Em Drosophila, ap6s a clivagem dos tRNAs os transcritos restantes recebem
uma cauda poli-A. Neste inseto foram identificados 11 mRNAs com cauda poli-A, nove
correspondem a mRNAs de um Unico gene, e dois séo bicistrénicos (contém pares de
genes que nao possuem um tRNA os separando, ATP8/ATP6 e NAD4I/NADA4)
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(BERTHIER et al.,, 1986; STEWART; BECKENBACH, 2009). Além disso, ainda foi
detectado poliadenilacdo nos dois RNAs ribossomais (STEWART; BECKENBACH,

2009).
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Figura 10 - Visdo geral da transcricdo mitocondrial humano, processamento pds-transcricional e
traducdo de RNA. O processamento do transcrito primario € guiado pela localizacdo dos RNAs
transportadores, conhecido como modelo de pontuagédo de tRNA. Apés a clivagem dos tRNAs os RNAs

mensageiros e RNAs ribossomais podem ser processados para assumir sua forma funcional.

O estudo dos mitogenomas com o decorrer do tempo contribuiu para uma ampla
gama de campos cientificos, sendo dificil detalhar todos eles. Para a medicina, por
exemplo, informacdes provenientes desses estudos contribuiram para o diagndéstico e
potencial tratamento de distirbios genéticos associados as mitocondrias (Smith, 2016).
Além disso, para muitos taxons as sequéncias mitocondriais obtidas e estudadas
constituem a pouca informagdo génica disponivel, anteriormente ausente. Mas, sem
duvida, seu uso é muito empregado em pesquisas de genética populacional e biologia
evolutiva. Os genes mitocondriais sdo marcadores genéticos utilizados para muitos
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fins, dentre eles pode-se citar a inferéncia filogenética, identificacdo de origem de
espécies, filogeografia, andlise da estrutura e dindmica populacional e evolugéo
molecular (ZHANG; HEWITT, 1997). Varias caracteristicas contribuem para 0 sucesso
do DNA mitocondrial como marcador molecular, tais como a auséncia de recombinacéo
nessa molécula, a heranca nao-mendeliana, ou seja, unicamente uniparental, ao
contrario do genoma nuclear que possui heranca biparental, alto nimero de cépias e
expressdo e altas taxas de evolugdo quando comparado ao DNA nuclear (em alguns
casos chegando a ser até 10 vezes maior) (BARBOSA, 2018; NEVES, 2012).

Como dito anteriormente, ha apenas trés genomas mitocondriais de triatomineos
disponiveis na literatura; Triatoma dimidiata (DOTSON; BEARD, 2001), Triatoma
infestans (PITA et al.,, 2017) e Triatoma rubrofasciata (DONG et al.,, 2018). Os
mitogenomas seguem o0 arranjo e orientacdo de genes mitocondriais encontrado em
insetos ancestrais (Figura 11) (CAMERON, 2014). A Tabela 1 apresenta informacdes

comparativas sobre os genomas mitocondriais disponiveis na literatura.
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Figura 11 - Diagrama do genoma mitocondrial de insetos ancestrais. Os genes de RNA de
transferéncia sdo indicados pelas abreviaturas IUPAC-IUB de uma letra para o seu aminoacido
correspondente, coloridos em amarelo. Os genes que codificam proteinas estdo em azul e os
responsaveis pelo RNA ribossomal em verde. Em roxo esta representada a regido de controle (RC).
Adaptado de (CAMERON, 2014).
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Tabela 1 - Comparagao entre os genomas mitocondriais de triatomineos totalmente sequenciados
até o momento.

Espécies de Triatomineos T. dimidiata T.infestans T. rubrofasciata

Tamanho (pb) 17.019 17.301 17.150
Conteudo AT (%) 69,5 68,7 69,8
Total de genes 37 37 37
Genes para proteina 13 13 13
Genes para rRNA 2 2 2

Genes para tRNA 22 22 22

NUmero de acesso ao

AF301594 KY640305 MH934953
GenBank

Entretanto, mesmo antes da publicagcdo do mitogenoma de T. dimidiata alguns
estudos ja tinham sido realizados com sequéncias parciais, principalmente usando
genes considerados marcadores moleculares. Em 1998 trés marcadores mitocondriais
(as subunidades ribossomais e COXI) foram utilizados para investigar a relacéo
filogenética de oito membros da tribo Triatomini (GARCIA; POWELL, 1998) e Stothard
et al., (1998) usou um fragmento da subunidade maior ribossomal para tentar
desvendar a relacdo entre nove triatomineos, incluindo trés generos Triatoma,
Panstrongylus e Rhodnius, R. prolixus estava representado. Pouco tempo depois
(MONTEIRO et al., (2000) publicou um artigo muito importante para a taxonomia dos
membros do género Rhodnius, principalmente R. prolixus e R. robustus. Usando
sequéncias da subunidade maior ribossomal e do citocromo b junto com um marcador
nuclear, o estudo conseguiu inferir na filogenia dos Rhodniini e confirmar R. robustus
como espécie distinta de R. prolixus. Este tema foi abordado novamente em estudos
posteriores, como (MONTEIRO et al., 2003) que empregou sequéncias do citocromo b
de 26 populacdes de R. prolixus e R. robustus, que reforcou a hipotese levantada na
pesquisa anterior, e também (FITZPATRICK et al., 2008; PAVAN, 2013; NASCIMENTO
et al., 2019).
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Até pouco tempo atras, definir o mitogenoma de uma espécie desejada era um
trabalho arduo e de alto custo, devido a etapas de clonagem e/ou as longas
amplificacdes por PCR, que além de apresentarem elevado custo financeiro ainda
exigiam muito tempo de preparacdo. Com o avanco da tecnologia dos sequenciadores
de nova geracdo (NGS — do inglés Next-Generation Sequencing), tornou-se possivel o
uso de novas abordagens para identificar as sequéncias mitocondriais. Uma delas é o
uso de mitogenomas, de espécies préximas, disponiveis na literatura como molde para
reconstruir o genoma da espécie alvo, método de grande valia principalmente quando
se trabalha com organismos ndo modelos. O alto niumero de copias do genoma
mitocondrial e seu elevado nivel de expressao representa uma parcela consideravel
dos reads gerados em um sequenciamento NGS, o que permite que muitas vezes o
mitogenoma quase total seja recuperado. A eficiéncia dessa técnica fica evidente ao
observar genomas montados por essa abordagem (MOREIRA et al., 2016; PITA et al.,
2017).

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi estudar o genoma mitocondrial de Rhodnius

prolixus

2.2 Objetivos especificos

e Anotacdo dos genes no genoma mitocondrial de Rhodnius prolixus, colénia NIH

e Montagem do genoma mitocondrial de Rhodnius prolixus, colénia UFRJ,
utilizando o transcriptoma

e Anotacgdo dos genes do genoma mitocondrial da colénia UFRJ.

« Identificagdo da expressdo dos genes mitocondriais na colénia UFRJ

« Identificagdo da origem do mitogenoma da colénia UFRJ

e Avaliacdo de variantes no genomas mitocondrial da colénia UFRJ
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3. Metodologia

3.1 Montagem do Genoma Mitocondrial de Rhodnius Prolixus, colénia UFRJ

A etapa inicial do estudo do genoma mitocondrial de Rhodnius prolixus consistiu
na montagem do mitogenoma da coldnia UFRJ. Para isso, as sequéncias mitocondriais
foram buscadas nos transcriptomas disponiveis no laboratério utilizando um

mitogenoma molde.

As bibliotecas usadas neste estudo foram provenientes do trabalho desenvolvido
por colaboradores (CONTRERAS, 2015). O barbeiro R. prolixus mantido na colonia
UFRJ/IBgM, cresceu a temperatura de 28°C com uma umidade relativa de 70%-80%.
Neste estudo foram usadas as formas tripomastigotas e epimastigotas do protozoario
T. cruzi, respectivamente cepa Y e CL-Brenner, para infectar ninfas de primeiro estadio
em diferentes intervalos de tempo. Pode-se dividir os insetos em quatro grupos
amostrais: o primeiro contém ninfas alimentadas com sangue; o segundo é de ninfas
alimentadas e infectadas com a forma epimastigota; o terceiro sdo as ninfas
alimentadas e infectados com a forma tripomastigota; o ultimo grupo é composto pelos
insetos que nao foram alimentados. Os grupos alimentados foram analisados 1, 4, 8 e
12 dias apo6s a infeccdo feita nos grupos com o protozoario. Além disso, o grupo
epimastigota e tripomastigota ainda € subdividido em dois, pois as ninfas foram
infectadas com dois niveis de infeccdo por T. cruzi, 10® ou 10’ parasitas por ml de
sangue (Tabela 2). Foi feita uma triplicata para cada amostra, em cada réplica foi
utilizado um conjunto de 50 ninfas. As bibliotecas foram sequenciadas pela tecnologia
lllumina HiSeq2000.

A sequéncia escolhida como modelo foi 0 genoma mitocondrial Rhodnius
prolixus da colénia NIH que foi previamente sequenciado por Sanger por

colaboradores, que tem sua origem de uma coldnia na Guatemala/MERTU.
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Tabela 2 - Bibliotecas do transcriptoma de Rhodnius prolixus. A tabela contém informacg8es acerca
da quantidade e tamanho dos reads em cada condicdo, assim como do contetdo % AT.

Amostra Condigéo Dia Total reads Tamanho do read %AT
6246450 101 59

J Jejum - 6726759 101 59
6357987 101 60

7225473 101 61

S1 1 7231454 101 61
6977832 101 62

6831367 101 62

S2 4 6365569 101 62
Sangue 6917755 101 62

6087647 101 61

S3 8 6886925 101 61
6481183 101 62

6563139 101 62

S4 12 6174558 101 62
6628423 101 62

7377261 101 61

E1l 1 5812136 101 61
6411395 101 61

6688457 101 62

E2 4 7005241 101 62
. . 3 6177312 101 62
Epimastigota 10 5631649 101 62

E3 8 5641775 101 62
5994291 101 62

6025107 101 61

E4 12 6621110 101 62
5888603 101 62

6011569 101 61

ES 1 6593069 101 61
6288728 101 61

5801258 101 62

E6 4 6358742 101 61
) ) . 5878117 101 61
Epimastigota 10 6914199 101 61

E7 8 6595824 101 62
7708321 101 61

7253796 101 62

E8 12 6489302 101 63
6462764 101 62
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Tabela 2 - Bibliotecas do transcriptoma de Rhodnius prolixus. A tabela contém informacg8es acerca
da quantidade e tamanho dos reads em cada condic¢éo, assim como do conteddo % AT. (Continuagéo).

Amostra Condigéo Dia Total reads Tamanho do read %AT
6406586 101 61

Tl 1 6565412 101 62
6379660 101 62

6792809 101 62

T2 4 6229216 101 62
) i 6403123 101 62
Tripomastigota 103 6483184 101 63

T3 8 5641961 101 62
7661809 101 62

6816923 101 61

T4 12 6719875 101 62
6300558 101 63

5892552 101 63

T5 1 5931355 101 62
5227097 101 62

6289071 101 62

T6 4 5967411 101 62
. . 7 5545812 101 62
Tripomastigote 10 6210255 101 62

T7 8 5557271 101 62
7288301 101 63

6593399 101 62

T8 12 5877468 101 63
5722239 101 62

A montagem do mitoDNA completo da colénia UFRJ foi realizada pela
conciliacdo de 3 montagens diferentes (Figura 12). A primeira montagem (M1) consistiu
simplesmente do conjunto de contigs mitocondriais presentes na montagem global do
transcriptoma. A segunda e terceira estratégias (M2 e M3) foram empregadas para
tentar cobrir toda a extensdo do mitogenoma-NIH. M2 e M3 se basearam em

montagens somente dos reads mitocondriais com os programas SPAdes e Trinity.
Primeira montagem (M1)

Os dados brutos do transcriptoma foram avaliados pelo programa FastQC

versao 0.11.5 (ANDREWS, 2010). FastQC é um programa que gera um relatério sobre
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a qualidade das sequéncias de um arquivo fastq, portanto, auxilia na decisédo de
estratégias que melhorem a qualidade dos dados gerados. De modo, que ap0s essa
avaliacdo pode-se determinar os melhores parametros para a limpeza das bibliotecas.
Em seguida, os reads foram limpos usando o programa (Martin, 2011)Cutadapt versao
1.16 (MARTIN, 2011). A ferramenta Cutadapt foi empregada para remover 0S
adaptadores das sequéncias produzidas pelo sequenciamento illumina, e aparar bases
de baixa qualidade na extremidade 3’ dos reads antes da remoc¢ao do adaptador, foram
removidas bases com qualidade abaixo de 30. O nivel maximo de toleréncia de erros
(mismatches, insercbes e delecdes) entre as sequéncias dos adaptadores e
sequéncias presentes nos reads, para que uma sequéncia adaptadora seja
efetivamente removida foi de 0.2. Ou seja, admitiu-se uma taxa de erro de 20%, para
uma sequéncia ser removida ela poderia diferir em até 6 posicdes do adaptador
ilumina. Neste processo reads inferiores a 90 bp de comprimento também foram
deletadas. Sucessivamente a este processo, as reads foram avaliadas pelo programa

FastQC, desta vez para ter certeza da remoc¢ao dos contaminantes.

Os reads limpos do transcriptoma foram usadas como input no programa Trinity
versdo 2.2.0 (GRABHERR et al., 2011) para serem montadas usando a configuracéo
padrdo. Os contigs montados, que sdo a unido de dois ou mais reads, foram entdo
transformados em um banco de dados usando a ferramenta makeblastdb, verséo
2.2.31. Para formatar os contigs além de fornecer o arquivo fasta foi informado ao
programa que o banco de dados seria de nucleotideo. Apos isso o transcriptoma ficou
disponivel para ser usado pela ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(ALTSCHUL et al., 1990).

A identificacdo dos mito-contigs na montagem M1 foi feita usando o algoritmo
BLASTNn versdo 2.2.31 (ALTSCHUL et al., 1990) para comparar a similaridade dos
contigs da colénia UFRJ no mitogenoma da colénia NIH. O hit de menor identidade foi
de 85%. Entretanto, houve uma sele¢cdo manual por posi¢cado, em caso de sobreposicao
completa de dois contigs o menor foi descartado, independente da identidade dos
nucleotideos. A identidade ndo foi levada em consideracdo neste primeiro momento,

pois ap0s a montagem foi realizada uma etapa de verificacdo. Ou seja, para a
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montagem do mitogenoma foram usados os maiores contigs de M1, de forma a cobrir a
maior porcentagem possivel do mitogenoma. Os contigs selecionados (M1s) foram
editados manualmente de acordo com o sentido e a regido que se encontravam no

mitogenoma.
Segunda e terceira montagens (M2 e M3)

Na nova estratégia os dados brutos da colénia UFRJ foram alinhados com o
genoma mitocondrial da colonia NIH usando o programa Bowtie2 versdo 2.2.6
(LANGMEAD; SALZBERG, 2012), isso permitiu que fossem filtrados somente os reads
gue mapearam com o genoma de referéncia. A principio, foram criados os indices do
mitogenoma NIH utilizando o comando bowtie2-build. O alinhamento feito foi do tipo
end-to-end, o qual leva em consideracdo todos os nucleotideos das sequéncias ao
fazer a comparagéo. O score-min utilizado usa a fungéo linear: fx= -2+ -0,3 x x, onde X
corresponde ao tamanho do read, que permite um erro de 5%. Os reads filtrados foram
entdo alinhados usando o programa SPAdes (BANKEVICH et al., 2012), um montador
indicado para genomas, especialmente bacterianos, ele utiliza grafos de brujin para
construir sequéncias consensos. Para a montagem dos reads brutos foi utilizado os
parametros padrdo deste programa. Os contigs gerados por esta ferramenta foram
chamados de M2. Para a montagem do mitogenoma-UFRJ novamente houve uma
selecdo por posicdo. Foram selecionados manualmente apenas 0s contigs presentes
em regibes deixados sem sobreposi¢cdo por M1ls. Logo, as sequéncias que foram

selecionadas por essa abordagem foram chamadas M2s.

A terceira montagem M3 foi realizada com o Trinity, que € indicado para a
montagem de transcriptomas. Este programa aplica trés algoritmos em sequéncia
(Inchworm, Chrysalis e Butterfly) para gerar os contigs, e assim como o SPAdes, utiliza
grafos brujin para formar as sequéncias. O comando utilizado foi o padrdo indicado
pelo manual do programa. Novamente, os contigs foram selecionados por posicao.
Foram chamados de M3s os contigs localizados em regibes nao cobertas por M1s e
M2s.
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As sequéncias geradas por essas trés abordagens, M1s, M2s e M3s, foram
analisadas e conciliadas manualmente, de acordo com a sua orientag&o, no programa
BioEdit (HALL, 1999).

—
Transcriptoma
Trintty montado M1
rini —
BLASTNn Contigs
mitocondriais
e —

Mitogenoma NIH

M2
Readstotais . Contigs Bioedit Mitogenoma
—_—— gphd® mitocondriais UFRJ montado

[

Bowtie2 Reads
mitocondriais

T'fniry Contigs

Mitogenoma mitocondriais

NIH
M3

Figura 12 - Fluxograma usado para a montagem do genoma mitocondrial da colénia UFRJ. Dentro
dos retangulos azuis estdo indicados os arquivos de entrada de cada etapa, as setas estdo
acompanhadas dos programas usados.

Para saber o quanto do mitogenoma NIH cada estratégia conseguiu cobrir, 0s
mito-contigs gerados pelas montagens M1, M2 e M3 foram alinhados separadamente
com o mitogenoma NIH usando o programa Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012).
Novamente, o alinhamento foi do tipo end-to-end com score-min permitindo 5% de erro.
Os arquivos gerados neste alinhamento, arquivos SAM, foram convertidos em um
formato mais compacto o BAM, e posteriormente ordenados com 0 programa
SAMTools versao 0.1.19 (LI et al., 2009). SAMTools é uma ferramenta capaz de
manipular arquivos SAM e BAM, e dentre outras fun¢des, realiza conversao de formato,
controle de qualidade, indexacdo e ordenacdo de arquivos. Isto possibilitou a
visualizacdo deste alinhamento de forma gréafica com o programa Artemis vers&o 17.0.1
(CARVER et al., 2011), evidenciando quais regides do mitogenoma foram cobertas

pelos contigs gerados por cada estratégia.



Para avaliar a montagem realizada, assim como, verificar a profundidade de
sequenciamento de cada base no mitogenoma, os reads limpos do transcriptoma foram
alinhados no mitogenoma montado (Figura 13). A ferramenta Bowtie2 (LANGMEAD;
SALZBERG, 2012) foi utilizada para o alinhamento do tipo end-to-end e score-min
permitindo 5% de erro. A ferramenta SAMTools foi usada mais uma vez para converter
os arquivos de saida do alinhamento do formato SAM para o formato BAM e depois
para SORTED. Este alinhamento foi entdo observado graficamente usando o programa
Integrated Genome Viewer versédo 2.6 (IGV) (JAMES et al., 2017). Usando o IGV, a
sequéncia do mitogenoma UFRJ foi checada manualmente para possiveis
inconsisténcias na posi¢cao de um dado nucleotideo. A sequéncia final do mitogenoma
foi editada para conter em todas as posicdes o0 nucleotideo mais frequente.
Posteriormente, a cobertura dos reads limpos no mitogenoma UFRJ foi tabelado
usando o software SAMTools (LI, 2011).

Mitogenoma
UFRJ
wf= Alinhamento 1ev Visualizacéo do
Bowtie2 alinhamento
ConlroI?de qualidade Reads limpas
FastQC elimpeza FastQC

Cutadapt

Figura 13 - Fluxograma usado para a visualizagdo do genoma mitocondrial da colénia UFRJ.
Dentro dos retangulos azuis estdo indicados os arquivos de entrada de cada etapa, as setas estdo
acompanhadas dos programas usados. Apos a visualiza¢cdo o mitogenoma foi editados para conter em
todas as posicdes a base mais frequente.

3.2 Anotacéo e analise dos genomas mitocondriais

Apbés a montagem do genoma mitocondrial UFRJ, os mitogenomas das duas
linhagens de R. prolixus foram anotados usando o software de anotacdo automatica
MITOS2 (BERNT et al., 2013). Essa anotacao foi verificada manualmente pela analise
de resultados do BLASTX, que faz comparacdo entre uma sequéncia nucleotidica
(mitogenoma) e um banco de dados proteico, e do tRNAscan (LOWE; CHAN, 2016),

ferramenta utilizada para encontrar os tRNA'’s presentes numa dada sequéncia e que
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também fornece suas estruturas secundéarias. As repeticbes em tandem da regido

controle foram identificadas pelo programa Tandem Repeats Finder (BENSON, 1999).

A imagem circular do genoma foi feita usando o programa GenomeVX
(CONANT; WOLFE, 2008). A composicdo de nucleotideos e o0 uso relativo de cédons
sinbnimos (RSCU do inglés - Relative Synonymous Codon Usage) foram feitas usando
o programa CAlcal (PUIGBO et al., 2008). RSCU é calculado pela razdo da frequéncia
observada e a frequéncia esperada de um cédon. Por exemplo, dois cédons codificam
o amino&cido Tirosina (Y). Se o codon (UAU) for usado 100 vezes no genoma
mitocondrial de um total de 120 tirosinas presentes o valor de RSCU para este codon
sera de 2*100/120= 1,67. Os RSCU das duas colbnias de Rhodnius prolixus e dos
Triatomineos da literatura (T. dimidiata, T. infestans e T. rubrofasciata) foram
visualizados de maneira gréafica pelo programa CIMMiner (WEINSTEIN et al., 1997).

Com o objetivo de encontrar dominios conservados na regido controle, foi feito
um alinhamento desse fragmento dos mitogenomas de Rhodnius prolixus e o dos trés
Triatomineos da literatura (T. dimidiata, T. infestans e T. rubrofasciata) usando a
ferramenta ClustalW versédo 1.4 (THOMPSON et al. 1994) no programa Bioedit (HALL,
1999).

3.3 Busca de mitogenomas, alinhamento maultiplo e construcdo da arvore

filogenética.

Uma busca foi realizada no NCBI a procura de mitogenomas dos Reduvideos ja
sequenciados. Foram encontrados 23 genomas completos de espécimes da familia
Reduviidae, as espécies e seus codigos de acessos estdo organizados na (Tabela 3).
Apolygus lucorum (HQ902161) e Corythucha ciliados (KC756280) foram escolhidos
como grupo externo, pertencem respectivamente a familia Miridae e Tingidae. As
sequéncias codificantes (CDS) das 13 proteinas presentes no genoma mitocondrial dos
genomas estudados nesta dissertacdo em conjunto com as desses insetos foram
alinhadas pelo programa Muscle (EDGAR, 2004), usando a configuragcao padréo, e

conferidas manualmente. O alinhamento foi feito por proteina, e posteriormente
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concatenado usando o script catfasta2phyml (NYLANDER, 2015). A analise filogenética
foi realizada usando a ferramenta RAXML (STAMATAKIS, 2014), baseada no método
de maxima verossimilhanca usando a matriz Jones Taylor Thornton (JTT; JONES et al.,
1992). A confianca dos nés da arvore foi testada por Bootstrap de 1000 réplicas. Apés
isso, a arvore foi entdo visualizada e editada usando o programa FigTree (RAMBAUT,
2012).

Tabela 3 - Espécies da familia Reduviidae que ja possuem o mitogenoma disponivel, usados na
analise de filogenia.

Familia Subfamilia Espécies Acesso no GenBank
Reduviidae Ectrichodiinae Brontostoma colossus KM044501
Harpactorinae Agriosphodrus dohrni HM071001
Scipinia horrida KY069967
Rhynocoris incertis KY069966
Velinus nodipes KY069961
Peiratinae Peirates arcuatus KF752445
Peirates atromaculatus KF913538
Peirates fulvescens KF913537
Peirates lepturoides KF913541
Peirates turpis KF913540
Sirthenea flavipes HQ645959
Reduviinae Acanthaspis cincticrus KY069958
Acanthaspis ruficeps KX505848
Inara alboguttata KY069959
Reduvius gregoryi KY069969
Reduvius tenebrosus KC887529
Tapeinus singularis KY069960
Salyavatinae Valentia hoffmanni FJ456952
Stenopodainae Canthesancus helluo KY069968
Oncocephalus breviscutum KC887527
Triatominae Triatoma dimidiata AF301594
Triatoma infestans KY640305
Triatoma rubrofasciata MH934953
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3.4 Nivel de expresséo dos transcritos mitocondriais

Para verificar os niveis de expressdo dos transcritos mitocondriais em cada
condicao do transcriptoma, os reads limpos do transcriptoma foram alinhados nos CDS
do mitogenoma montado. O alinhamento foi feito usando novamente o programa
Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012), do tipo end-to-end e score-min permitindo
5% de erro. O programa Salmon versao 0.9.1 (PATRO et al., 2017) foi usado para
guantificar a abundancia dos transcritos a partir do sequenciamento de RNA, foi usado
0s parametros padrédo desta ferramenta. O Salmon faz a normalizacdo dos reads em
transcritos por milh&o (TPM), que foi usado na analise de perfil de expressao.

Para a analise de perfil de expressédo, uma tabela com as médias de TPM foi
inserida no programa Expander (SHARAN; MARON-KATZ; SHAMIR, 2003). No
Expander, foi usado a ferramenta hierarchical clustering para gerar os perfis de
expressdo dos genes mitocondriais. Esta ferramenta usa um algoritmo para calcular

uma arvore de dendrogramas para todos os perfis de expressao.

3.5 Comparacédo do mitogenoma de R. prolixus, colénia UFRJ, com sequéncias

da literatura para as espécies R. prolixus e R. robustus.

Com o intuito de elucidar a possivel origem do mitogenoma de R. prolixus da
colénia UFRJ foi realizada uma comparacdo com sequéncias nucleotidicas disponiveis
na literatura. As sequéncias usadas foram referentes aos genes do citocromo b e da
subunidade maior do RNA ribossomal de R. prolixus e de R. robustus (Tabelas 4, 5, 6 e
7). Essas sequéncias foram comparadas aos das colonias UFRJ através de um Blastn
feito no proprio site do NCBI, nenhuma modificacdo foi feita na configuracdo padrdo

desta ferramenta.

Uma busca feita na subdivisédo Nucleotide do site do NCBI usando os termos em
inglés Rhodnius prolixus e cytochrome b revelou 36 sequéncias, elas estao listada na
Tabela 4.
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Tabela 4 - Lista das sequéncias de citocromo b (CYTB) de Rhodnius prolixus usadas neste
estudo. A coluna “ID” contém o nimero de acesso das sequéncias do GenBank. A coluna “Regiao”
informa o territério onde o inseto foi coletado. A terceira coluna relata a referéncia bibliogréfica.

ID Regiéo Referéncia
AF045718 Colémbia, Bogota (Lyman et al., 1999)
AF421339 Honduras, Francisco Morazan, Orica
EF011726 Venezuela, Cojedes
EF011723 Venezuela, Guérico, Ortiz
EF011721 Venezuela, Guarico, San José Tiznados .

- - (Monteiro et al., 2003)
EF011716 Venezuela, Trujillo, Pampanito,
EF043586 Guatemala, Tuticopote
EF043579 Guatemala, Tituque
EF043576 Guatemala, Las Palmas
EF043588 Venezuela, Barinas
EF043587 Venezuela, Barinas
EF043585 Venezuela, Barinas
EF043584 Venezuela, Barinas
EF043583 Venezuela, Barinas ) )
(Fitzpatrick et al., 2008)

EF043582 Venezuela, Portuguesa
EF043581 Venezuela, Portuguesa
EF043580 Venezuela, Barinas
EF043578 Venezuela, Trujillo
EF043577 Venezuela, Barinas
KP126734 Colébmbia, Casanare, Yopal
KP126733 Colébmbia, Casanare, Yopal
KP126732 Colébmbia, Casanare, Yopal
KP126731 Colébmbia, Casanare, Yopal
KP126730 Colébmbia, Casanare, Yopal

— (Urbano et al., 2015)
KP126729 Colébmbia, Casanare, Yopal
KP126728 Colébmbia, Casanare, Yopal
KP126727 Colébmbia, Casanare, Yopal
KP126726 Colémbia, Casanare, Yopal
KP126725 Colémbia, Casanare, Yopal
DQ118977 México, Chiapas (Martinez et al., 2006)
EU363822 Venezuela (Harry et al., 2008)
MH704764 Colémbia
MH704763 Colémbia
MH704762 Colémbia (Nascimento et al., 2019)
MH704761 Colémbia
MH704760 Colémbia
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Uma nova busca na subdivisdo Nucleotide do site do NCBI, dessa vez usando

os termos em inglés Rhodnius robustus e cytochrome b revelou 75 sequéncias, que

estdo listada na Tabela 5.

Tabela 5 - Lista das sequéncias de citocromo b de Rhodnius robustus usadas neste
estudo. A coluna “ID” contém o numero de acesso das sequéncias do GenBank. A coluna “Regido”
informa o territério onde o inseto foi coletado. A terceira coluna relata a referéncia bibliogréafica.

ID Regido Referéncia
AF421343 Brasil, Para, Barcarena
AF421342 Brasil, Para, ltupiranga .
AFA21341 Equador, szo 9 (Monteiro et al., 2003)
AF421340 | Venezuela, Trujillo, Pampanito, La Concepcion
FJ887793 Bolivia, Santa Cruz, El Torno (Justi et al., 2010)
EF071583 Brasil, Rondénia (Maia da Silva et al, 2007)
EF011728 Guiana Francesa, Roura, Bélizon
EF011727 Brasil, Amazonas, Manaus
EF011725 Tocantins, Tocantinépaolis,
EF011724 Brasil, Rondénia, Monte Negro
EF011722 Brasil, Par4, Rio Mapuera
EF011720 Brasil, Porto Velho
EF011719 Venezuela, Trujillo, Candelaria
EF011718 Venezuela, Trujillo, Candelaria
EF011717 Venezuela, Portuguesa (Pavan; Monteiro, 2007)
EF011715 Brasil, Para
EF011714 Brasil, Amazonas, Apui
EF011713 Brasil, Amazonas, Apui
EF011712 Guiana Francesa, Caiena
EF011711 Brasil, Amazonas, Caruari
EF011710 Brasil, Amazonas, Caruari
EF011709 Brasil, Amazonas, Caruari
EF011708 Brasil, Amazonas, Balbina
JX273158 Brasil, Amazonas, Novo Airdo (Abad-Franch et al., 2013)
JN831970 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos
JN831969 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos
JN831968 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos
JN831967 Brasil, Amazonas, Médio Tajap6s
JN831966 Brasil, Amazonas, Médio Tajap6s
JN831965 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos (Quatrtier, et al., 2012)
JN831964 Brasil, Amazonas, Médio Tajap6s
JN831963 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos
JN831962 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos
JN831961 Brasil, Amazonas, Médio Tajap6s
JN831960 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos
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Tabela 5 - Lista das sequéncias de CYTB de Rhodnius robustus usadas neste estudo. A coluna
“ID” contém o numero de acesso das sequéncias do GenBank. A coluna “Regido” informa o territério
onde o inseto foi coletado. A terceira coluna relata a referéncia bibliografica. (Continuagéo)

ID Regiéo Referéncia
JN831960 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos
JN831959 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos
JN831958 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos
JN831957 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos .
JN831956 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos (Quarter, etal., 2012)
JN831955 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos
JN831954 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos
JN831953 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos
EU363824 Guiana Francesa (Harry et al., 2008)
AF045717 Equador (Lyman et al., 1999)
KT805149 Bolivia, Ben, General José Ballivian, Yucumo (Breniere et al., 2017)
MF966306 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966305 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966304 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly
MF966303 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni (Barnabé et al., 2018)
MF966302 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966301 Guiana Francesa, Matoury
MF966300 Guiana Francesa, Matoury
MF966299 Guiana Francesa, Matoury
MF966298 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966297 Guiana Francesa, Mana
MF966296 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966295 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966294 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966293 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966292 Guiana Francesa, Roura, Bélizon
MF966291 Guiana Francesa, Caiena
MF966290 Guiana Francesa, Caiena
MF966289 Guiana Francesa, Matoury
MF966288 Guiana Francesa, Antecum Pata (Barnabé et al., 2018)
MF966287 Guiana Francesa, Les Nouragues
MF966286 Guiana Francesa, Saul
MF966285 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly
MF966284 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966283 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966282 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly
MF966281 Guiana Francesa, Régina
MF966280 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly
MF966279 Guiana Francesa, Roura, Bélizon
MF966278 Guiana Francesa, Roura, Bélizon
MF966277 Guiana Francesa, Roura, Bélizon

A busca na subdivisdo Nucleotide do site do NCBI agora usando os termos em
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inglés Rhodnius prolixus, ribosomal RNA e mitochondrial revelou 13 sequéncias, destas
apenas 8 eram mesmo mitocondriais e de R. prolixus, elas foram listadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Lista das sequéncias do rRNAI de Rhodnius prolixus usadas neste estudo. A coluna “ID”
contém o numero de acesso das sequéncias do GenBank. A coluna “Regido” informa o territério onde o
inseto foi coletado. A terceira coluna relata a referéncia bibliografica. * indica a auséncia desta
informacdo no registro do banco de dados e na referéncia associada a ele. "LSHTM": Proveniente do
insetario da London School of Hygiene and Tropical Medicine. "SNC": Proveniente do Servicio Nacional
de Chagas, Cérdoba, Argentina. "FMRP": Proveniente da Faculdade de Medicina Ribeirdo Preto.

ID Regido Referéncia
AF028747 * (Stothard et al.,1998)
AF045707 Colémbia, Bogota (Lyman et al., 1999)
AF324519 * (Garcia et al., 2001)
EU822952 Colémbia
EU822953 Colémbia
EU822954 Colébmbia (Vendrami et al., 2008)
EU827235 *

EU827236 *

A segunda busca para os genes do rRNAI na subdivisdo Nucleotide do site do
NCBI, essa vez usando os termos em inglés Rhodnius robustus, ribosomal RNA e
mitochondrial apontou 33 sequéncias, destas 32 eram mesmo mitocondriais e de R.
prolixus, elas foram listadas na Tabela 7.
Tabela 7 - Lista das sequéncias do rRNAI de Rhodnius robustus usadas neste estudo. A coluna

“ID” contém o numero de acesso das sequéncias do GenBank. A coluna “Regido” informa o territério
onde o inseto foi coletado. A terceira coluna relata a referéncia bibliografica.

ID Regiao Referéncia
AF045705 Equador (Lyman et al., 1999)
EU827206 Peru, Madre de Diés (Vendrami et al., 2008)
KT805173 Bolivia, Alto Beni, Yucumo (Barnabé et al., 2017)
MF966360 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966359 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966358 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly
MF966357 Guiana Fra.ncesa, Saint Laurent du Maroni (Barnabé et al., 2018)
MF966356 Guiana Francesa, Matoury
MF966355 Guiana Francesa, Matoury
MF966354 Guiana Francesa, Matoury
MF966353 Guiana Francesa, Matoury
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Tabela 7 - Lista das sequéncias do rRNAI de Rhodnius robustus usadas neste estudo. A coluna
“ID” contém o numero de acesso das sequéncias do GenBank. A coluna “Regido” informa o territério
onde o inseto foi coletado. A terceira coluna relata a referéncia bibliografica. (Continuagéo)

ID Regiéo Referéncia
MF966352 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966351 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966350 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966349 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966348 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966347 Guiana Francesa, Caiena
MF966346 Guiana Francesa, Caiena
MF966345 Guiana Francesa, Matoury
MF966344 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly
MF966343 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
ME966342 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni (Barnabé et al., 2018)
MF966341 Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni
MF966340 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly
MF966339 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly
MF966338 Guiana Francesa, Camopi
MF966337 Guiana Francesa, Régina
MF966336 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly
MF966335 Guiana Francesa, Roura, Bélizon
MF966334 Guiana Francesa, Roura, Bélizon
MF966333 Guiana Francesa, Roura, Bélizon
MF966332 Guiana Francesa, Roura, Bélizon

Apoés isso, foi feito um alinhamento no programa Bioedit (HALL, 1999) usando a
ferramenta ClustalWW (THOMPSON et al.,1994) e todas as sequéncias de CYTB de R.
prolixus (Literatura, UFRJ e NIH). Um segundo alinhamento continha todas as
sequéncias CYTB de R. robustus mais as duas de R. prolixus (UFRJ e NIH). O

mesmo foi feito para as sequéncias da subunidade maior do RNA ribossomal.

Em seguida, foi construida uma arvore filogenética com base nas sequéncias do
gene do citocromo b (CYTB). Como grupo externo foram usadas as sequéncias do
citocromo b de Rhodnius pallescens (FJ229359, JQ686675 e JQ686685), de Rhodnius
pictipes (MF497699) e de Rhodnius barreti (JX273159 e JX273161). Sendo assim,

todas as sequéncias do gene citocromo b foram alinhadas pelo programa Muscle
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(EDGAR, 2004), usando configuracdo padrdo, e conferidas manualmente. A analise
filogenética foi realizada usando a ferramenta T-REX (BOC et al., 2012), baseada no
método de Neighbor-Joining (NJ) usando como modelo de distancia 2-parametros de
Kimura (KIMURA, 1980), que leva em consideragdo que transigdes e transversoes
ocorrem com frequéncias diferentes. A confianca dos nos da arvore foi testada por
Bootstrap de 1000 réplicas. Apoés isso, a arvore foi entdo visualizada e editada usando
0 programa ITol versao 4.4.2 (LETUNIC; BORK, 2016).

3.5 Descoberta e caracterizacdo de polimorfismos de nucleotideo Uunico,

insercdes e delegdes.

A busca por polimorfismos de nucleotideo unico (SNP - do inglés Single
Nucleotide Polymorphism), e insercdes e delecdes (Indels) foi feita para o0 mitogenoma
de Rhodnius Prolixus colonia UFRJ. Para a descoberta dos SNPs e Indels desta da
col6nia foi usado o alinhamento do mitogenoma montado e os reads limpos de cada

biblioteca, ja detalhado no tépico 3.1.

A identificacdo de variantes utilizou o programa Genome Analysis Toolkit
(GATK) (VAN DER AUWERA et al, 2013) e seguiu seu protocolo padrao
(https://software.broadinstitute.org/gatk/best-practices/workflow?id=11164). Como pré-
processamento o pacote Picard foi utilizado para preparar o arquivo de alinhamento
para a chamada de variantes feita pelo GATK. A primeira ferramenta do Picard utilizada
foi a MarkDuplicates, que identifica e marca reads duplicatas possivelmente presentes
na amostra. As duplicatas surgem de produtos de PCR mudltiplos da mesma molécula
modelo que se ligam a célula de fluxo, ou seja, sdo sequéncias originarias de um unico
fragmento de DNA. Também sado considerados reads duplicadas quando um unico
cluster de amplificacéo é detectado incorretamente como multiplos clusters pelo sensor
Optico do instrumento de sequenciamento, estes sdo chamados de duplicatas 6ticas. A
persisténcia deste artefato geraria problemas na especificidade da busca por variantes,
pois um erro de sequenciamento poderia ser adicionado na andlise se fosse lido mais

de uma vez estando duplicado, aumentando o numero de variantes falsos positivos.
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Esta situacdo foi atenuada marcando os reads duplicados para evitar a interferéncia
deste artefato nos dados. Em seguida, a ferramenta AddOrReplaceReadGroups foi
usada para inserir dados de identificacdo nos arquivos de alinhamento. Apés isso foi
usado o CreateSequenceDictionary, onde é criado um arquivo que funciona como um
dicionario de sequencia a partir de uma sequencia de referéncia fornecida no formato
FASTA. O passo ReorderSam ordena um arquivo BAM em relacdo a uma referéncia
fornecida, utilizando a indexacao gerada na etapa anterior.

ApGs isso, a busca por variantes foi iniciada pelo programa GATK, o algoritmo
HaplotypeCaller chamou simultaneamente SNPs e Indels, que foram armazenados em
um arquivo em formato VCF. A ferramenta VariantFiltration foi entdo utilizada para
selecionar somente os SNPs e Indels que passassem por um filtro de alta qualidade

baseado nos critérios indicados pelo protocolo do GATK.

Apos isso a ferramenta VCFtools (DANECEK et al, 2011) foi empregada para
extrair informacdes sobre os arquivos VCFs, como selecionar dentre as variantes que
passaram pelo filtro de qualidade, somente as presentes em todas as amostras. O
VCFtools também calculou o numero de SNPs e Indels que passaram pelo filtro e a
taxa de transicao/transversdo. O programa SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (SIM
et al., 2012), foi usado para verificar o efeito dos SNPs encontrados em genes
codificadores de proteinas. O SIFT gera um score para trocas nao sinénimas, levando
em consideracdo a posicdo e o aminoacido alterado, e dados organismos proximos
disponiveis publicamente. O SIFT infere se a substituicdo ir4 afetar a funcdo da
proteina dado a conservacdo dos aminoacidos nos organismos. Um SIFT score acima
de 0,05 indica que a mutacéo seria toleravel para a proteina, enquanto um score menor
ou igual a 0,05 é classificado como néo toleravel, pois a troca de aminoacidos pode

influenciar no seu desempenho.
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4. RESULTADOS
4.1 Montagem do Genoma Mitocondrial de Rhodnius Prolixus, colonia UFRJ

A primeira etapa desenvolvida para a montagem do mitogenoma UFRJ
consistiu na limpeza das bibliotecas do transcriptoma. A avaliacdo com o FastQC
mostrou que era necessario remover sequéncias de baixa qualidade e de adaptadores.
Isto pois alguns reads possuiam qualidade abaixo do ideal (valor de phred => 30), e
ainda percebe-se a presenca do adaptador illumina universal na regido terminal dos
reads, como pode ser visto na Figura 14A, indicado pela seta.

Apoés a etapa de limpeza com o Cutadapt, dos 403.835.894 reads totais nos
transcriptomas, restaram 363.200.709, que representam 89,9% (Tabela 8).

Antes da limpeza

Depois da limpeza

Figura 14 - Exemplo de controle de qualidade antes e apés limpeza dos reads utilizados. A
biblioteca da primeira replicata da condicao jejum foi analisada antes (A e C) da etapa de limpeza e
depois (B e D). Os painéis A e B mostram a busca de adaptadores, sugerindo a presenca do adaptador
universal illumina (seta, painel A). Os painéis C e D mostram a analise de qualidade das bases dessa
biblioteca ao longo do read, apés a limpeza (D) pode-se verificar a melhora da qualidade principalmente
no final do read.
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Tabela 8 - Dados das bibliotecas ap6s a etapa de limpeza feita com o programa Cutadapt. A
primeira coluna indica o nimero da amostra. A segunda coluna informa as condi¢des usadas para as
bibliotecas, e a terceira o dia que as amostras foram analisadas ap6s a alimentagdo. Na quarta coluna
esta representado o total de reads limpos para cada replicata. Na quinta coluna foi inserido o
comprimento maximo e minimo dos reads apds a limpeza. Na sexta coluna se encontra a porcentagem
de AT de cada replicata apos a limpeza. E por fim, na dltima coluna é mostrado a porcentagem de reads
gue permaneceram apos a limpeza em relagéo aos reads brutos.

Amostra Condicéo Dia | Total reads | Tamanho doread | %AT |Aproveitamento %
5523098 90-101 59 88,40%
J Jejum - 5936519 90-101 59 88,30%
5675094 90-101 61 89,30%
6564395 90-101 62 90,90%
S1 1 6549892 90-101 62 90,60%
6315560 90-101 62 90,50%
6163174 90-101 62 90,20%
S2 4 5762913 90-101 62 90,50%
Sangue 6204662 90-101 62 89,70%
5415458 90-101 62 89,00%
S3 8 6101262 90-101 62 88,60%
5790747 90-101 62 89,30%
5917787 90-101 63 90,20%
S4 12 5554467 90-101 63 90,00%
5953778 90-101 62 89,80%
6607270 90-101 62 89,60%
El 1 5225737 90-101 62 89,90%
5745676 90-101 62 89,60%
6007055 90-101 62 89,80%
E2 4 6308220 90-101 62 90,10%
Epimastigota 10° 5532546 90-101 63 89,60%
5018172 90-101 63 90,30%
E3 8 5032089 90-101 63 90,20%
5374771 90-101 63 90,70%
5464463 90-101 63 90,20%
E4 12 5980738 90-101 63 90,60%
5302799 90-101 62 90,20%
5419580 90-101 62 90,20%
ES 1 5941188 90-101 62 90,10%
Epimastigota 107 5670715 90-101 62 89,40%
5265627 90-101 62 90,80%
E6 4 5717044 90-101 62 89,90%
5307645 90-101 62 90,30%

55



Tabela 8 — Dados das bibliotecas ap6s a etapa de limpeza feita com o programa Cutadapt. A
primeira coluna indica o nimero da amostra. A segunda coluna informa as condi¢cdes usadas para as
bibliotecas, e a terceira o dia que as amostras foram analisadas ap6s a alimentagdo. Na quarta coluna
esta representado o total de reads limpos para cada replicata. Na quinta coluna foi inserido o
comprimento maximo e minimo dos reads apdés a limpeza. Na sexta coluna se encontra a porcentagem
de AT de cada replicata ap6s a limpeza. E por fim, na Ultima coluna é mostrado a porcentagem de reads
gue permaneceram apos a limpeza em relagdo aos reads brutos. (Continuagao).

Amostra Condicéo Dia Totalreads | Tamanhodoread | %AT |Aproveitamento %
6171904 90-101 62 89,30%
E7 8 5915994 90-101 62 89,70%
Epimastigota 107 6909053 90-101 62 89,60%
6567915 90-101 63 90,50%
E8 12 5747934 90-101 64 88,60%
5824881 90-101 63 90,10%
T1 5679802 90-101 63 88,70%
1 5901890 90-101 62 89,90%
5713318 90-101 62 89,60%
T2 6130267 90-101 63 90,20%
4 5616659 90-101 63 90,20%
Tripomastigota 10° 5751894 90-101 62 89,80%
T3 5858270 90-101 63 90,40%
8 5074105 90-101 63 89,90%
6885627 90-101 62 89,90%
T4 6171795 90-101 62 90,50%
12 6077195 90-101 62 90,40%
5706089 90-101 63 90,60%
T5 5346356 90-101 63 90,70%
1 5353878 90-101 63 90,30%
4708276 90-101 62 90,10%
T6 5659195 90-101 63 90,00%
4 5405581 90-101 62 90,60%
Tripomastigote 107 5012681 90-101 62 90,40%
T7 5605480 90-101 63 90,30%
8 5013574 90-101 63 90,20%
6607344 90-101 63 90,70%
T8 5944710 90-101 63 90,20%
12 5325575 90-101 63 90,60%
5163326 90-101 62 90,20%
Total: 363200709 90-101 62 89,93%
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A montagem de novo do transcriptoma com o programa Trinity (denominada M1)
gerou 137.440 contigs, com valor N50 de 20.558. O comprimento médio dos contigs foi
de 749 nucleotideos, entretanto, o maior contig gerado foi de 18.756 pb e o menor foi
de 201 pb.

Foram identificados 47 contigs mitocondriais presentes no transcriptoma-UFRJ
montado, que cobriu 70,6% do mitoDNA-NIH. O maior mito-contig identificado nessa
abordagem foi de 3.321 pb, ao passo que o menor de 207 pb. Como no caso de
sobreposicdo completa de dois contigs o menor foi descartado, restaram 18 contigs,
esse conjunto foi chamado de montagem M1s (Figura 15).

Os contigs M1s nao cobriram sete regides do mitogenoma-NIH. As lacunas tém
respectivamente, 134, 1.496, 1.520, 1.211, 135, 218 e 119 nucleotideos. Dessa forma,
outras montagens, M2 e M3, foram implementadas para cobrir toda regido do

mitogenoma-NIH.

= M1s M2s == \3s

|soo |1600 |z400 |3200 la000 lasoo |ss00 |6400 |7200 |soo0

|sooo |ssoo |ss00 |r0400 |11200 |12000 |12800 [13600 |14400 |15200 |26000

Figura 15 - Contigs usados para a montagem do mitogenoma UFRJ. O eixo X representa o
mitogenoma-NIH. Os contigs da montagem M1s estéo representados em roxo, da M2s em amarelo e da
M3s em azul.

Do numero total de reads presentes no transcriptoma da colénia UFRJ
(403.835.894), mais de 78 milhdes (78.019.631) foram identificados como mitoreads

devido ao seu alinhamento com o mitogenoma-NIH. Estes reads foram oriundos de
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todas as bibliotecas presentes no transcriptoma e utilizados para as montagens
posteriores do mitogenoma-UFRJ.

A montagem de novo feita pelo programa SPAdes (chamada M2) gerou 1.115
contigs, que cobriram 88,9% do modelo. O maior contig gerado teve 2.101 pb, o menor
contou com apenas 56 pb. Foram selecionados 11 contigs desta montagem, chamados
de M2s (Figura 15) que estavam compreendidos nas lacunas deixadas por M1s. Com
isso mais 29,37% do mitogenoma-NIH foi coberto.

Ja4 a montagem de novo feita pelo Trinity gerou 211 contigs, que cobriram
82,93%. O maior contig gerado teve 1.581 nucleotideos, e o menor 201 nucleotideos.
Novamente os contigs foram organizados por posicdo, e nesta montagem foi buscado
contigs que tivessem alinhado na lacuna deixada por M1s e M2s. Apenas um contig foi
selecionado e chamado de M3s (Figura 15). Com o uso do contig M3s o mitogenoma-
NIH foi 100% coberto.

A montagem completa do genoma mitocondrial da colonia UFRJ foi possivel
pela sobreposicdo dos contigs gerados por essas trés ferramentas. Ela foi realizada
manualmente no programa Bioedit (HALL, 1999) e direcionada para a conferéncia final

de nucleotideos.

O alinhamento do genoma mitocondrial da colénia UFRJ com os reads limpos
do transcriptoma possibilitou uma avaliacdo da montagem realizada. Dos reads do
transcriptoma que passaram pelos filtros usados na etapa de limpeza (remocédo de
adaptador e phred 30), mais de 77 milhdes (77.314.259) alinharam com o mitogenoma

montado, o que corresponde a 19,14% do total de reads do transcriptoma (Tabela 9).
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Tabela 9 - Quantidade de reads apds alinhamento com o mitogenoma montado. A primeira coluna
indica 0 nome da amostra. A segunda coluna informa as condi¢cbes usadas para as bibliotecas, e a
terceira o dia que as amostras foram analisadas apés a alimentagdo. Na quarta coluna esta
representado o total de reads limpos para cada replicata. Na quinta coluna foi inserido o valor de reads
gue alinharam com o mitogenoma montado. E por fim, na Gltima esta a porcentagem de aproveitamento
dos reads.

Amostra Condigdo Dia Total reads Reads alinhados | Aproveitamento %

5523098
J Jejum - 5936519 3158939 18,44%

5675094

6564395
S1 1 6549892 3483557 17,93%
6315560

6163174
S2 4 5762913 3490528 19,25%
6204662

Sangue
5415458

S3 8 6101262 4038845 23,34%
5790747

5917787
sS4 12 5554467 3860875 22,16%
5953778

6607270
El 1 5225737 3270337 18,60%
5745676

6007055
E2 4 6308220 3515251 19,70%
5532546

Epimastigota 10°
5018172

E3 8 5032089 3955522 25,64%
5374771

5464463
E4 12 5980738 4121246 24,61%
5302799

5419580
E5 1 5941188 2779660 16,32%
5670715

5265627
E6 4 5717044 2892833 17,75%
5307645

Epimastigota 10’
6171904

E7 8 5915994 4310757 22,69%
6909053

6567915
E8 12 5747934 5172490 28,51%
5824881
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Tabela 910 - Quantidade de reads apds alinhamento com o mitogenoma montado. A primeira
coluna indica o nimero da amostra. A segunda coluna informa as condi¢cdes usadas para as biblioteca,
e a terceira o dia que as amostras foram analisadas apd6s a alimentacdo. Na quarta coluna esta
representado o total de reads limpos para cada replicata. Na quinta coluna foi inserido o valor de reads
gue alinharam com o mitogenoma montado. E por fim, na Ultima esta a porcentagem de aproveitamento
dos reads. (Continuacgéo).

Amostra

Condicao

Dia

Total reads

Reads alinhados

Aproveitamento %

T1

T2

T3

T4

Tripomastigota 10

3

5679802

5901890

5713318

3403376

19,68%

6130267

5616659

5751894

3456835

19,75%

5858270

5074105

6885627

4125780

23,16%

12

6171795

6077195

5706089

4950750

27,57%

T5

T6

T7

T8

Tripomastigote 10

7

5346356

5353878

4708276

3208095

20,82%

5659195

5405581

5012681

3372861

20,98%

5605480

5013574

6607344

3372861

20,98%

12

5944710

5325575

5163326

3372861

20,98%

Total:

363200709

77314259

19,14%

Usando o programa IGV, a sequéncia do mitogenoma UFRJ foi checada para

possiveis inconsisténcias ha presenca de nucleotideos pouco frequentes. De modo que

a sequéncia final foi editada para conter em todas as posi¢cfes 0 nucleotideo mais

frequente (Figura 16).
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Figura 16 - Exemplo da visualizacdo do alinhamento dos reads limpos do transcriptoma com o
mitogenoma-UFRJ montado. No eixo X esta a sequéncia de nucleotideos que compdem o mitogenoma
UFRJ. Os blocos coloridos mostram que ao menos dois nucleotideos sdo bem representados para dada
posi¢do. Na posicao 842 do mitogenoma-UFRJ, o nucleotideo citosina esta presente em 13.763 reads,
enquanto a timina esta em 11.084 reads.

O genoma mitocondrial completo de R. prolixus somou 16.454 pb. No genoma
mitocondrial da colénia da UFRJ apresenta um conteido de A e T de 69,66%,
contendo 41,52% Adenina (A), 28,14% Timina (T), 19,48% Citosina (C) e 10,85% &
Guanina (G). Ja o mitogenoma-NIH a composicdo A e T foi ligeiramente menor de
69,63%, a constituicdo do genoma € de 41,42% € A, 28,21% € T, 19,46% C e 10,91% é
G.

Além disso, o alinhamento do mitogenoma-UFRJ com os reads limpos mostrou
gue estes cobriam completamente o mitoDNA (Figura 17). As regibes onde estédo
localizados os genes codificadores de proteinas foram os que tiveram maior cobertura,
em contrapartida, as menores foram nos genes que codificam os RNA’s

transportadores.
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Figura 17 - Cobertura do genoma mitocondrial colénia UFRJ. Esta cobertura é referente ao
alinhamento dos reads limpos do transcriptoma com o mitogenoma-UFRJ montado. As regides com
pouca cobertura foram identificadas como sendo de RNAs transportadores. O eixo X representa o
mitogenoma-UFRJ. O eixo y representa numero de reads. Nesta imagem o eixo y foi limitado a 8.000
reads para melhor visualizacéo.

4.2 Anotacéo e andlise dos genomas mitocondriais de Rhodnius Prolixus

O mitogenoma completo de R. prolixus contém 13 genes codificadores de
proteinas, sendo eles, sete subunidades do complexo NADH desidrogenase (NAD1-6 e
NADA4L), trés subunidades da citocromo c oxidade (COX1-3), duas do complexo ATP
sintase (ATP6 e 8) e 0 gene do citocromo b (CYTB). Além disso, também inclui dois
genes para RNA ribossémico (rRNAI e rRNASs) e 22 para RNA transportadores, que sao
importantes para a traducéo das proteinas mitocondriais. As informacdes a respeito da
1) disposicao dos genes, assim como 2) o cdédon de inicio e 3) de parada dos genes
codificadores de proteinas, e 4) o anticodon dos tRNAs foram inseridas na Tabela 10.
Todos 0s genes, em conjunto com a regido de controle, localizada ap6s o gene que

codifica a subunidade menor do rRNA estéo ilustrados na Figura 18.
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Tabela 10 - Anotagdo do genoma mitocondrial UFRJ de Rhodnius prolixus. A primeira coluna diz
respeito ao gene identificado, as abreviagdes do tRNAs seguem o codigo de letras IUPAC-IUB. A coluna
"Fita" evidencia se o gene esta localizacao na fita majority (J) ou minority (N). A coluna "Cédons" mostra
os codons de inicio e de parada para os genes codificadores de proteinas somente. A coluna "Anticodon”
mostra o anticédon e sua localizacdo somente para os genes de RNAs transportadores.

Gene Posicdo Fita Tamanho (pb) | Cédons (inicio/parada) Anticédon
tRNAQ 59-127 N 69 - TTG, 31-33
tRNAM 127-194 J 68 - CAT, 31-33
NAD2 195-1190 J 996 ATT/T(aa) -
tRNAW 1189-1254 J 66 - TCA, 31-33
tRNAC 1247-1308 N 62 - GCA, 32-34
tRNAY 1309-1374 N 66 - GTA, 32-34
COoX1 1377-2912 J 1536 ATG/TAG -
tRNAL2 2913-2979 J 67 - TAA, 31-33
COX2 2980-3657 J 678 ATT/TAA -
tRNAK 3664-3734 J 71 - CTT, 32-34
tRNAD 3734-3798 J 65 - GTC, 32-34
ATP8 3800-3961 J 162 ATG/TAA -
ATP6 3955-4614 J 660 ATG/TAG -
COX3 4626-5411 J 786 ATG/TA(a) -
tRNAG 5411-5473 J 63 - TCC, 30-32
NAD3 5474-5827 J 354 ATT/TAA -
tRNAA 5837-5898 J 62 - TGC, 30-32
tRNAR 5898-5962 J 65 - TCG, 29-31
tRNAN 5968-6034 J 67 - GTT, 31-33
tRNAS1 6034-6101 J 68 - GCT, 26-28
tRNAE 6103-6167 J 65 - TTC, 31-33
tRNAF 6170-6236 N 67 - GAA, 33-35
NAD5 6237-7937 N 1700 ATT/TAA -
tRNAJ 7938-8001 N 64 - GTG, 32-34
NAD4 8002-9333 N 1332 ATG/TAG -
NAD4| 9327-9611 N 284 ATA/TAA -
tRNAT 9623-9686 J 64 - TGT, 32-34
tRNAP 9687-9751 N 65 - TGG, 31-33
NADG6 9730-10248 J 519 ATT/TAA -
CYTB 10248-11381 J 1134 ATG/TAA -
tRNAS2 11385-11453 J 69 - TGA, 31-33
NAD1 11531-12457 N 927 ATA/TAA -
tRNAL1 12464-12528 N 65 - TAG, 30-32
rRNAL 12529-13785 N 1257 - -
tRNAV 13786-13855 N 70 - TAC, 32-34
rRNAS 13856-14658 N 803 - -
tRNAI 16449-61 J 67 - GAT, 32-34
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Rhodnius prolixus, colonia UFRJ
16.454 pb

|
12.00kb

.\

Rhodnius prolixus, colonia NIH
16.454 pb

Figura 18 - Esquema circular do genoma mitocondrial de Rhodnius prolixus. Na parte superior esta
0 mitogenoma da colénia UFRJ. Os genes localizados na fita minority estdo representados voltados para
o interior do mitogenoma e os da fita majority para o exterior. Os genes codificadores de proteina estao
marcados em azul, os tRNAs em verde e os RNAs ribossomais em rosa. A regido controle estqd em
branco. Os tRNA’s seguem o codigo de uma letra IUPAC-IUB. Na parte inferior se encontra o
mitogneoma da col6nia NIH. Os genes e tRNAs estdo dispostos da mesma maneira. Entretanto, nesta
colénia os genes codificadores de proteina estdo marcados em amarelo, os tRNA estdo em preto e 0s
RNA'’s ribossomais em roxo. A regido controle esta em branco.
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4.2.1 Genes codificadores de proteinas

Nos genes codificadores de proteinas dos mitogenomas de invertebrados, os
codons de inicio canbnicos sdo ATN, GTG e TTG (CAMERON et al.,, 2012). No
genoma de R. prolixus todos os 13 genes codificadores de proteinas (PCGs) usam
cédons de inicio canbnico, mas apenas ATN foi encontrado. A maior parte das
sequéncias de codificacdo foram iniciadas com o cédon ATG, isso ocorreu em COXI,
ATP6, ATP8, COXIIl, NAD4, E CYTB. Ja NAD2, COXIl, NAD3 e NAD6 foram iniciados
por ATT, NAD1 e NAD4I por ATA e NADS5 por ATC. Em relagéo aos cédons de parada,
foram encontrados dois tipos: TAA (presente em ATP8, COXII, COXIIl, CYTB, NAD1,
NAD2, NAD3, NAD5, NAD4l e NAD6), TAG (em ATP6, COXI e NAD4). Neste quesito

nao houve diferenca entre os mitogenomas das colonias.

No mitogenoma da colénia UFRJ os quatro codons mais usados nos PCGs
foram, ATT (lle, 7,75%), TTA (Leu, 6,37%), TTT (Fen, 6,26%), e ATA (Met, 5,26%). Em
decorréncia disso, os aminoacidos mais comuns foram leucina (14,55%), isoleucina
(10,27%), fenilalanina (8,89%) e metionina (6,94%). Esse padrdo se manteve na
colénia NIH, onde os codons mais usados foram ATT (lle, 7,70%), TTA (Leu, 6,50%),
TTT (Fen, 6,26%), e ATA (Met, 5,37%). Sendo assim, 0s aminoacidos mais presentes
nas proteinas mitocondriais foram leucina (14,53%), isoleucina (10,27%), fenilalanina
(8,89%) e metionina (7%).

Ao considerar os valores do uso relativo de cddons sindbnimos, ficou notavel um

uso assimétrico dos cédons (Figura 19).
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Figura 19 - Mapa dos valores de RSCU para R. prolixus, Triatoma infestans, T. dimidiata e T.
rubrofasciata. Na parte superior estdo listados os cddons e 0s respectivos aminoacidos codificados por
eles. No eixo Y estdo listadas as espécies - Triatoma infestans, R. prolixus NIH, R. prolixus UFRJ, T.
dimidiata e T. rubrofasciata. A preferéncia pelo uso dos c6dons fica evidenciada pelo uso das cores.
Cddons com os maiores valores de RSCU aparecem em cores de preto a vermelho.

Como pode ser visto na Figura 19, em Rhodnius prolixus houve uma inclinacéao
para uso dos cédons ricos em AT (eles apresentam os valores mais altos de RSCU).
De modo geral, os triatomineos considerados apresentaram um padrdo de uso de
cédons relativamente parecido. Ainda ha uma preferéncia por codons que terminem
com adenina ou timina (Tabela 11). Nota-se que os cédons com os valores de RSCU

mais baixos foram os que possuem uma citosina e/ou guanina na segunda e terceira

posicéo.
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Tabela 11 - Composicdo dos cOdons dos genes codificadores de proteinas em diferentes
posicdes para os mitogenomas das duas linhagens de R. prolixus. As porcentagens foram feitas
levando em consideracao o nimero total de codons (3690).

Mitogenoma MNIH
1° posigdo 2° posigao 3% posigao
G 19,70% 15,80% 9,40%
A 32,60% 19,20% 37,10%
T 33,10% 46,20% 38,80%
C 14,60% 18,80% 14,70%
Mitogenoma UFRJ
1° posigdo 2° posigao 3% posigao
G 19,81% 15,74% 9,89%
A 32,55% 19,21% 36,80%
T 33,03% 46,26% 38,64%
C 14,61% 18,78% 14,66%

4.2.2 RNAs nao codificantes

Os 22 RNA'’s transportadores tipicos dos mitogenomas de invertebrados foram
encontrados para as duas linhagens de R. prolixus. O tamanho deles varia entre 62 e
71 pb de comprimento. Todos os genes de tRNA tem sequéncia adequada e podem
formar estrutura secundaria em forma de trevo (caracteristica), como pode ser visto na

Figura 20. A sequéncia de todos os tRNAs foi idéntica para as duas linhagens.

O gene da subunidade maior do RNA ribossomal (rRNAI - large subunit
ribosomal RNA) tem 1256 pb de comprimento, com conteddo A+T de 74,86% nas duas
linhagens de R. prolixus. Enquanto, o gene da subunidade menor do RNA ribossomal
(rRNAs - small subunit ribosomal RNA) apresenta 803 pb de comprimento, com um
contetdo A + T de 71,98% para ambas colonias. Ambos estdo com sequéncia

completa.
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tRNAH tRNAS2

tRNALI

Figura 20 - Estrutura secundaria predita dos RNAs transportadores do mitogenoma de Rhodnius
prolixus, colénia UFRJ. Os nomes dos tRNAs segue nomenclatura do cédigo de uma letra IUPAC-IUB.
A estrutura secundéaria dos RNAs transportadores do mitogenoma da colénia NIH se encontram no
anexo 1-a.
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4.2.3 Regibes nédo codificantes

Além da regido controle, outros 13 espacadores intergénicos nao-codificantes
(IGS - do inglés InterGenic Spacers) foram identificados no mitogenoma de Rhodnius
prolixus. A maioria dos IGS sao curtos, contando com apenas de 1 a 11 pb. Entretanto,
o0 maior IGS encontrado foi entre os genes tRNAS2 e NAD1 com 77 pb. Esta regido
intergénica ndo possui repeticdes em tandem e nem quadros abertos de leitura (ORF -
do inglés, Open Reading Frame).

A regido controle (CR - do inglés, Control Region), também chamada de regido
rica em A+T, é flanqueada pelos genes do rRNAs de um lado e pelo tRNAI do outro e
apresenta 1.791 pb de comprimento. Essa regido pode ser dividida em quatro trechos
diferentes (Figura 21). O primeiro trecho (de 447 pb) esta localizada apdés o gene
rRNAs, € rico em G+C e termina em uma sequéncia de 12 guaninas. Ap0s as guaninas
vem o segundo trecho, de 274 pb de comprimento, rica em A + T. O terceiro trecho (de
1028 pb) € composto por 2 conjuntos de repeticdes em tandem contendo 5 repeticbes
de 172 pb e 3 repeticbes de 85 pb. A unidade repetitiva de 172 pb tem uma
semelhanca de 94% entre as duas colonias (Figura 22). Enquanto a unidade de 85 pb
tem identidade de 98% entre as duas col6nias (Figura 23). O trecho final da CR de 42

pb esta imediatamente antes do gene de tRNAI. com 11 pares de nucleotideos.

447 pb 274 pb Repeticbesemtandem 42pb
|

[ \l : 1 A 'If-L\

AlATA|AIA

— Guaninas

CR

Figura 21 - Esquema da regido controle do mitogenoma de R. prolixus. Esta regido é flanqueada
pelos genes do rRNAs (em roxo) e pelo tRNA (marrom). O primeiro trecho (447pb) é ricoem G + C
terminando com 12 guaninas. O trecho de 274 pb é rico em A+T. A regido de repeticdo possui 5
repeticbes de 172pb (a) e 3 de 85pb (b). A regido de 42pb representa o final da regido de controle.Este
esquema é valido para os mitogenomas de ambas as linhagens de R. prolixus.
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Figura 22 - Alinhamento da unidade de repeticdo de 172 pb da regido controle dos mitogenomas
de R. prolixus. Na linha "colénia_NIH" os pontos representam que aquela base € idéntica a acima.

10 Z0 30 40 50 (1] 70 a0
T e e e
Colénia UFRJ --RATAATCCCAGGTGATTTARRCARCACCAGAATTTAATGTACCARTACTCATTTTATTATTARACARTARTARAGATTCCATCCC
Colénia NIE Ch...... Tttt et eeaaaae e P n.--

Figura 23 - Alinhamento da unidade de repeticdo de 85 pb da regido controle dos mitogenomas de
R. prolixus. Na linha "colénia_NIH" os pontos representam que aquela base é idéntica a acima.

4.2.4 Origem de replicacao

O alinhamento mdltiplo do trecho de 447 pb (Figura 24), rico em G+C da regido
controle dos dois mitogenomas de R. prolixus em conjunto com a regido equivalente
dos mitogenomas de Triatoma dimidiata (AF301594), Triatoma rubrofasciata
(MH934953) e Triatoma infestans (KY640305) mostrou trés blocos conservados que
podem estar relacionados a origem de replicacdo da fita minority (ON). Entretanto, o
alinhamento do trecho de 274 pb (Figura 25), rico em A+T, também da regido controle
nao mostrou nenhum bloco conservado. Nenhum bloco rico em T (poli-T) foi
identificado nos trechos de 447 e 274pb.
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Figura 24 - Alinhamento do trecho de 447 pb rico em G+C da regido controle do mitogenoma de
triatomineos. As sequéncias estdo dispostas nesta ordem Rhodnius prolixus NIH, UFRJ, Triatoma
dimidiata, Triatoma rubrofasciata e Triatoma infestans. Os retangulos indicam blocos conservados com
potencial para serem a origem de replicacdo da fita minority.
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Figura 25 - Alinhamento do trecho de 274 pb rico em A+T da regido controle do mitogenoma de
triatomineos. As sequéncias estdo dispostas nesta ordem Rhodnius prolixus NIH, UFRJ, Triatoma
dimidiata, Triatoma rubrofasciata e Triatoma infestans. Os retdngulos com linhas tracejadas indicam
grampos com potencial para serem a origem de replica¢é@o da fita majority.
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O alinhamento do trecho de 42 pb localizado apos as repeticbes em tandem
mostrou a existéncia de um bloco poli-T na fita complementar (poli-A na figura), da
posicao 155 até a 163, em todos os triatomineos analisados (Figura 26), que pode ser
a origem de replicacdo da fita majority. Além disso, neste mesmo trecho foi identificada
uma estrutura em grampo localizada entre as posi¢coes 16.407 e 16.449 - posicoes
referentes aos mitogenomas R. prolixus UFRJ e NIH Figura 27. Este grampo contém o
bloco poli-A citado logo reforgando que eles representam a origem de replicagéo da fita
majority.

Todavia, ao menos trés estruturas em grampo podem ser formadas no trecho de
274 pb tanto para os mitogenomas estudados nesta dissertacdo (Figura 28) como para

0s outros triatomineos comparados (Figura 25).

o CCCOTAR

T dimi AGGGACATACCTACTAT WuWJTW_ CG
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T dimi
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Figura 26 - Alinhamento do trecho de 42 pb do trecho final da regido controle do mitogenoma de
triatomineos. As sequéncias estdo dispostas nesta ordem Rhodnius prolixus UFRJ, NIH, Triatoma
dimidiata, Triatoma rubrofasciata e Triatoma infestans. O retangulo indica um bloco conservado com
potencial para ser a origem de replicacdo da fita majority. Os retangulos com linhas tracejadas indicam
grampos também com potencial para serem a origem de replicacdo da fita majority.
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Figura 27 - Estrutura em formato de grampo no final da regido controle do mitogenoma de R.
prolixus. Em A esta presente o grampo da colénia UFRJ em B o da coldnia NIH. A Unica diferenca

encontrada entre eles é na posigdo 16.405 (adenina no UFRJ e citosina no NIH).

Figura 18 - Estrutura em formato de grampo formado no trecho de 274 pb na regido controle do
mitogenoma de R. prolixus, colénia UFRJ.
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4.3 Busca de mitogenomas, alinhamento maualtiplo e construcdo da arvore
filogenética

A busca de mitogenomas de organismos préximos identificou 23 organismos
com o mitogenoma completamente montado (Tabela 3). As buscas consideraram a

familia dos reduvideos.

A reconstrucdo e andlise filogenética geradas pelo método de maxima
verossimilhancga, utilizando as sequéncias mitocondriais concatenadas dos genes
codificadores de proteinas, produziu uma arvore enraizada Figura 29 com duas
espécies (representado por A. lucorum e C. ciliate). Em geral os valores de suporte dos
nos foram altos, o menor deles foi 59. Como esperado as duas linhagens de R. prolixus
foram agrupadas com suporte de 100. Todas as subfamilias presentes foram
corretamente agrupadas, incluindo a subfamilia Triatominae contendo néo s os dois
R. prolixus como também os trés triatomas analisados. A excecao foi Valentia

hoffmanni que foi agrupada com os membros da subfamilia Reduviinae.

Triatoma rubrofasciata
100 50 Triatoma dimidiata
100 Triatoma infestans
—IE Rhodnius prolixus, NIH
98 Rhodnius prolixus, UFRJ
o Oncocephalus breviscutum Stenopodainae
L— Canthesancus helluo
Acanthaspis cincticrus
88 100 99 Acanthaspis ruficeps
166 Inara alboguttata
93 Valentia hoffmanni
77 Tapeinus singuilaris
—1°° Moo — Reduvius gregoryi
——— Reduvius tenebrosus _
Agriosphodrus dohrni

Triatominae

L
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—

79 oo :
100 Scipinia horrida Harpactorinae
\_ lloo Velinus nodipes

Rhynocoris incertis _
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100 [ {200 Peirates fulvescens Peiratinae
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Figura 29 - Arvore filogenética construida pelo método de maxima verossimilhanca a partir das
sequéncias mitocondriais concatenadas dos 13 genes codificadores de proteinas. Foram usados
todos os membros de Reduviidae sequenciados até o momento e dois grupos externos, Apolygus
lucorum e Corythucha ciliate.
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4.4 Nivel de expressao dos transcritos mitocondriais.

O alinhamento das sequéncias codificantes de proteina (CDS) mitocondriais da
colénia UFRJ e os reads limpos do transcriptoma permitiu a visualizacao da expressao
destes genes (Figura 30) nas diferentes condi¢bes do transcriptoma. Dos reads do
transcriptoma que passaram pelos filtros usados na etapa de limpeza (remoc¢éao de
adaptador e phred 30), mais de 35 milhdes (35.320.719) alinharam com os CDS, o que
corresponde a 9,72% do total de reads limpos do transcriptoma.

Os diferentes tratamentos parecem interferir no nivel de expressdo dos genes
codificantes proteinas (Figura 30), podendo ser destacado 1) o aumento de expressao
dos genes NAD6, ATP8 e NAD2 nos tratamentos com tripomastigotas de T. cruzi; 2) a
diminuicdo de expressao dos genes rRNAS, rRNAL e NAD1 logo apoés a alimentagéo
com sangue; 3) a diminuicdo dos genes COXIl, NAD3 e CYTB ao longo dos dias apos
a alimentacdo com sangue e 4) um aumento de expressao de quase todos os genes do
complexo | (NAD1, NAD4, NAD4L, NAD5 e NAD6 - excecdo NAD2) com o tratamento
com epimastigotas (na maior concentracdo de 10’ e no maior tempo de 12 dias). E
importante destacar no resultado de expresséo génica (Figura 30) a diferenca de perfil
de expressédo entre genes que estdo adjacentes e com mesmo sentido de transcricdo
em uma mesma fita (sem ter nenhum tRNA nem rRNA entre eles). Estes grupos
incluem na fita majority CYTB e NADG6; e ATP8, ATP6 e COXIIl; e na fita minority
somente NAD4| e NADA4.
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Figura 30 - Heatmap da expressdo dos CDS (codificantes de proteinas) mitocondriais de
Rhodnius prolixus, colénia UFRJ. Na parte superior estdo as condi¢cdes usadas no transcriptoma. Os
genes foram organizados de modo a agrupar no bloco no bloco superior aqueles que encontram na fita
majority e no bloco inferior os da fita minority do mitogenoma.

4.6 Comparacao do mitogenoma de R. prolixus, colénia UFRJ, com sequéncias

da literatura para as espécies R. prolixus e R. robustus.

A busca na literatura permitiu a identificacdo de dois genes para 0s quais ja
havia sequéncias depositadas tanto para a espécie R. prolixus quanto para R.
robustus, sendo eles o Citocromo B (CYTB) e subunidade maior do RNA ribossomal
(rRNAI). Os genes NAD1 e rRNAs possuiam poucas sequéncias disponiveis, assim
foram desconsideradas nestas andlises. As 36 sequéncias do gene CYTB de R.
prolixus obtidas mostraram, no geral, identidade de cerca de 99% (Tabela 12), a maior
diferenca encontrada foi de 1,74% contra a sequéncia MH704760, de origem
colombiana. Apenas uma sequéncia apresentou identidade de 100%, originaria de Las
Palmas, Guatemala. Por outro lado as 75 sequéncias de R. robustus se mostraram
bem menos idénticas, sendo que a sequéncia mais parecida com o CYTB do

mitogenoma UFRJ apresentou 97,13% de identidade (Tabela 13).
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Tabela 12 - Identidade das sequéncias de citocromo b (CYTB) de R. prolixus disponiveis na
literatura comparados a sequéncia da colénia UFRJ. A coluna “ID” contém os numeros de acesso das
sequéncias do GenBank. A coluna “regiao” informa o territério onde o inseto foi coletado. A coluna
“Inicio” e “Fim” sao referentes, respectivamente, a posi¢do de inicio e fim da sequéncia em relacdo a
CYTB de Rhodnius prolixus UFRJ. A coluna “ldentidade” é a que mostra a identidade entre as
sequéncias. A sequéncia CYTB de Rhodnius prolixus UFRJ tem 1.132 nucleotideos.

ID Regiéo Inicio Fim Identidade
AF045718 Colémbia, Bogota 439 837 398/399(99%)
AF421339 Honduras, Francisco Morazan, Orica 340 1002 661/663(99%)
EF011726 Venezuela, Cojedes 340 1002 661/663(99%)
EF011723 Venezuela, Guarico, Ortiz 340 1002 661/663(99%)
EF011721 | Venezuela, Guarico, San José Tiznados | 340 1002 662/663(99%)
EF011716 Venezuela, Trujillo, Pampanito, 340 1002 661/663(99%)
EF043586 Guatemala, Tuticopote 469 883 412/415(99%)
EF043579 Guatemala, Tituque 469 883 412/415(99%)
EF043576 Guatemala, Las Palmas 469 883 415/415(100%)
EF043588 Venezuela, Barinas 469 883 413/415(99%)
EF043587 Venezuela, Barinas 469 883 413/415(99%)
EF043585 Venezuela, Barinas 469 883 412/415(99%)
EF043584 Venezuela, Barinas 469 883 413/415(99%)
EF043583 Venezuela, Barinas 469 883 414/415(99%)
EF043582 Venezuela, Portuguesa 469 883 413/415(99%)
EF043581 Venezuela, Portuguesa 469 883 410/415(99%)
EF043580 Venezuela, Barinas 469 883 413/415(99%)
EF043578 Venezuela, Trujillo 469 883 413/415(99%)
EF043577 Venezuela, Barinas 469 883 414/415(99%)
KP126734 Coldbmbia, Casanare, Yopal 340 1002 662/663(99%)
KP126733 Colébmbia, Casanare, Yopal 340 1002 662/663(99%)
KP126732 Coldbmbia, Casanare, Yopal 340 1002 662/663(99%)
KP126731 Colébmbia, Casanare, Yopal 340 1002 662/663(99%)
KP126730 Colébmbia, Casanare, Yopal 340 1002 662/663(99%)
KP126729 Colébmbia, Casanare, Yopal 340 1002 662/663(99%)
KP126728 Colébmbia, Casanare, Yopal 340 1002 662/663(99%)
KP126727 Colébmbia, Casanare, Yopal 340 1002 662/663(99%)
KP126726 Colémbia, Casanare, Yopal 340 1002 662/663(99%)
KP126725 Colémbia, Casanare, Yopal 340 1002 662/663(99%)
DQ118977 México, Chiapas 501 803 312/313(99%)
EU363822 Venezuela 474 875 395/402(98%)
MH704764 Colémbia 340 998 657/659(99%)
MH704763 Colémbia 340 998 658/659(99%)
MH704762 Colémbia 340 998 657/659(99%)
MH704761 Colémbia 340 998 657/659(99%)
MH704760 Colémbia 340 998 648/659(98%)
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Tabela 13 - Identidade das sequéncias de citocromo b (CYTB) de R. robustus disponiveis na
literatura comparados a sequéncia da colénia UFRJ. A coluna “ID” contém os numeros de acesso das
sequéncias do GenBank. A coluna “regiao” informa o territério onde o inseto foi coletado. A coluna
“Inicio” e “Fim” sao referentes, respectivamente, a posicao de inicio e fim da sequéncia da literatura em
relacdo a de Rhodnius prolixus UFRJ. A coluna “ldentidade” é a que mostra a identidade entre as
sequéncias. A sequéncia CYTB de Rhodnius prolixus UFRJ tem 1.132 nucleotideos.

ID Regié&o Inicio| Fim | Identidade
AF421343 Brasil, Para, Barcarena 340 |1002 | 624/663(94%)
AF421342 Brasil, Para, Itupiranga 340 |1002 | 629/663(95%)
AF421341 Equador, Napo 340 |1002 | 624/663(94%)
AF421340 | Venezuela, Trujillo, Pampanito, La Concepcion | 340 | 1002 |643/663(97%)
FJ887793 Bolivia, Santa Cruz, El Torno 322 | 965 |605/644(94%)
EF071583 Brasil, Rondénia 340 |1002 | 622/663(94%)
EF011728 Guiana Francesa, Roura, Bélizon 340 |1002 | 624/663(94%)
EF011727 Brasil, Amazonas, Manaus 340 |1002 | 624/663(94%)
EF011725 Tocantins, Tocantinépolis 340 |1002 | 626/663(94%)
EF011724 Brasil, Rondénia, Monte Negro 340 |1002 | 625/663(94%)
EF011722 Brasil, Para, Rio Mapuera 340 |1002 | 623/663(94%)
EF011720 Brasil, Porto Velho 340 |1002 |622/663(94%)
EF011719 Venezuela, Trujillo, Candelaria 340 |1002 | 644/663(97%)
EF011718 Venezuela, Trujillo, Candelaria 340 |1002 | 643/663(97%)
EF011717 Venezuela, Portuguesa 340 |1002 |619/663(93%)
EF011715 Brasil, Para 340 |1002 | 628/663(95%)
EF011714 Brasil, Amazonas, Apui 340 |1002 |622/663(94%)
EF011713 Brasil, Amazonas, Apui 340 |1002 | 620/663(94%)
EF011712 Guiana Francesa, Caiena 340 |1002 |624/663(94%)
EF011711 Brasil, Amazonas, Caruari 340 |1002 |622/663(94%)
EF011710 Brasil, Amazonas, Caruari 340 |1002 |624/663(94%)
EF011709 Brasil, Amazonas, Caruari 340 |1002 | 626/663(94%)
EF011708 Brasil, Amazonas, Balbina 340 | 1002 | 625/663(94%)
JX273158 Brasil, Amazonas, Novo Airdo 340 | 1002 | 642/663(97%)
JN831970 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 |424/456(93%)
JN831969 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 | 426/456(93%)
JN831968 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 | 425/456(93%)
JN831967 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 |427/456(94%)
JN831966 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 |423/456(93%)
JN831965 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 |426/456(93%)
JN831964 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 |427/456(94%)
JN831963 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 |425/456(93%)
JN831962 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 |426/456(93%)
JN831961 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 |425/456(93%)
JN831960 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 |426/456(93%)
JN831959 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 |423/456(93%)
JN831958 Brasil, Amazonas, Médio Tajapos 427 | 882 |424/456(93%)
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Tabela 13 - Identidade das sequéncias de citocromo b (CYTB) de R. robustus disponiveis na
literatura comparados a sequéncia da colénia UFRJ. A coluna “ID” contém os numeros de acesso das
sequéncias do GenBank. A coluna “regido” informa o territério onde o inseto foi coletado. A coluna
“Inicio” e “Fim” sao referentes, respectivamente, a posicdo de inicio e fim da sequéncia da literatura em
relacdo a de Rhodnius prolixus UFRJ. A coluna “ldentidade” é a que mostra a identidade entre as

sequéncias. A sequéncia CYTB de Rhodnius prolixus UFRJ tem 1.132 nucleotideos. (Continuacéo).

ID Regiéo Inicio | Fim | Identidade
JN831957 Brasil, Amazonas, Médio Tajapés 427 | 882 |426/456(93%)
JN831956 Brasil, Amazonas, Médio Tajap6s 427 | 882 | 424/456(93%)
JN831955 Brasil, Amazonas, Médio Tajapés 427 | 882 | 424/456(93%)
JN831954 Brasil, Amazonas, Médio Tajapés 427 | 882 |426/456(93%)
JN831953 Brasil, Amazonas, Médio Tajapés 427 | 882 |425/456(93%)
EU363824 Guiana Francesa 460 | 875 |386/416(93%)
AF045717 Equador 439 | 837 | 373/399(93%)
KT805149 | Bolivia, Ben, General José Ballivian, Yucumo | 352 | 945 |556/594(94%)
MF966306 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966305 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966304 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly 358 |1008 |614/651(94%)
MF966303| Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966302 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966301 Guiana Francesa, Matoury 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966300 Guiana Francesa, Matoury 358 |1008 |613/651(94%)
MF966299 Guiana Francesa, Matoury 358 |1008 |614/651(94%)
MF966298 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 358 |1008 | 615/651(94%)
MF966297 Guiana Francesa, Mana 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966296 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 358 |1008 | 613/651(94%)
MF966295| Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 358 |1008 | 613/651(94%)
MF966294 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966293 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966292 Guiana Francesa, Roura, Bélizon 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966291 Guiana Francesa, Caiena 358 |1008 | 613/651(94%)
MF966290 Guiana Francesa, Caiena 358 |1008 |612/651(94%)
MF966289 Guiana Francesa, Matoury 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966288 Guiana Francesa, Antecum Pata 358 |1008 | 615/651(94%)
MF966287 Guiana Francesa, Les Nouragues 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966286 Guiana Francesa, Saul 358 |1008 | 615/651(94%)
MF966285 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly 358 | 1008 | 614/651(94%)
MF966284 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966283 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 358 |1008 | 614/651(94%)
MF966282 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly 358 | 1008 | 614/651(94%)
MF966281 Guiana Francesa, Régina 358 | 1008 | 614/651(94%)
MF966280 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly 358 | 1008 | 613/651(94%)
MF966279 Guiana Francesa, Roura, Bélizon 358 | 1008 | 614/651(94%)
MF966278 Guiana Francesa, Roura, Bélizon 358 | 1008 | 614/651(94%)
MF966277 Guiana Francesa, Roura, Bélizon 358 | 1008 | 614/651(94%)
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Quanto as sequéncias do rRNAI, poucas diferencas foram encontradas entre o
mitogenoma UFRJ e os dados de R. prolixus da literatura, apenas uma sequéncia nao
teve identidade de 100%, a sequéncia AF028747 apresentou identidade de 97,89%
(Tabela 14). Para R. robustus a situacdo foi inversa (Tabela 15), onde quase a
totalidade das sequéncias apresentaram identidade de cerca de 98% e apenas uma
apresentou 100% (EU827206).

Tabela 14 - Identidade das sequéncias da subunidade maior do RNA ribossomal (rRNAI) de R.
prolixus disponiveis na literatura comparados a sequéncia da coldénia UFRJ. A coluna “ID” com os
ndameros de acesso do GenBank. A coluna “Regido” informa o territério onde o inseto foi coletado. A
coluna “Inicio” e “Fim” sao referentes, respectivamente, a posi¢gdo de inicio e fim da sequéncia da
literatura em relagéo a de Rhodnius prolixus UFRJ. A coluna “Identidade” é a que mostra a identidade
entre as sequéncias. * indica a auséncia desta informacé&o no registro do banco de dados e na referéncia
associada a ele. "LSHTM": Proveniente do insetério da London School of Hygiene and Tropical Medicine.
"SNC": Proveniente do Servicio Nacional de Chagas, Cordoba, Argentina. "FMRP": Proveniente da
Faculdade de Medicina Ribeirdo Preto. A sequéncia rRNAI de Rhodnius prolixus UFRJ tem 1.256
nucleotideos.

ID Regido Inicio Fim Identidade
AF028747 * 199 481 278/284(98%)
AF045707 | Colémbia, Bogota 252 624 373/373(100%)
AF324519 * 118 592 475/475(100%)
EU822952 Colémbia 312 627 316/316(100%)
EU822953 Colémbia 312 627 316/316(100%)
EU822954 Colémbia 312 627 316/316(100%)
EU827235 * 312 627 315/316(100%)
EU827236 * 312 627 315/316(100%)

Tabela 15 - Identidade das sequéncias da subunidade maior do RNA ribossomal (rRNAI) de R.
robustus disponiveis na literatura comparados a sequéncia da colénia UFRJ. A coluna “ID” com os
numeros de acesso do GenBank. A coluna “Regido” informa o territério onde o inseto foi coletado. A
coluna “Inicio” e “Fim”, respectivamente, a posicao de inicio e fim da sequéncia da literatura em relacéo a
de Rhodnius prolixus UFRJ. A coluna “Identidade” € a que mostra a identidade entre as sequéncias. A
sequéncia rRNAI de Rhodnius prolixus UFRJ tem 1.256 nucleotideos.

ID Regiéo Inicio |Fim| Identidade
AF045705 Equador 252 | 625 | 362/374(96%)
EU827206 Peru, Madre de Dios 312 | 627 | 316/316(100%)
KT805173 Bolivia, Alto Beni, Yucumo 285 | 581 | 290/298(97%)

MF966360 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni| 301 |596 | 289/296(98%)
MF966359 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 301 | 596 | 289/296(98%)
MF966358 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966357 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 301 | 596 | 289/296(98%)
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Tabela 15 - Identidade das sequéncias da subunidade maior do RNA ribossomal (rRNAI) de R.
robustus disponiveis na literatura comparados a sequéncia da colénia UFRJ. A coluna “ID” com os
numeros de acesso do GenBank. A coluna “Regido” informa o territério onde o inseto foi coletado. A
coluna “Inicio” e “Fim”, respectivamente, a posi¢ao de inicio e fim da sequéncia da literatura em relagéo a
de Rhodnius prolixus UFRJ. A coluna “Identidade” € a que mostra a identidade entre as sequéncias. A
sequéncia rRNAI de Rhodnius prolixus UFRJ tem 1.256 nucleotideos.(Continuagéo).

ID Regié&o Inicio | Fim | Identidade
MF966356 Guiana Francesa, Matoury 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966355 Guiana Francesa, Matoury 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966354 Guiana Francesa, Matoury 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966353 Guiana Francesa, Matoury 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966352 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 301 | 596 | 289/296(98%)
MF966351 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 301 |596 | 289/296(98%)
MF966350 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni| 301 |596 | 289/296(98%)
MF966349 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 301 |596 | 289/296(98%)
MF966348 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 301 |596 | 289/296(98%)
MF966347 Guiana Francesa, Caiena 301 | 596 |290/296(98%)
MF966346 Guiana Francesa, Caiena 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966345 Guiana Francesa, Matoury 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966344 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966343 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni | 301 |596 | 289/296(98%)
MF966342 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni| 301 |596 | 289/296(98%)
MF966341 | Guiana Francesa, Saint Laurent du Maroni| 301 |596 | 289/296(98%)
MF966340 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966339 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966338 Guiana Francesa, Camopi 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966337 Guiana Francesa, Régina 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966336 Guiana Francesa, Rémire-Montjoly 301 | 596 |290/296(98%)
MF966335 Guiana Francesa, Roura, Bélizon 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966334 Guiana Francesa, Roura, Bélizon 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966333 Guiana Francesa, Roura, Bélizon 301 | 596 | 290/296(98%)
MF966332 Guiana Francesa, Roura, Bélizon 301 | 596 | 290/296(98%)

Para ilustrar as comparacdes dos genes CYTB e rRNAI com os dados da
literatura, uma regido representativa presente em todas as sequéncias da literatura foi
alinhada com as sequéncias da literatura tanto para R. prolixus quanto para R.
robustus. A comparagdo de CYTB do mitogenoma UFRJ e NIH, entre os nucleotideos
610 e 690, ilustra uma grande identidade de ambos em comparagdo com os dados de

R. prolixus (Figura 31) enquanto contra R. robustus (Figura 32) mostra posi¢oes
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nucleotideos consistentemente diferentes. Quanto ao gene rRNAI, entre o0s
nucleotideos 670 a 900, pode-se observar o mesmo padrdo, ou seja, uma maior
identidade na comparacdo contra R. prolixus (Figura 33) e posicbes completamente
diferentes contra R. robustus (Figura 34). A sequéncia EU827206, coletada em Madre
de Dios no Peru, é idéntica ao citocromo b do mitogenoma-UFRJ (Tabela 15 e Figura
34), sendo uma excec¢ao ao resultados observados para as outras sequéncias de R.

robustus.

S o e Rr e e r e rrae | rer | erer | eere | reer | nren | eene e eran | sens|ve
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Figura 31 - Alinhamento multiplo da regido 610 a 690 das sequéncias de CYTB de Rhodnius
prolixus. Os nimeros de acesso do GenBank das sequéncias estdo listados & esquerda. Os pontos
representam nucleotideos idénticos aos presentes na sequéncia UFRJ. "UFRJ" e "NIH" representam a
CYTB dos mitogenomas de R. prolixus das colénias UFRJ e NIH.
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Figura 32 - Alinhamento multiplo da regido 610 a 690 das sequéncias de CYTB de Rhodnius
robustus. Os numeros de acesso do GenBank das sequéncias estdo listados a esquerda. Os pontos
representam nucleotideos idénticos aos presentes na sequéncia UFRJ. "UFRJ" e "NIH" representam a
CYTB dos mitogenomas de R. prolixus das colénias UFRJ e NIH.

84



UFRJ

AF028747
AF045707
AF324519
EU822952
EU822953
EU822954
EU827235
EU827236

UFRJ AATTTTTAGGTTARRAAGCTARRATGTTTTTATAGGACGAGAAGACCCTATAGATCTTTACAGTT-TATTAGGTATARTGATTTGGTGAATTATTTATTATTATTC.

AF028747
AF045707
AF324519
EU822552
EU822953
EUB822954
EU827235
EU827236

Figura 3319 - Alinhamento multiplo da regido 670 a 900 das sequéncias de rRNAI de Rhodnius
prolixus. Os nimeros de acesso do GenBank das sequéncias estdo listados a esquerda. Os pontos
representam nucleotideos idénticos aos presentes na sequéncia UFRJ. "UFRJ" e "NIH" representam a

CYTB dos mitogenomas de R. prolixus das colénias UFRJ e NIH.
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Figura 34 20- Alinhamento multiplo da regido 670 a 900 das sequéncias de rRNAI de Rhodnius
robustus. Os numeros de acesso do GenBank das sequéncias estdo listados a esquerda. Os pontos
representam nucleotideos idénticos aos presentes na sequéncia UFRJ. "UFRJ" e "NIH" representam a

CYTB dos mitogenomas de R. prolixus das colénias UFRJ e NIH.
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A éarvore filogenética construida com base nas sequéncias do gene do citocromo

b, pelo método de Neighbor-Joining (NJ) usando como modelo distancia 2-parametros

de Kimura (Kimura, 1980) produziu uma arvore enraizada com trés espécies formando

0 grupo externo [representado por Rhodnius pallescens (FJ229359, JQ686675 e
JQ686685) em vermelho, Rhodnius pictipes (MF497699) em azul claro e Rhodnius
barreti (JX273159 e JX273161) em roxo], como pode ser visto na Figura 35. Em geral,

0s nés apresentam um bom valor de confianca. Todas as sequéncias identificadas

como R. prolixus formaram um grupo Unico, com bom suporte. J& as amostras de

Rhodnius robustus, formaram 5 grupos distintos, condizentes com as linhagens que

séo descritas na literatura. As linhagens de Rhodnius robustus | e V mostraram-se ser

mais préoximas de R. prolixus do que dos outros membros de sua propria especie.

jLi)
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e

AF421340
EFQ11718
EF01171%
JX273158

JX273161
JX273159
MF4GTESE
FJ220359
JOEBEETS
JQEA6685

Rhodmius prolixus

} Rhodrius robustus |

Rhodnius robustus V
Rhodniug robustus f1
Rhodnius robustus 11l
Rhodnius robustus IV
Rhodnius barrefi

Rhodnius piclipes

} Rhodnius pallescens

Figura 35 - Arvore filogenética do gene mitocondrial citocromo b. Esta arvore foi feita pelo método
Neighbor-Joining, usando como modelo 2-parédmetros de Kimura, e suporte de 1000 réplicas de
bootstrap. Como grupo externo estdo em vermelho as sequéncias de Rhodnius pallescens (FJ229359,
JQ686675 e JQ686685), em azul claro Rhodnius pictipes (MF497699) e em roxo Rhodnius barreti
(IX273159 e JX273161). A arvore extendida se encontra no Anexo 2.
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4.5 Descoberta e caracterizacdo de polimorfismos de nucleotideo Unico,
insercdes e delegdes.

A busca por polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP - do inglés Single
Nucleotide Polymorphism), e insercdes e delecdes (Indels) foi feita para o mitogenoma
da coldénia UFRJ. Para a descoberta dos variantes desta da col6nia foi usado o
alinhamento do mitogenoma montado com o0s reads limpos de cada biblioteca,
resultado jA& mostrado anteriormente (Tépico 3.1). O programa GATK identificou 8.843
variantes neste mitogenoma, porém somente 1.554 passaram pelo filtro de qualidade
do préprio programa, destes 1.498 foram considerados SNPs e 56 Indels. A tabela 16
contém a quantidade de variantes encontradas em cada condi¢céo do transcriptoma.
Tabela 1611 - Namero de variantes encontrados no mitogenoma-UFRJ, em cada biblioteca do
transcriptoma. A coluna “amostra” indica o numero da biblioteca. A coluna “condi¢do” informa o
tratamento ou condigdo usado para a produgédo da biblioteca. A coluna “dia” informa o dia que as

amostras foram analisadas apds a alimentacéo. "SNP": polimorfismos de nucleotideo Unico; e "INDEL":
insercbes e delecdes.

Antes da filtragem Ap6s a filtragem

Amostra Condicgao Dia SNP INDEL SNP INDEL
J Jejum - 424 11 74 2
S1 1 395 14 78 4
S2 4 382 12 72 6

Sangue
S3 8 427 10 78 3
S4 12 427 13 18 2
El 1 412 9 72 4
E2 4 388 12 81 2
Epimastigote 103

E3 8 401 10 82 3
E4 12 422 11 73 2
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Tabela 16 - Niumero de variantes encontrados no mitogenoma-UFRJ, em cada biblioteca do
transcriptoma. A coluna “amostra” indica o ndmero da biblioteca. A coluna “condi¢gdo” informa o
tratamento ou condicdo usado para a produgédo da biblioteca. A coluna “dia” informa o dia que as
amostras foram analisadas ap6s a alimentacdo. "SNP": polimorfismos de nucleotideo Unico; e "INDEL":
insercdes e dele¢bes. (Continuacdo).

Antes da filtragem Ap6s a filtragem
Amostra Condigéo Dia SNP INDEL SNP INDEL
E5 1 441 11 62 2
E6 4 403 10 67 2
Epimastigota 10’
E7 8 400 12 78 2
E8 12 415 15 68 3
T1 1 407 12 72 2
T2 4 417 12 79 3
Tripomastigota 103
T3 8 399 14 79 3
T4 12 409 12 76 4
T5 1 413 12 73 2
T6 4 412 12 62 2
Tripomastigota 10’
T7 8 393 13 78 2
T8 12 409 10 76 2

Numericamente, a presenca dos SNPs foi homogénea para todas as amostras
do transcriptoma, sendo que os 1.498 SNPs encontrados ao todo compreendem, de
fato, 144 posi¢Bes Unicas, que possuem resultados em mais de uma amostra. A Figura
36 indica o nimero de SNPs que foram encontrados em mais de uma amostra, sendo
gue apenas 25 desses SNPs foram identificados para todas as amostras, este grupo
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esta listado na Tabela 17. Em duas posicbes (4763 e 7267) dois nucleotideos

alternativos para cada posicdo foram identificados com frequéncia suficiente para

serem considerados como SNPs.
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Figura 3621 - Histograma. Numero de SNPs encontrados em apenas uma amostra (x=1) ou repetidos
em mais de uma amostra.

Tabela 17 - SNPs identificados em todas as amostras do mitogenoma-UFRJ. "IGS": Espagador
intergénico; “POS”. Posicdo do SNP; “REF”: Nucleotideo referéncia no mitogenoma UFRJ; “ALT”:
Nucleotideo(s) alternativo(s).

Gene POS REF ALT Gene POS REF ALT
NAD2 347 A G 8134 C T
COXI 1529 T C 8149 T C
tRNAL2 2931 G A NAD4 8686 C T
COXill 2997 C T 8821 C T
ATP6 4296 T C NAD6 10015 C T
4763 T A CYTB 11252 A G
COXllI 4763 T C IGS 11503 C T
4777 T C NAD1 12341 A G
6684 T C 13328 G A
6724 C T 13497 A G
NADS5 7267 C A "RNAI 13523 G A
7267 C G 13557 C T
7291 A G rRNAs 14192 G A
NAD4 8016 C T

89



As substituicdes mais frequentes nos SNPs identificados em todas as bibliotecas
foram do tipo transicdo. Como pode ser visto na figura 37, 24 alteracdes (88%)
representam transicoes (substituicdo de A-G mais C-T) e apenas 3 transversoes
(substituicbes de uma base purinica por uma pirimidina, ou vice-versa). A mudanca

mais frequente foi a troca de uma citosina por uma timina, encontrada 9 vezes (33,4%).

1: 4%

1:4%

= CT
mAG

AT
9:33% 15;55% cG

AC

Figura 227 - Porcentagem de transicdes e transversdes que ocorreram nos SNPs do
mitogenoma UFRJ.

Das 25 posicdes identificadas como SNPs, 18 estdo incluidas em regides de
genes codificadores de proteinas. Os SNPs que ocorrem nessas regides podem ser
classificados em sindnimos quando ndo ha alteracdo no aminoacido (AA) presente na
proteina ou ndo sinbnimos quando ha (Tabela 18).
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Tabela 18 - Substituicbes sindbnimas ou nao sindnimas nos genes codificadores de
proteinas. “AA": Aminoacido; "-": N&o aplicavel.

Gene POS |AA original| AA alterado| SIFT score
MAD2 347 5 - -
Caxl 1529 I - -
Coxll 2997 M - -
ATPB 4296 I - -
4763 G - -
Coxi 4763 G - -
A777 'u' it 0.13
6684 I vV 0.62
6724 G - -
NADS 7267 T - -
7267 T - -
7291 " - -
B0le 'u' [ 0.64
8134 Q - -
NAD4A 8149 L - -
2686 L - -
8321 L - -
NADG 10015 L F 0.44
CYTB 11252 M 5 0.43
NAD1 12341 G - -

Em 15 SNPs presentes na colénia UFRJ a mudanca ocorreu no terceiro
nucleotideo presente no coédon, o que resultou em mutacgdes sinbnimas, onde nao
houve alteracdo no aminoacido final. Entretanto, em 5 mudancas o SNP foi
considerado néo sinénimo. Na posicdo 4.777, regido do gene de COXIll e 11.252, gene
CYTB, a mudanca foi no segundo nucleotideo do cédon o que resultou na alteracéo,
respectivamente, de uma valina para uma alanina e uma asparagina para uma serina.
Nas posicoes 6.684, gene NAD5, 8.016, gene NAD4, e 10.015, gene NADG, a alteracao
foi no primeiro nucleotideo do coédon, e levou a substituicdo, respectivamente, de uma
isoleucina por uma valina, uma valina por uma isoleucina e uma leucina por
fenilalanina. A analise com o programa SIFT mostra a conservacdo da posi¢cdo do
aminoacido numa dada proteina levando em consideracdo, os dados de outros

organismos proximos disponiveis na literatura. Valores SIFT score abaixo de 0,05 sdo
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mudancas pouco comum, logo, sdo consideradas intolerdveis para a proteina,
possivelmente afetando sua fung¢do. Quando ha alteracdo na funcdo da proteina os
SNPs sdo classificados como deletérios, e quando ndo ha alteracdo, sdo chamados de
tolerados. Todos os SNPs n&o sinbnimos no mitogenoma-UFRJ foram considerados
toleraveis para as proteinas, coincidentemente as mudancas envolveram a troca de um

aminoé&cido néo polar por outro de mesma natureza (Tabela 19).

Quanto as insercdes e delecdes, foram identificados 18 Indels no mitogenoma
de Rhodnius prolixus colénia UFRJ. Porém apenas 5 passaram pelo filtro de qualidade
do GATK e desses somente 2 estado presentes em todas as amostras (Tabela 19).

Tabela 19 - Indels identificados em todas as amostras do mitogenoma-UFRJ. “POS”:

Posicdo do Indel. “INDEL”: “IN” para insercdo ou “DEL” uma delegdo; “Seq.”: mostra a insercdo ou
delecao ocorrida na posicao de referéncia, nucleotideo em negrito é o alterado.

Gene POS INDEL Seq.
rRNAs 14114 DEL ATCCA
Regido controle | 15006 IN GCTCC

O primeiro indel identificado na colénia UFRJ constitui uma delecdo de duas
citosinas. O segundo indel € uma insercdo de uma citosina na regiao controle, regiao
conhecida por ser variavel. Este indel localiza-se no trecho de 437 pb da regido
controle, ndo se encontra em nenhum bloco apontado anteriormente como conservado

entre os triatomineos.

A maioria das regides génicas onde estdo localizados os SNPs e Indels
encontrados neste estudo ndo tem correspondéncia com as sequéncias de Rhodnius
robustus disponiveis na literatura. Mesmo nos genes que tem sequéncias diposniveis,
tais como CYTB, a regido onde o SNP esta localizado ndo € coberto pela sequéncia

parcial.
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5. DISCUSSAO

O triatomineo Rhodnius prolixus (Stal, 1859) é um dos vetores da Doenca de
Chagas mais conhecidos. Isso pode ser associado a sua grande relevancia
epidemioldgica, sendo considerado o principal vetor na Venezuela, Colémbia e em
paises da América Central. Uma identificacdo precisa dos barbeiros € de suma
importancia para o controle da Doenca de Chagas, pois taxons distintos apresentam
uma capacidade vetorial variada (GOURBIERE et al., 2012). Além disso, o controle do
vetor continua sendo o mecanismo mais eficaz de combate a esta enfermidade (DIAS
et al., 2016). Sendo assim, informacfes acerca desse vetor sdo consideradas muito
valiosas. Neste cenario se insere o uso do genoma mitocondrial para solucionar
guestdes taxondémicas relacionadas a espécies filogeneticamente muito préximas.
Alguns fatores levaram o mitogenoma a ser considerado um bom modelo de estudo,
tais como, ser uma molécula de origem uniparental, estar presente em abundéancia nas
células, sofrer mutacdes e ter um mecanismo de reparo pouco eficiente que contribui

para que ocorra altas taxas de mutacdes (PAVAN, 2013).

A descricdo do mitogenoma de Rhodnius prolixus pode ser muito util nos
estudos de filogenia, principalmente relacionado a espécies muito préximas como R.
robustus, R. pictipes, R. montenegrensis e R. nasutus. Além disso, a caracterizacao do
mitogenoma das duas coldnias de R. prolixus pode ndo so ratificar a identidade das
espécies mantidas nas colénias como para permitir a comparacao delas com estudos

de disperséo desta espécie ao longo do seu territorio.

5.1 Montagem do genoma mitocondrial de Rhodnius prolixus, colénia UFRJ.

A montagem denominada M1 do genoma mitocondrial de Rhodnius prolixus da
colénia UFRJ foi a que menos cobriu a sequéncia de referéncia, apesar de ter sido a
que produziu o maior mito-contig (Figura 15). Esta montagem utilizou todos os reads,
sem separagao prévia dos mito-reads, contrastando com as abordagens M2 e M3 onde
0s mito-reads foram identificados e separados para serem montados pelo SPAdes e

Trinity. Para os nossos dados, o uso dos maiores contigs das trés estratégias foi
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essencial para a total cobertura do genoma, pois houve regides que sé foram cobertas
por contigs de uma das montagens. Como a M1 foi a primeira estratégia empregada
neste estudo os seus contigs forneceram o delineamento inicial para o mitogenoma-
UFRJ. Por este motivo, M2s e M3s foram utilizadas para completar o mitogenoma,
chegando a 100% de cobertura. Com a evolugcéao dos dados de sequenciamento muitos
estudos tem utilizado as ferramentas de RNA-Seq. para a montagem de genomas
mitocondriais, principalmente para espécies ndo modelo. MOREIRA, et al. (2015)
montou 0 genoma mitocondrial de trés espécies de peixes do género Ancistrus,
utilizando dados de RNA-Seq. Neste estudo foi usado o transcriptoma montado pelo
programa Trinity, para buscar por similaridades em bancos de dados de proteinas de
humanos e de zebrafish. O transcriptoma montado também foi comparado ao
mitogenoma sequenciado de uma espécie proxima. Com essa abordagem foi montado
99.2% do mitogenoma de Ancistrus sp. 1, 92.5% do mitogenoma Ancistrus sp. 2a e
94.7% do Ancistrus sp. 2b. De modo geral, as regides ndo montadas foram referentes a
tRNAs e uma porcdo do D-loop (similar a regido controle dos insetos), locais
normalmente menos cobertos por dados de RNA-Seq. Os genomas mitocondriais de
Amolops chunganensis e Quasipaa boulengeri também foram montados usando dados
de RNA-Seq (YUAN et al., 2016). Neste caso, os reads foram limpos e montados pelos
programas SOAPdenovo2 e Trinity e em seguida os contigs foram comparados com
bancos de dados de sequéncias proximas. Novamente uma porc¢ao da regido do D-loop
nao foi recuperada nestes organismos. Como, estas regides normalmente sdo pouco
cobertas, pode ser que a etapa de limpeza feita antes da montagem do transcriptoma,
possa ter influenciado na montagem destes trechos. Dado que para os dados de
Rhodnius prolixus uma limpeza mais rigorosa antes da etapa de montagem poderia ter

afetado a montagem total do mitogenoma.

Como a montagem do mitogenoma néo foi obtida por uma conciliacdo completa
das montagens M1, M2 e M3 era possivel que algumas posi¢cdes, provavelmente onde
existissem SNPs, poderiam conter um nucleotideo que ndo fosse o mais abundante
nos dados de sequenciamento. A conferéncia das bases do mitogenoma montado feita
pelo IGV mostrou que de modo geral, existiam poucas posi¢des onde o nucleotideo

mais representado ndo tinha sido usado. Sendo assim, o mitogenoma-UFRJ foi
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manualmente editado para conter em todas as posi¢cdes a base mais frequente. Ainda
nao houve relatos desta verificagcdo na literatura, mesmo em pipelines que indicam
programas mais indicados para montagem e anotacdo de mitogenomas
(SCHOMAKER-BASTOS; PROSDOCIMI, 2018). Porém, este cuidado conferiu mais
confiabilidade a montagem do genoma de Rhodnius prolixus.

Cabe ressaltar que a porcentagem de reads que alinharam antes e depois da
limpeza em ambos 0s mitogenomas n&o variou muito. A porcentagem foi de
aproximadamente 19,3% para os reads brutos e 19,1% para os reads limpos a pouca
diferenca encontrada pode estar relacionada a excluséao de transcritos menores, devido
a limpeza feita pelo Cutadapt de reads com menos de 90 pares de bases (pb). Alias, a
guantidade de transcritos mitocondriais esta dentro da margem esperada em dados de
sequenciamento de RNA, em alguns trabalhos a presenca de mitotranscritos no RNA-
seq chega a 30% e outros varia entre 5% e 25% (YASUKAWA; KANG, 2018).

5.2 Anotacao e analise dos genomas mitocondriais de Rhodnius Prolixus

O genoma mitocondrial completo das duas colénias de R. prolixus tem 16.454
pb de comprimento, portanto, menor do que 0s Unicos trés genomas de triatomineos
sequenciados até agora, o mitogenoma de T. infestans 17.301 pb (PITA et al., 2017), o
de T. dimidiata 17.019 pb (DOTSON; BEARD, 2001) e o de T. rubrofasciata 17.150 pb
(DONG et al., 2018).

O mitogenoma de R. prolixus contém, como a maioria dos reduviideos ja
sequenciados (PITA et al., 2017), 13 genes codificadores de proteinas, 22 RNAs
transportadores, 2 RNAs ribossémicos e uma regido controle (Figura 18). Desse total
de genes, 23 estdo localizados na fita majority (J) e 14 genes na minority (N). Até o
momento, apenas 0 mitoDNA de Brontostoma Colossus foge dessa configuragéo, pois
contém uma duplicacdo de 131 pb que inclui um gene completo codificante de um RNA
transportador de arginina (KOCHER et al., 2014). Como consequéncia, Brontostoma

Colossus possui ao todo 23 tRNAs potencialmente funcionais.
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N&o s6 o numero mas também a ordem de genes mitocondriais de R. prolixus
segue o0 mesmo padrdo encontrado na maioria dos genomas dos reduviideos, como
em T. infestans (PITA et al., 2017). Inclusive, esse arranjo de genes € conservado no
grupo dos insetos, e compartilhado com os crustaceos, outro tdxon pertencente aos
artropodes (BOORE; LAVROV; BROWN, 1998). De modo geral, eventos evolutivos de
rearranjo génico nos mitogenomas é algo relativamente raro (ZHANG et al., 2015),

acontecendo somente em poucos grupos mais divergentes.

No mitogenoma da colonia UFRJ de R. prolixus a presenca dos nucleotideos A e
T foi de 69,66%, praticamente idéntico ao da colbnia NIH (69,63%). A pequena
diferenca encontrada entre as col6nias aparenta ser resultado de mutacdes pontuais. O
material genético presente na mitocondria estd constantemente exposto a reagdes de
oxidacdo devido a presenca de espeécies reativas de oxigénio (ROS - do inglés
Reactive Oxygen Species) (SHARMA; SAMPATH, 2019). Os ROS podem ser formados
como subprodutos do metabolismo energético mitocondrial, devido a reducéo
incompleta do oxigénio, e sdo capazes reagir diretamente com a molécula de DNA
(SANTOS, 2015). Como o mitogenoma esta localizado no lado interno da membrana
mitocondrial interna, onde estdo sendo gerados ROS, o mitoDNA acumula
significativamente mais danos oxidativos do que o DNAnuclear (ROUBICEK; SOUZA-
PINTO, 2017; GIAMPAZOLIAS; TAIT, 2016). O radical hidroxila, por exemplo, é capaz
de causar modificagdes nas bases nitrogenadas e/ou no agucar, através da adi¢cao de
um grupamento -OH as ligacdes duplas das bases nitrogenadas, do deslocamento de
um atomo de hidrogénio do grupamento metil da base nitrogenada timina ou ainda pela
subtracdo desse atomo na ligacdo C-H da 2’-desoxiribose (SANTOS, 2015; CADET;
WAGNER, 2013). Apesar do radical hidroxila ser capaz de afetar todas as bases
nitrogenadas, a oxidacdo da guanina é a lesdo mais abundante causada por ROS
(GRUBER et al., 2018). Na oxidacdo da guanina a hidroxila gera uma modificacdo no
nitrogénio 7 e no carbono 8 do anel desta base, formando assim a 8-oxoguanina (8-
oxoG) (GRUBER et al., 2018). Essa base modificada, a 8-0xoG, € capaz de mimetizar
funcionalmente a timina formando um par estavel com a adenina, sendo assim, a
presenca desta modificagdo pode levar a um emparelhamento erréneo, substituindo um

par C-G para um A-T (MOREIRA, 2017). Oxidac¢des das bases podem ter contribuido
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para a variedade existente entre as col6nias de Rhodnius prolixus.

A composigdo AT% encontrada no mitogenoma das duas colonias de Rhodnius
prolixus € relativamente parecida com a encontrada em T. dimidiata e T. rubrofasciata,
e ligeiramente menor que a de T. infestans. Variagbes na presenca e frequéncia dos
nucleotideos em mitogenomas estdo habitualmente relacionadas a caracteristicas
intrinsecas a replicacdo assimétrica e unidirecional que ocorre no mitoDNA
(GODDARD; WOLSTENHOLME, 1978). Como a hipétese mais aceita, até 0 momento,
para a replicagdo do mitogenoma envolve a momentanea formacdo de uma fita
simples, isso pode propiciar desaminacdes espontaneas, contribuindo dessa forma
para alteracbes no emparelhamento de bases (REYES et al.,, 1998). Estudos ja
mostraram que as taxas de desaminac¢ao dos nucleotideos A e C sdo maiores no DNA
de fita simples do que em DNAs de dupla fita (NIKOLAOU; ALMIRANTIS, 2005).

Saccone et al., (1999) mostrou que, o mitoDNA de metazoarios apresenta um
desbalanceamento dos nucleotideos A+C entre as fitas, estando representados com
maior frequéncia na fita majority, o que de fato aconteceu para ambos os mitogenomas
estudados. A explicacdo para esta caracteristica envolve mecanismos de mutacao por
alteracao quimica das bases. A desaminagao € o0 processo que acarreta a perda de um
grupo amino (-NH2) da base nitrogenada de um nucleotideo (CHATTERJEE; WALKER,
2017). Quando essa alteracdo quimica ocorre, por exemplo, em uma adenina, é gerada
uma hipoxantina que emparelha-se com uma citosina ao invés de uma timina. Ou seja,
a desaminacdo da adenina ocasiona a troca de um par de bases A-T por um par G-C
(KIM, 2018). Quando a citosina perde um grupo amino ela se transforma em uracila,
gue é capaz de emparelhar com uma adenina, logo, essa reagao resulta na troca de
um par de bases C-G por um par T-A, esta desamina¢do é uma das mais frequentes
nos genomas (KIM, 2018). Sendo assim, a exposi¢cdo da fita minority, geraria um
aumento de citocinas e diminuicdo de timinas, bem como aumento de adeninas e

diminuicdo de guaninas na sintese de uma nova fita filha (majority).

Ainda relacionado a frequéncia de nucleotideos é importante afirmar que existe
um mecanismo de reparo capaz de identificar e corrigir lesbes no genoma mitocondrial,

porém toda a maquinaria envolvida neste processo € codificada pelo DNA nuclear
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(SANTOS, 2015). Além disso, ele ndo se mostra tdo eficiente pois apesar dele a taxa
de mutacdo é bem mais alta no mitoDNA do que no DNA nuclear (REYES et al., 1998).

5.2.1 Genes codificadores de proteinas

Nos genes codificadores de proteinas de genomas mitocondriais € comum a
presenca de cédons de terminacdo incompletos. Isso acontece como consequéncia do
processamento do transcrito primario com o modelo de pontuacdo de tRNA (OJALA,
1981) que apos o processamento leva a cdédons de término com apenas T__ ou TA .
Entdo nos mitogenomas a poliadenilacdo, além de prolongar a sobrevida dos RNAs
mensageiros, completa os cédons de término nos genes. Para 0s mitogenomas
estudados os codons de parada dos genes NAD2 e COXIIl se sobrepde as
extremidades 5' do tRNAW e t(RNAG, respectivamente, necessitando de

complementacao pela adicdo da cauda poli-A (Tabela 10).

O valor de uso relativo de codons sinbnimos (RSCU do inglés - Relative
Synonymous Codon Usage) € um indice que avalia o uso dos codons, ou seja, o
namero de vezes que um codon aparece em um gene em relacdo ao numero de
ocorréncias esperadas como se todos os cdédons fossem igualmente utilizados. Valores
de RSCU igual a 1 representam cédons com utilizacdo média, variacdes neste valor,
para mais ou menos, demonstram maior ou menor frequéncias. Logo valores maiores
gue 1 sugerem que houve selecéo positiva, e menores que houve selecdo negativa do
cédon em questédo (UDDIN; CHAKRABORTY, 2016).

A figura 19 mostrou a tendéncia no uso dos codons ricos em AT nos genes
codificantes de proteinas dos mitogenomas de Rhodnius prolixus. O mesmo ocorreu
para os outros trés triatomineos T. dimidiata, T. infestans e T. rubrofasciata também
analisados na mesma figura. Este padréo ja foi observado em outros grupos de insetos,
dentre eles Hymenoptera, Lepidoptera e Coleoptera (SUN et al.,, 2009). Ainda foi
perceptivel uma preferéncia por codons gue terminem com adenina ou timina, tanto em
Rhodnius prolixus (Tabela 11 e Figura 19), quantos nos outros trés triatomineos (Figura
19).
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Os quatro codons mais usados no mitogenoma de Rhodnius prolixus, tanto
UFRJ quanto NIH, codificaram leucina, isoleucina, fenilalanina e metionina. Eles séao
aminoacidos apolares e hidrofoébicos que juntos representam mais de 40% do que é
codificado no mitogenoma. Este fato pode-se dever a natureza das proteinas, ja que a

maioria delas esta associada a membrana.

5.2.2 RNAs nao codificantes

Os RNAs transportadores deste estudo apresentaram uma estrutura secundaria
tipica. O tRNAS1 mostrou uma estrutura ligeiramente diferente dos demais, seu braco
D formou uma alca simples, contendo a base diidrouridina. Este padrdo ja foi
observado em outros insetos, como Apis mellifera (CROZIER; CROZIER, 1993),
Anopheles gambiae (BEARD; HAMM; COLLINS, 1993) e T. rubrofasciata (DONG et al.,
2018).

5.2.3 Regides nao codificantes

No mitogenoma de R. prolixus foram encontradas 11 sobreposicées génicas, a
maioria envolvendo poucos nucleotideos, a maior com 21 entre tRNAP e NAD6 (Tabela
10). Também foram identificados 13 espacadores intergénicos (IGS do inglés -
InterGenic Spacer), o maior deles localizado entre os genes tRNAS2 e NAD1 com 78
pb. Essa regido também foi encontrada no mitogenoma de outros insetos, como Apis
mellifera, porém sua funcdo ainda € desconhecida (CROZIER; CROZIER, 1993).
Todavia, em algumas espécies de insetos, como em T. dimidiata, esse IGS contém
uma fase de leitura ndo identificada (ORF do inglés - Open reading frame) codificando
um peptideo de 103 aminoé&cidos. Entretanto a literatura afirma que essa sequéncia
nao é similar a nenhuma outra depositada no GenBank (DOTSON; BEARD, 2001).
Apesar desse IGS ter sido o maior encontrado no mitogenoma de R. prolixus, nao
houve evidéncias de ORF, nem de repetices em tandem. Além disso, esse espacador

foi 0 menor entre os triatomineos: T. dimidiata (314 pb), T. rubrofasciata (182 pb) e T.
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infestans (94 pb) (DOTSON; BEARD, 2001; DONG et al., 2018; PITA et al., 2017).

O mitogenoma de Rhodnius prolixus se mostrou bem compacto com poucas
regides nao codificantes, se resumindo aos espacadores intergénicos e a regiao
controle. Em R. prolixus a regido controle (CR do inglés - Control Region) apresenta
1.791 pb de comprimento, a menor dentre os triatomineos sequenciados, o que
colabora para seu genoma ser o menor até o momento. Essa por¢cdo do mitogenoma
de insetos habitualmente é mais variavel, exibindo altas taxas de substituicdo de
nucleotideos, inclusive o comprimento desta regido pode variar entre espécies e/ou
individuos (LI; LIANG, 2018). A regido controle em Rhodnius prolixus esta disposta da
mesma maneira que nos outros triatomineos, isto é, ha uma clara divisdo em quatro
partes diferentes (DOTSON; BEARD, 2001).

O tamanho do primeiro trecho é relativamente parecido nesses insetos, em R.
prolixus 447 pb, T. dimidiata 450 pb, T. infestans 450 pb e T. rubrofasciata 467 pb. Ela
apresenta uma propor¢cdo maior de guaninas e citosinas do que o restante da
sequéncia e em R. prolixus ndo houve diferenca relevante entre as duas colénias. No
final deste trecho foi identificada o bloco de guaninas caracteristico também presente
nos outros barbeiros (DOTSON; BEARD, 2001), entretanto, T. infestans e T.

rubrofasciata possuem uma guanina a menos (PITA et al., 2017; DONG et al., 2018).

O segundo trecho, rico em A + T, tem 274 pb em R. prolixus, nas duas
colénias. Esse trecho foi ligeiramente menor do que nos outros triatomineos ja
sequenciados (T. dimidiata com 400 pb, T. infestans com 430 pb e T. rubrofasciata com
436 pb). Ao comparar as sequéncias deste trecho de todos estes triatomineos, nao foi

observado nenhum bloco conservado.

O terceiro trecho, de 1028 pb contém as repeticbes em tandem. Em Rhodnius
prolixus foram encontradas oito repeticées, a primeira sequéncia apareceu cinco vezes
(a ultima sequéncia ligeiramente menor que as demais) e a segunda trés vezes. Entre
as colénias de R. prolixus foi encontrada uma pequena diferenca entre as sequéncias
repetitivas. . Em T. dimidiata, ja foram encontradas oito repeticbes tandem. Todavia,

em T. dimidiata existem trés sequéncias diferentes, a primeira sequéncia tem 82 bp, a
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segunda tem 140 pb e é reproduzida cinco vezes e a terceira tem 173 pb e aparece
duas vezes (DOTSON; BEARD, 2001). Ja o trecho em tandem de T. rubrofasciata
contém uma sequéncia de 152 pb cinco vezes repetida e outra de 198 pb que aparece
duas vezes (Dong et al., 2018). O tandem de T. infestans é o maior entre os barbeiros,
apresenta doze repeti¢cdes, um bloco de 125 pb esta presente 8 vezes consecutivas e
outro de 182 bp aparece trés vezes de forma completa e uma quarta parcialmente
(PITA et al.,, 2017). Aparentemente, a variagdo neste trecho da regido controle
influenciou no tamanho total do mitogenoma, uma vez que foi 0 segmento com maior
discrepancia de comprimento nos barbeiros. O triatomineo com a menor regido em
tandem também foi 0 que apresentou o0 menor mitogenoma, e isto também foi valido
para o maior, Rhodnius prolixus e Triatoma infestans respectivamente. Esta relacéo foi
vista também em outros hemipteros. Um estudo feito com 116 regifes controles, com
espécies de 11 infraordens de Hemiptera, encontrou uma correlagdo positiva entre o
comprimento total de repeticbes em tandem e a sequéncia da regido controle (LI;
LIANG, 2018).

O ultimo trecho da regido controle, tem apenas 42 pb em Rhodnius prolixus, a
semelhanca entre as duas col6nias foi bem grande, poucos nucleotideos divergiram.
Este trecho é um pouco maior nas outras espécies da subfamilia Triatominae. Em T.
infestans tem 134 pb, em T. rubrofasciata 168 pb e T. dimidiata tem 188 bp. Ao
comparar as sequéncias de todos esses triatomineos, foi possivel identificar uma

conservacao dos nucleotideos que comp&em esta por¢ao.
5.2.4 Origem de replicacao

A identificacdo e caracterizacdo da regido controle é de suma importancia pois
acredita-se que é onde possivelmente estejam localizadas as origens de replicacdo das
duas fitas do mitogenoma (OJ - Origem da fita majority e ON- Origem da fita minority),
pois é 0 que acontece em espécies do genéro Drosophila, Tribolium castaneum e
Bombyx mori (SAITO; TAMURA; AOTSUKA, 2005). Nos hemipteros ainda nao foi
descrito na literatura as origens de replicacdo, nem a presenca de blocos conservados
gue de fato possam caracterizar OJ e ou ON. Apesar da regido controle aparentemente

estar organizada de maneira conservada nos triatomineos isso ndo se estende para
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outros membros da ordem Hemiptera. As sequéncias que constituem a regido controle
podem ou ndo ser formadas por varios elementos estruturais, como trechos
mononucleotideos, repeticdbes em tandem e regides ricas em determinados
nucleotideos (LI; LIANG, 2018).

Baseado nisto foi realizada a busca por elementos conservados na regiao
controle dos triatomineos que possam dar indicios das origens de replicacdo nestes
insetos. A partir do conhecimento obtido da origem replicativa de outros animais, como
Drosophila e Locusta migratoria (SAITO; TAMURA; AOTSUKA, 2005), os elementos
buscados foram ou sequéncias de timinas ou aquelas capazes de formar estruturas em
forma de grampo. Sendo assim, foi feito o alinhamento mdltiplo do primeiro, segundo e
guarto trecho da regido controle de Rhodnius prolixus (ambas as colonias), T.
dimidiata, T. rubrofasciata e T. infestans (DOTSON; BEARD, 2001; DONG et al., 2018;
PITA et al., 2017). A terceira por¢cao, que contém as repeticoes em tandem, € muito
variavel nos barbeiros por isso aparentemente ndo mantém a conservagao necessaria

para a manutencao deste mecanismo.

A busca pela origem de replicacdo da fita minority mostrou 3 possiveis
candidatos no trecho de 447 pb rico em G+C do mitogenoma de triatomineos. O
primeiro bloco vai da posi¢cdo 139 até 154, contendo 4 timinas seguidas. O segundo é
menor, e vai da posicdo 360 até 373, s6 contém 3 timinas seguidas (Figura 24 e 38).
Estes dois primeiros blocos foram selecionados por conter uma regido conservada
entre os triatomineos, que é formada por adeninas e timinas. O Ultimo bloco esta
imediatamente antes da sequéncia de guaninas, apesar de nao ter a sequéncia de
timinas nem o grampo, ele apresentou 18 nucleotideos conservados além das

guaninas.
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447 pb 274 pb Tandem 42 pb

459-486

rampa
grampo
grampo

AT conservado I 3o0-373 |

AT consarvado
Poli-G conservado
Paoli-A & grampo

Figura 38 - Esquema das possiveis origens de replicacdo na regido controle dos triatomineos.
Blocos relacionados a origem de replicacdo da fita minority (ON) estdo representados em verde,
enquanto os da fita majority (OJ) estdo em vermelho. As ON e OJ mais provaveis estado indicadas com
setas em verde e vermelho que apontam para o sentido da replicacdo. Todos os elementos nesta figura

estdo representados na fita majority.

A busca pela origem de replicacao da fita majority (OJ), em Rhodnius prolixus, e
nos outros triatomineos analisados, mostrou que o quarto trecho (de 42 pb) possui um
bloco com grande potencial para ser OJ. Este bloco com oito adeninas, que na fita
complementar, minority, representam uma sequéncia de 8 timinas, foi identificado
dentro de uma sequéncia capaz de formar uma estrutura em grampo (Figura 26 e 27).
No género Drosophila, OJ se encontra nesta mesma regido, a poucos nucleotideos de
distancia do gene do tRNAI (SAITO; TAMURA; AOTSUKA, 2005), assim como em R.
prolixus. Sendo assim, o grampo e/ou o poli-T,na fita minority, podem estar envolvidos
na sinalizacdo para o inicio da replicacdo da fita majority, representando OJ. Além
disso, também foram achados outros trés grampos no trecho de 274 pb rico em A+T,
porém eles sdo de tamanhos variados e ndo houve uma conservacao na sequéncia de
nucleotideos entre os triatomineos. Isto reforca a ideia do trecho encontrado na regiao

de 42 pb ser o mais promissor.

Em homo sapiens, e outros vertebrados, a origem de replicacdo da fita light
(equilavente a fita majority de insetos) ndo se encontra na regido controle e sim em um
espaco inter-génico (IGS) (FALKENBERG, 2018). Como dito anteriormente, 0 genoma

mitocondrial de Rhodnius prolixus é bastante compacto, logo, tem IGS pequenos e em
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pouca quantidade. Além disso, o maior espacador IGS de Rhodnius prolixus,
equivalente ao humano que contém a origem de replicagédo da fita light, ndo contém

poli-T e nem forma grampos.

5.3 Busca de mitogenomas, alinhamento multiplo e construcdo da arvore

filogenética

Em relacdo a arvore filogenética das sequéncias codificadoras de proteinas
mitocondriais (Figura 29), o agrupamento das duas linhagens de R. prolixus ocorreu
como esperado. Porém como ndo ha mais representantes disponiveis da Tribo Rhodiini
nao se pode inferir sobre a parafilia ou monofilia do grupo. As duas linhagens de R.
prolixus formaram um grupo com 0s membros da tribo Triatomini, com suporte de
100%. Em relacao tribo Triatomini, na arvore também néo ficou evidente a monofilia
desta tribo. As poucas amostras disponiveis para as duas tribos (Rhodiini e Triatomini)
dificultam a solucdo das questbes referente ao surgimento delas, assim como da
subfamilia Triatominae. Os apontamentos a respeito da evolucdo da subfamilia

Triatominae ja foram extensamente debatidos na introducao deste trabalho.

Todos os triatomineos e os membros de Stenopodainae (Oncocephalus
breviscutum e Canthesancus helluo) foram agrupados em um clado com bom suporte,
0 que apoia que a ideia de Triatominae e Stenopodainae serem grupos irmaos. Essa
proximidade entre os dois grupos ja foi evidenciada por estudos baseados em
caracteristicas morfologicas e andlises filogenéticas de sequéncias mitocondriais e
nucleares (CAMERON et al., 2012; WEIRAUCH, 2008). As espécies pertencentes a
subfamilia Peiratinae, como esperado, formaram um clado com um bom suporte. Essa
subfamilia é grupo irma de outras quatro subfamilias, Harpactorinae, Reduviinae,
Stenopodainae e Triatominae (ZHANG et al.,, 2016). O clado formado por essas
subfamilias é grupo irmédo de Ectrichodiinae, conhecidos por se alimentarem de
miridpodes e isopodos (ZHANG et al., 2016). Reduviinae aparenta ser uma subfamilia
polifilética, a é&rvore filogenética aponta uma relacdo entre Valentia hoffmanni,

classificada na literatura na subfamilia Salyavatinae (TRUONG et al., 2007), e os dois
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géneros de Reduviinae (Inara e Acanthaspis) com suporte de n6é de 66%. A relacdo
entre Salyavatinae e Reduviinae ja foi abordada em alguns trabalhos (ZHANG et al.,
2016).

5.4 Nivel de expresséo dos transcritos mitocondriais

Ainda ha questbes indefinidas acerca da transcricdo nos mitogenomas de
insetos. Um dos poucos consensos € que a transcricdo gera um precursor
policistronico que, em seguida, precisa ser processado para que cada RNA se torne
funcional (D’SOUZA; MINCZUK, 2018). Este processamento se inicia pela retirada dos
tRNAs, modelo de pontuacao de tRNA (do inglés tRNA punctuated model) (OJALA et
al., 1981).

O indice de expresséao gerado neste estudo para as sequéncias codificantes do
genoma mitocondrial de Rhodnius prolixus coloénia UFRJ, ndo encontrou evidéncias
para a expressao dos RNAs transportadores. Isto pode estar associado a modificacao
pos-transcricional que ocorre nessas moléculas, apds a pontuacdo de tRNA, essas
estruturas ndo sao poliadeniladas (BERTHIER et al., 1986). Uma vez que, um dos
processos necessarios para o sequenciamento do RNA € a construcao da biblioteca de
cDNA, onde um dos passos envolve a ligacdo a caudas poli-A presentes em RNAs
maduros, isto impede a quantificacdo da expressédo dessas moléculas. Entretanto, foi
possivel montar completamente o mitogenoma, o que incluiu a identificacdo dos tRNAs
nos reads do transcriptoma, que pode ser consequéncia da visualizacéo de transcritos
primarios ainda ndo completamente processados. Estes fatos podem ser reforcados
pela figura 17 que mostra a baixa cobertura na regido dos tRNAs. Por outro lado, os
outros RNAs (MRNA e rRNA) recebem a cauda poli-A e ndo enfrentam a mesma
situacdo (STEWART; BECKENBACH, 2009).

Os tratamentos utilizados parecem provocar mudancas no nivel de expressao
dos genes codificantes de proteinas mitocondriais. Dois efeitos majoritarios foram
observados causados pela infeccéo e alimentacéo. A infec¢do das ninfas de Rhodnius

prolixus com tripomastigotas de T. cruzi geraram um aumento de expressao dos genes
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NAD6 e NAD2, do complexo |, e ATP8, uma subunidade da ATP-sintase (Figura 30).
Os complexos afetados pelo aumento da expressdo de NAD6, NAD2 e ATP8 estao
intrinsecamente ligados a producao de energia mas também podem levar a producéo
de radicais livres. O complexo | catalisa a oxidacdo do NADH e, como consequéncia
dessa reacdo, transfere quatro prétons da matriz para o espaco intermembrana
(CAVALCANTE, 2015). ECHTAY et al. (2002), salienta que o estado redox da cadeia
transportadora de elétrons e a forga préton motriz, gerada pelo transporte de prétons
da matriz para o0 espaco intermembranas pelos complexos I, Ill e IV sao
preponderantes para a geracdo de ROS nas mitocOndrias. J& o complexo ATP-sintase
€ o local por onde os protons bombeados para 0 espaco intermembrana retornam para
a matriz mitocondrial, a favor do gradiente de concentracdo, e terminam com a
producédo de ATP. Desta forma o aumento da expressdo dessas proteinas pode
desempenhar um papel importante na resposta de Rhodnius prolixus contra a infeccao
pelo protozoario T. cruzi. Na literatura ja foi mostrado que cepas de Anopheles
gambiae refratarias ao protozoario Plasmodium apresentavam altos niveis sistémicos
de espécies reativas de oxigénio (ROS). Quando era realizada a suplementacao
dietética com antioxidantes, a capacidade desse mosquito de responder ao patdgeno
reduzia drasticamente (MOLINA-CRUZ et al., 2008). Outro autor (DIAZ-ALBITER et al.,
2012), também mostrou a relacdo de ROS e de patégenos em insetos. O estudo feito
com flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis, mostrou que ROS sé&o
prejudiciais ao parasito Leishmania mexicana, resultando na diminuicdo da populacao
do patégeno. Logo, o aumento da expressdo dessas proteinas mitocondriais pode
ocasionar no aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem ser uma

tentativa de lidar com a carga de T. cruzi.

O mesmo pode estar ocorrendo no tratamento com epimastigotas, na maior
concentracdo (107) e no maior tempo (12 dias), onde ha um aumento de expresséo de
guase todos os genes do complexo | (NAD1, NAD4, NAD4L, NAD5 e NADS6).
Entretanto, neste caso a resposta se seu somente na maior concentracdo e tempo de
exposicdo sugerindo que a resposta possa ser consequéncia da intensidade de
exposicdo. Existem outras situagbes onde a quantidade de microorganismos precisa

ser controlada, por exemplo o microbioma intestinal normalmente € densamente
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populado, entretanto, € necessario que haja um controle da microbiota existente. A
producdo de ROS é um dos mecanismo utilizados por insetos para o controle da
microbiota intestinal (KWONG; MANCENIDO; MORAN, 2017). No préprio epitélio do
intestino dos insetos ha enzimas responsaveis pela producdo de ROS. O aumento da
expressao visto na infec¢cdo da maior concentracao por epimastigotas, pode indicar que
a inducao do aumento de ROS produzido pelo complexo | seja parte do mecanismo de
controle populacional de microorganimos que ocorre no trato intestinal(KWONG;
MANCENIDO; MORAN, 2017).

A diminuicdo de expressdo dos genes rRNAS, rRNAL e NAD1 logo apés a
alimentacdo com sangue pode ser uma estratégia para diminuir as espécies reativas de
oxigénio, diminuindo a transcricdo das proteinas dos complexos. J4 é sabido que a
alimentacdo hematofagica acaba induzindo um ambiente de estresse oxidativo em
Rhodnius prolixus (VIJA-SUAREZ; ORTIZ; MOLINA, 2017). A hemoglobina, presente
no sangue, € formada por quatro subunidades de globina ligadas ao grupamento
prostético heme (SHINOTSUKA, 2014). Quando a hemoglobina é digerida no intestino
médio do barbeiro, resulta na producdo de grandes quantidades de heme, molécula
citotoxica e pro-oxidante (GRACA-SOUZA et al., 2006). O heme tem potencial de
promover reacdoes de formacdo de ROS, o que o torna toxico quando livre
(SHINOTSUKA, 2014). A diminuicdo dos genes NAD3, CYTB e COXII, participantes
respectivamente dos complexos I, lll e 1V, ao longo dos dias apos a alimentacdo com

sangue sugere uma tentativa progressiva de diminuir a formacéao de ROS.

5.4 Comparacdo do mitogenoma de R. prolixus, colénia UFRJ, com

sequéncias da literatura para as espécies R. prolixus e R. robustus.

O estudo de padrbes ecoldgicos biogeograficos é de grande valia para
organismos como os Triatomineos. A identificacdo desses padrfes pode fornecer
fundamentos que auxiliem na definicdo de faixas geograficas que contenham espécies
vetoras mais eficientes (ABAD-FRANCH et al., 2009). Que por sua vez pode ser

empregada para avaliar o risco de transmissdo da Doenga de Chagas, como ja foi feito
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para outras doengas (RIPOCHE et al.,, 2018; MURRAY et al., 2018). Para este
proposito, a caracterizacdo do local de ocorréncia dos membros de um grupo,
conhecimento acerca da origem evolutiva, assim como a correta identificacdo das

espécies é algo extremamente benéfico.

A comparagao feita entre as sequéncias geradas neste estudo e as de
Rhodnius prolixus e Rhodnius robustus disponiveis na literatura foi feita para
possivelmente elucidar a origem do mitogenoma de R. prolixus da colonia UFRJ.
Devido a proximidade de Rhodnius prolixus com Rhodnius robustus este ultimo
também foi inserido nas andlises. Na literatura ja houve relatos de introgressao do
material genético desses barbeiros, ou seja, a ocorréncia do fluxo de genes entre essas
espécies (FITZPATRICK et al.,, 2008). Esta ocorréncia € relevante pois algumas
linhagens dos dois grupos conseguem cruzar e gerar descendentes, e devido a
heranca mitocondrial ser uniparental, o acervo genético mitocondrial de um organismo

pode ter origem diferente da sequéncia nuclear.

As sequéncias usadas foram referentes aos genes do citocromo b e da
subunidade maior do RNA ribossomal de R. prolixus e de R. robustus. As sequéncias
de Rhodnius prolixus UFRJ, tanto do gene do citocromo b como da subunidade maior
do RNA ribossomal, apresentaram identidade maior com as sequéncias de mesma
espécie, oriundas da literatura. As diferencas encontradas foram proporcionalmente
pequenas, e podem estar associadas a mutacées pontuais. Além disso, a diferenca
encontrada esta dentro da faixa de variacao intraespecifica esperada para este grupo,
alguns autores apontam maximo de 2% (PAVAN, 2013). Em contrapartida, ambos 0s
genes CYTB e rRNAI deste estudo apresentaram uma identidade menor quando
comparados com R. robustus. Contudo, vale ressaltar que trés exemplares de R.
robustus coletados em Trujilo na Venezuela aparentam ser menos diferentes de R.
prolixus (UFRJ e NIH), o que pode indicar que a divergéncia evolutiva entre essas

linhagens foi mais recente.

O alinhamento feito com o rRNAI mostrou ainda que possivelmente uma
sequéncia, coletada em Madre de Dios no Peru e estabelecida em colénia (VENDRAMI

et al., 2008), estd identificada equivocadamente. A identidade dela com a de R. prolixus
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UFRJ foi de 100%, o que sugere que esta amostra esta incorretamente identificada ou
gue houve uma introgressdo do material genético de R. prolixus naquela colbénia, como

suposto pelos proprios autores.

A maior conservacao do gene da subunidade maior do RNA ribossomal j& era
algo esperado, frente o CYTB. Por esta razdo, o gene citocromo b é habitualmente
escolhido para distinguir espécie filogeneticamente muito proximas. Enquanto o gene
do rRNAI é mais indicado para separar espécies evolutivamente mais distantes, como
por exemplo, de filos diferentes (PAVAN, 2013).

Como o gene do citocromo b tem uma taxa de mutacdo mais alta do que da
subunidade maior do RNA ribossomal, o que o torna a melhor escolha entre as duas
opcOes para distinguir espécie muito proximas, suas sequéncias foram escolhidas para
a construcao da arvore filogenética (Figura 35). O género Rhodnius é dividido em duas
grandes linhagens evolutivas: os cis-andinos incluindo os grupos prolixus e pictipes,
distribuidos a leste da Cordilheira dos Andes; e o0s trans-andinos com 0 grupo
pallescens, a oeste dos Andes (trans-andino). Para analise da relacdo de R. prolixus e
R. robustus nesta arvore filogenética foram escolhidos para grupo externo sequéncias
de Rhodnius pallescens, Rhodnius pictipes e Rhodnius barreti, que até recentemente
era classificado como R. robustus (ABAD-FRANCH et al., 2013).

Os dados adquiridos pela construcdo da arvore filogenéticas do gene do
citocromo b desses membros do género Rhodnius (Figura 35) ratificam o que havia
sido constatado em trabalhos anteriores. O grupo externo da arvore enraizou formando
duas linhagens evolutivas de R. pallescens, com um bom valor de suporte. A sequéncia
FJ229359, proveniente de Santa fé, Veraguas, no Panam4, forma um clado separado
das outras duas amostras de R. pallescens. O segundo clado € formado por espécimes
coletados ao norte da Colémbia: JQ686675, oriunda de San Fernando, Bolivar; e
JQ686685 proveniente de El carmen, Norte de Santander. A literatura ja descreveu a
existéncia de duas linhagens para R. pallescens, a sequéncia do primeiro clado, usado
neste trabalho, faz parte da linhagem centro-americana (que agrupa individuos do
oeste da Colémbia e oeste do Panamd), o segundo clado é descendente da linhagem

colombiana (que inclui populacdes localizadas ao norte e ao sul da Colémbia)
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(GOMEZ-PALACIO et al., 2012). Estudos apontam que a dispersdo do ancestral
dessas linhagens a partir do local de origem deste género provavelmente ocorreu no
Mioceno (ABAD-FRANCH et al., 2009). Outro membro do grupo externo € Rhodnius
pictipes (MF497699), esta espécie faz parte de um complexo que leva seu nome e
inclui ainda R. amazonicus, R. brethesi, R. paraensis, R. stali e R. zeledoni (JUSTI;
GALVAO, 2017). Ainda ha controvérsias quanto a organiza¢éo basal da tribo Rhodniini
(MONTEIRO et al., 2018), todavia, a sequéncia de R. pictipes utilizada neste trabalho,
compartilhou mais tragos com o complexo prolixus, como a separacdo das duas
linhagens evolutivas ja citadas anteriormente (JUSTI; GALVAO, 2017). O dltimo taxon,
Rhodnius barretti (JX273159 e JX273161) na arvore ficou proximo do grupo formado
por R. prolixus e R. robustus. De fato, estudos como o de Pavan, 2013, apontam para

uma divergéncia mais recente desta espécie, datadas no Mioceno Superior/Plioceno.

Na arvore filogenética produzida neste estudo, R. prolixus e R. robustus
formaram clados distintos, com um bom valor de suporte (88%). As espécies de
Rhodnius robustus formaram claramente 5 grupos distintos. Os membros coletados na
regido do Orinoco (R. robustus I) formam um clado mais préximo de R. prolixus do que
do restante das espécies de R. robustus (provenientes da regido amazonica). Apesar
da sequéncia R. robustus V ter sido agrupada com R. robustus I, sua posi¢céo na arvore
permanece incerta. Segundo ABAD-FRANCH et al. (2013), ela é proveniente de um
espécime mal conservado coletado no Brasil, e devido a qualidade da amostra nao foi
possivel fazer a verificacdo do genoma nuclear. Logo, néo foi feita a confirmacéo desta
espécie, deste modo, neste espécime pode ter ocorrido introgressdo do genoma
mitocondrial. A quarta sequéncia proveniente da Venezuela, diferente dos anteriores,
veio de uma coleta a leste da cordilheira dos andes, isto pode ter contribuido para esta
sequéncia ter agrupado com o grupo amazénico Rhodnius robustus IV. Todas as
sequéncias de R. prolixus foram agrupadas num unico clado, com um valor de suporte
razoavel (60%). Os grupos formados no interior deste clado ndo apresentaram um valor
de suporte adequado para validar a separacdo desta espécie em diferentes conjuntos,
como ocorreu em R. robustus. Todavia, as duas colénias de Rhodnius prolixus
empregadas neste estudo foram agrupadas dentro deste clado de espécies de R.

prolixus. Estas observacgfes reforcam o estudo de Monteiro et al. (2003), onde foi
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evidenciado a distincdo genética de R. prolixus e R. robustus, e ainda, que enquanto o
primeiro formava um grupo monofilético, o segundo forma um complexo de espécies

parafiléticos.

5.5 Descoberta e caracterizacdo de polimorfismos de nucleotideo Unico,
insercdes e delegdes.

A diferenciacdo genética de espécies € uma ferramenta amplamente utilizada
nos estudos taxondmicos. O uso de marcadores moleculares em membros da
subfamilia Triatominae, tem auxiliado na resolucdo de impasses taxondmicos (GARDIM
et al., 2014). Por exemplo, a distincdo de Rhodnius prolixus e R. robustus como
espécies distintas so foi confirmado apos estudos baseados em dados moleculares. Os
polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) tém sido utilizado como marcadores
moleculares em varios estudos do género Rhodnius (PAVAN et al., 2013), por exemplo
buscando SNP nucleares com potencial para serem usados para separar R. prolixus do

complexo de espécies formados por R. robustus.

Sendo assim, neste estudo foram utilizados dados oriundos de sequenciamento
de RNA de segunda geracdo (lllumina) para descobrir variacbes presentes no
mitogenoma de Rhodnius prolixus - UFRJ. Essas variacbes podem ser Uteis na
diferenciacdo de sequéncias mitocondriais entre R. prolixus e o complexo de espécies

formados por R. robustus, assim como outros membros do género.

Dos 25 SNPs identificados no mitogenoma da colénia-UFRJ, 18 estao incluidos
em regides de genes codificadores de proteinas. Em 15 dos SNPs identificados o uso
do nucleotideo alternativo, representou uma mutacdo sinbnima, o que nao afeta o
aminoacido final, entretanto em 5 houve a alteracdo do aminoacido, chamada de
mutacdo ndo sinbnima. Todo os SNPs oriundos de mutacbes ndo sindnimos do
mitogenoma-UFRJ envolveram a troca de um aminoacido ndo polar por outro de
mesma natureza. Logo, as mudancas foram consideradas toleraveis para as proteinas,
os valores do SIFT score (Tabela 18) ratificaram isso. E interessante notar que todos

0s SNPs da colonia UFRJ estavam em cédons para aminoacidos apolares. Isto sugere
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a ideia de que os genes codificadores de proteinas do mitogenoma de Rhodnius
prolixus, podem sofrer presséo seletiva positiva para o uso de cédons de aminoacidos
apolares/hidrofébicos devido a localizacdo transmembranar da maioria dessas
proteinas. O Unico SNP identificado na regido de um RNA transportador aparentemente
nao afeta o desempenho de sua funcdo pois a mudanca, ndo afeta os pareamentos

responsavel pela sua estrutura tridimensional e nem cédon-anticdon, se localizando

na alca D (Figura 39).
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Figura 39 - SNP presente no tRNAL2 do mitogenoma Rhodnius prolixus, colénia UFRJ. A: tRNAL2
com nucleotideo original. B: tRNAL2 com nucleotideo alternativo. Setas vermelhas apontam o

nucleotideo.

Todos os 25 SNPs encontrados tem potencial para serem usados como
marcadores moleculares para distinguir espécies de Rhodnius. Todavia, cabe ressaltar
gue devido ao modelo de pontuacdo de tRNA (do inglés tRNA punctuated model)
(OJALA et al., 1981) e a dificuldade de amplicacdo desses genes, o0 SNP no tRNAL2
dentre as opcdes € o menos indicado. A escolha entre os demais genes devera ser
feita pensando nos grupos a serem estudados, genes com altas taxas de mutagao

devem ser usados para espécies filogenéticamente proximas engquanto os com taxas
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mais baixas sdo mais recomendados para diferenciar taxons mais distantes (Pavan,
2013).

Foram identificados dois indels na colonia UFRJ, uma dele¢cdo no gene do
rRNAs e uma insergéo na regido controle. Aparantemente, os dois indels encontrados
no mitogenoma UFRJ ndo afetam a funcdo desempenhada pela regido génica onde
estdo localizados. Uma vez que variac6es no rRNAs ja foram relatadas em organismos
proximos a Rhodnius prolixus, tais como Triatoma infestans e Drosophila
pseudoobscura (GARCIA et al., 2003; NOOR; LARKIN, 2000), e o indel da regi&o
controle n&o se encontra nos blocos conservados relatados anteriormente. Se um indel
fosse relatado num gene codificador de proteina, isso poderia potencialmente afetar o
desempenho da proteina.

Entretanto, a regido onde foram encontrados os indels podem os tornar dificeis
de serem usados como marcadores moleculares para distinguir espécies de Rhodnius.
Isto, pois 0 gene que codifica o rRNAS é aparentemente bem conservado, por isto ele é
mais indicado para distinguir espécies mais distantes (PAVAN, 2013). E apesar de
alguns estudos defenderem o uso da regido controle para comparacao entre espécies,
a literatura contém pouca informacao desta por¢cao do mitogenoma (LI; LIANG, 2018).

Logo, isto dificultaria seu uso em trabalhos de classificacdo taxondmica.

As poucas sequéncias de Rhodnius robustus disponiveis na literatura néo
cobriram as regifes contendo SNPs e Indels no mitogenoma-UFRJ, logo, ndo foi

possivel verificar se esses variantes eram espécie-especificos.
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6. CONCLUSAO

O genoma mitocondrial de Rhodnius prolixus estd organizado de forma
semelhante a maioria dos Reduviideos j& sequenciados. Esta espécie tem o
menor genoma dentre os membros da subfamilia Triatominae, mas contém os

mesmos genes que 0s demais.

O uso de cédons do genoma mitocondrial de Rhodnius prolixus e dos
triatomineos ndo é homogéneo, mostrando cddons preferenciais. Existe uma

preferéncia por nucleotideos A/T nas duas Ultimas posi¢cées dos codons.

Os diferentes tratamentos utilizados no transcriptoma, infecgdo com T. cruzi e
hematofagia, afetam a expressdo das proteinas mitocondriais de Rhodnius

prolixus.

A sequéncia mitocondrial do mitogenoma UFRJ € mais similar as de Rhodnius

prolixus da literatura.
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8. ANEXOS

ANEXO 1 - RNAs nado codificantes.

tRNAS1

tRNAL1

Figura 123 - Estrutura secundéaria predita dos RNAs transportadores do mitogenoma de Rhodnius
prolixus, colénia NIH. Os nomes dos tRNAs segue nomenclatura do cédigo de uma letra IUPAC-IUB.
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ANEXO 2- Arvore filogenética do gene mitocondrial citocromo b (CYTB)
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