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INTRODUGAO

Em 1995, labachnick e Black fizeram um apelo para estudos genéticos moleculares
de vetores artrépodes para preencher as lacunas em nossa compreensao da dispersao e
fluxo genico em populacoes de vetores.

A importancia da variacdo genética em vetores artropodes também foi avaliada um
ano depois por Gooding (1996), com foco na competéncia vetorial na estruturacao ge-
nética de populagoes de mosquitos. Até entdo, poucos estudos voltados especificamente
para genética de populacoes de carrapatos foram realizadas (WALLIS; MILLER, 1083;
BULL et al; 1984; HILBURN; SAT'TLER, 1986).

Entretanto, ja era necessario verificar a dispersao e especificidade de patogenos em
subpopulacdes de carrapatos devido aos esforcos necessarios no combate e controle
destes vetores (SATTLER et al., 1986; KUBASU, 1992). Em trabalhos mais recentes, a
aplicacao da genética para demonstrar a evolucao e a especializacdo de hospedeiros tem
sido revistos (BARKER; MURRELL, 2002; McCOY et al., 2013). Um estudo alertando a
relacdo entre a estrutura genética de carrapatos e a epidemiologia em doenca humana
foi publicado por McCoy (2008).

A maioria dos estudos em variacdo genética esta focada em questoes centrais como:
« A biologia do vetor incluindo o uso de ferramentas moleculares para identificar

espécies cripticas (refere-se a duas ou mais espécies que foram classificadas como

uma espécie nominal unica, uma vez que elas sao morfologicamente indistinguiveis)

(BICKFORD et al., 2007);
¢ Aimportancia de quantificar a variacao genética da populacao (ARAYA-ANCHET 1A,

etal, 2015);

« O papel da dispersao do vetor em epidemiologia e estrutura genética de patégenos

transmitidas por vetores (ARAYA-ANCHEL 1A et al., 2015).

O objetivo neste capitulo ¢ definir os protocolos mais utilizados para estudos de
variabilidade genética.

COLETA E ARMAZENAMENTO DE ESPECIMES PARA TRABALHOS
MOLECULARES

Um protocolo de estudo de variabilidade genética inicia-se na coleta e armazenamen-
to correto dos espécimes. Diversos estudos demonstraram que o método mais eficaz na
preservacdo de espécimes para o trabalho molecular ¢ o congelamento em ultrafreezer
-80°C de espécimes vivos (POS!I et al, 1993; REISS et al., 1995; DILLON et al., 1996).

Uma alternativa aceitavel é o armazenamento em etanol a 100%. Amostras coletadas
de outros meios devem ser transferidas para etanol a 100% e armazenadas a -20°C tao
rapidamente quanto possivel, para evitar degradacao do material genético por meio de
enzimas. Concentracoes mais baixas de etanol dao resultados variaveis e deverao ser
evitados na medida do possivel (CRUICKSHANK, 2002).

EXTRAGCAO DE DNA

Ao se extrair DNA de carrapatos para estudos de variabilidade genética ¢ preferivel
que sejam de individuos isolados para evitar a mistura de genétipos distintos, parti-
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cularmente se houver qualquer duvida sobre a identidade dos carrapatos. O DNA ex-
traido deve ser identificado e armazenado a -80°C (CRUICKSHANK, 2002).

Um trabalho realizado por Halos et al. (2004) demonstrou a eficiéncia da extracao
de DNA em carrapatos Dermacentor spp., Rhipicephalus spp. e Ixodes ricinus. Dentre trés
meétodos utilizados, puderam concluir que ap6s a trituracdo e digestao com proteinas,
as técnicas de extracdo de DNA com fenol/cloroférmio juntamente com kit comercial
podem ser utilizados.

O meétodo que consegue oferecer maxima eficiéncia, em termos de rapidez, numero
e dimensao de amostras a ser tratada ¢ o combinado bead beater — digestdo de proteina
— kit de extracao.

No entanto, apesar do protocolo combinado ser eficiente o custo beneficio ¢ mais
alto. Irabalhos realizados por Sangioni et al. (2005) demonstraram uma alta eficiéncia
da extragdo utilizando protocolo com isocianato de guanidina e fenol/cloroformio que
possuem custo intermediario. Logo, este protocolo ¢ o mais utilizado nas pesquisas
com carrapatos no Brasil.

Para realizar este protocolo entéo:
¢« Os carrapatos sao identificados e colocados em tubos de 1,5mL, quando estas amos-

tras estiverem em dlcool, é necessario fura-los para evaporacao. Iriturar os carrapa-

tos com ajuda de pistilos.

¢ Amostras sdo trituradas com 150 pl de 1E pH 8,0 ou PBS. Depois, com a ajuda do
agitador, as amostras sao misturadas por 10 segundos e com o auxilio da centrifu-
ga é realizado o spin de 6 segundos. Adiciona-se 450 ul do preparo Isocianato de

Guanidina + Fenol.
¢« Posteriomente as amostras devem descansar por 10 minutos, logo ap6s, sao agitadas

por 10 segundos e spin de 6 segundos alternado a cada 2 minutos. Adiciona-se 100

pl de cloroférmio e agita-se por 10 segundos, alternando em 2 minutos de descanso.
¢« Centrifuga-se a 12.000 rpm por 5 minutos. Recupera-se a fase aquosa e dispensa-se

o restante do material. Adiciona-se 600 ul de isopropanol e deixar no freezer por 2

horas ou overnight (12-16 horas). Centrifugar a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C.

Descartar o sobrenadante tomando o cuidado em limpar bem a borda do tubo.

Adicionar 800 pl de etanol a 70%. Centrifugar a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C.
¢ Descartar o sobrenadante e secar o pellet a 37°C por 1 hora ou a 56°C no termobloco

por 15 minutos, tendo o cuidado em deixar o tubo aberto. Ressuspender o pellet em

agua mili-Q autoclavada (50ul). Homogeneizar bem e deixar em banho-maria ou no
termobloco a 56°C por 15 minutos ou overnight a -4°C. Identificar e quantificar cada
amostra e guarda-las a -220°C.

COMO ESCOLHER BONS MARCADORES PARA ESTUDOS DE
VARIABILIDADE?

Ap6s a extracdo de DNA sera realizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Porém existe um estudo minucioso para saber qual marcador molecular se encaixa
melhor ao estudo proposto.

O segundo espacador interno transcrito do gene ribosomal nuclear (11S2) e o gene
mitocondrial que codifica a proteina citocromo oxidase subunidade | (COX-1) em con-
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junto fornecem uma poderosa ferramenta paraa filogenética, auxiliando em baixos niveis
taxonomicos. Os genes nucleares ribossomais (DNAT) 18S e 28S sdo ferramentas para a
filogenética nos niveis mais profundos dentro da ordem Acari (CRUICKSHANK, 2002).

Marcadores diferentes sao mais adequados para finalidades diferentes. Por exemplo,
os genes ribossomais podem ser dificeis de alinhar, mas sdo susceptiveis de ter locais
mais informativos do que os genes codificadores de proteinas. Mesmo que as regioes
fiquem desalinhadas, estas podem ser removidas. O marcador ribossomal ainda pode
deixar os locais mais informativos do que os marcadores que estdao presentes em um
gene que codifica proteina (McLAIN et al., 1995; FENTON et al., 2000).

Existe uma diversidade de marcadores que sao utilizados em estudos com carra-
patos, e todos eles tém os seus problemas e suas desvantagens. Um exemplo disso,
¢ a evolugao rapida de genes I1S que podem acarretar no nao diferenciamento entre
as espécies. Entretanto, escolhendo o marcador mais apropriado para a tarefa, estes
problemas podem ser minimizados antes que qualquer sequenciamento seja realizado,
poupando tempo e dinheiro (CRUICKSHANK, 2002).

PROTOCOLO DE PCR

O DNA deve ser submetido a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a concentra-
¢ao do DNA para a PCR é de 50-100 ng/pL, para amplificacao dos fragmentos corres-
pondentes as regioes de cada marcador molecular.

A PCR possibilita que determinada regiao do genoma de qualquer organismo seja
multiplicada em milhoes de copias, o que facilita a analise genética e permite a caracte-
rizagao de microrganismos causadores de doencas por exemplo.

Os reagentes da PCR devem ser manipulados em um ambiente adequado, que vai
desde um projeto fisico que separe os laboratérios ao uso de equipamentos e pipetas,
evitado desta forma o risco de contaminacao por DNA que nao pertence as amostras
trabalhadas.

TABELA7.1. Tp s eprimers 'tza | s emest evarabllaege Itcaem R ipcep a’s
micr p7’s

SEquénGAS PRIMERS (5" —- 3)

ITS2 F TCGGATCACATATCAAGAGAG 749
Dados dos autores
Ims2 R CCCAACTGGAGTGGCCCAGTTT
COX-1.2F CTTCAGCCATTTTACCGCGA 681
Dados dos autores
COX-1.2R CTCCGCCTGAAGGGTCAAA
16SF GCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGT 450 (NORRIS etal, 1986:
165R CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT MANGOLD etal., 1998)
18SF CCTGAGAAACGGCTACCACATC 63
GUERRERO etal., 2014
185R GTGCCGGGAGTGGGTAATT

*(pb) pares de base
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A solucao em que ocorre a reagdo (master mix) é preparada em gelo ou em suportes
congelados que sdo proprios para realizacdo do protocolo e posteriormente sao coloca-
das em micro tubos de plastico de 0,2 mL esterilizados.

A PCR pode ser padronizada para um volume final de 25 pl, contendo lTampao 10X,
50 mM de MgCl, 25 mM de dN'1Ps, 10 uM de cada primer (k e R), 0,5U de laq DNA
Polymerase Recombinant (Invitrogen by Life lechnologies™, North America, USA), TpL
de DNA a 50 ng/pL e 4gua suficiente para o volume final.

Os primers que estdao sendo mais utilizados para estudos de filogenia molecular
que permitem distinguir espécies cripticas, sao os marcadores moleculares de DNAmt
COX-1 e 16S (BURGER et al,, 2014).

Para produzir os amplicons da PCR, € necessdrio ter equipamento chamado de ter-
mociclador. As condicdes de PCR podem ser otimizadas para cada reacdo, como a tem-
peratura de anelamento que so ajustadas de acordo com os oligonucleotideos utilizados.

As condicées gerais e padronizadas de temperatura para cada primer sao: 95°C du-
rante 2 min,, seguido por 40 ciclos de 95°C durante 1 min., (56°C por 30 seg, no caso
do primer COX-1) (60°C para os primers 1152, 16S e 18S, por 30 seg), 72°C durante 1
min, 30 seg e, extensao final de 72°C por 7 min.

Os produtos da PCR devem ser analisados em gel de agarose (1,5%), corado com
brometo de etidio e observados em transluminador UV.

As bandas visualizadas no gel de agarose, referentes aos produtos amplificados pela
PCR, sao purificados e utilizando protocolos de kits comerciais, por exemplo, o kit
Purelink™Kit (Invitrogen by Life lechnologies™, North America, USA). Posteriormente,
se faz a clonagem em vetor pGem1-Easy®(Promega, Madson, W1-USA), segundo manu-
al do fabricante, para sequenciamento.

ANALISE GENETICA

O sequenciamento dos produtos da PCR, com tamanho superior a 500pb, ¢ realiza-
do pelo método Sanger, utilizando-se o sequenciador ABI 3730 DNA Analyser, Applied
Biosystems. As reacoes de sequenciamento devem ser realizadas utilizando-se o primer
universal para sequenciamento 17 Iranscription Start (5-CIAATACGACICACIA-
TAGGG 3") (IROWER; ELGAR, 1994) e o kit BigDye® lerminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit. As corridas sdo realizadas em capilares de 36 cm utilizando-se o polimero POP7 e
as sequeéncias geradas, analisadas pelo software Sequencing Analysis 5.3.1, por meio do
programa Base Caller KB Phred (EWING-GREEN, 1998; EWING et al., 1998).

As sequéncias do plasmideo sao identificadas e removidas, utilizando-se o algorit-
mo de busca hash, do NCBI (VecScreen) (ALISCHUL et al.,1997). Posteriormente, sao
obtidas as sequéncias consenso e alinhadas com os dados do GenBank por meio da pla-
taforma online BLASIn (ALISCHUL et al., 1997), para encontrar as regioes similares
com as sequéncias ja depositadas.

ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS E CONSTRUGCAO DA ARVORE
FILOGENETICA

As sequencias dos marcadores moleculares sao alinhadas separadamente. Para cada
marcador, forma-se um banco de dados contendo todas as sequéncias semelhantes
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obtidas da analise realizada pelo programa BLASIn. O programa Mega 6.0 (IAMURA
etal,, 2013) alinha as sequéncias retiradas do GenBank utilizando a ferramenta Clustal
W ou o Muscle.

Para que possa ser realizada esta analise ¢ necessario que o formato do arquivo seja
modelo FASTA.

A ferramenta Basic Local Alignment Search lool (BLAST) http://blast.ncbinlm nih.
gov/Blast.cgi é utilizada para encontrar regioes de similaridade local entre sequéncias
(ALISCHUL et al.,1997). A ferramenta BLASIn compara sequéncias de nucleotideos e
calcula a significancia estatistica dos resultados.

Ap6s copiar a sequéncia de interesse inicia-se a entrada na ferramenta BLASIn,
selecionando a funcao BLASI; nao ha necessidade de mudar nenhum parametro desta
ferramenta e ¢ recomendado deixar em funcionamento padrao. A ferramenta comeca a
buscar no banco de dados do GenBank, todas as sequéncias nucleotidicas semelhantes
a sequencia de interesse.

A anilise fornecera uma pontuacdo dependendo do numero de bases nucleotidicas
lidas e alinhadas corretamente com as sequéncias do banco de dados, sendo (>=200) o
maior valor que pode ser obtido.

Quanto menor forem os valores de E value, mais confiavel sera a analise realizada
pela ferramenta; valores (0.0) sio considerados estatisticamente significativos. A identi-
dade ou semelhanca (Match) da sequeéncia alvo com aquelas achadas no banco de dados
¢ demonstrado através de uma porcentagem.

Para selecionar todas as sequéncias, deve-se selecionar a tecla All e logo ap6s em
Download, escolher o modelo FASIA (aligned sequences). Selecionar em Continue e o ban-
co de dados exportara todas as sequéncias em formato de arquivo (txt), porém, dentro
deste formato de arquivo as sequéncias estardo alinhadas em formato FASIA. Esta eta-
pa ¢é necessaria para formar o banco de dados para a construcao da arvore filogenética.

>KP226164_Rhipicephalus_microplus_MS_COX-19
---cttcagccattttaccgcgatgaatatactcaactaatcataaagacattggaacaad
tatatttaatttttggtgcatgagcaggaatattaggattaagtataagaatattaattcy
gacttgagctaggtcaaccaggaagattaattggtaatgatcaaatttataatgtaatcgy
taactgcccatgcatttattatgattttctttatagtaatacctattataattgggggaty
ttggaaattggcttgtccctattatattaggggcccctgatatagecttttccacgtataad
ataatataagattttggcttttacccccttcattatttttattaattaattcatctttagy
ttgaatcaggagcagggactggatgaactgtgtatcccccattatcatcaaatttatcecy
attacggcccttctgttgatttageccattttttctcttcacttagetggggecatcatcaay
ttttaggggcaattaattttattacaactattttaaatatacgttctattggcatatctad
tagaacgtatacctttatttgtctgatctgttttaattacagccattcttttattattaty
ctttacctgttttagcaggggctattactatattgttaacagaccgaaattttaatactty
cattttttgacccttcaggecggagy

Exemplo de arquivos modelo FASTA: Estes arquivos podem ser abertos no
programa da Microsoft, Office Word ou em bloco de notas.
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Abrir o arquivo, copiar todas as informacoes e colar no programa Mega 6.0 (http:/
www.megasoftware. net/). Este passo é necessario para visualizar todo o alinhamento e
realinhar as sequéncias seguindo as ferramentas do programa (IAMURA et al., 2013).

No programa Mega 6.0, se deve selecionar Align e em seguida em Edit/Build Aligment.

Logo apos, abrira uma janela que ja estara seleccionada em Create a new aligment,
clicar em OK (Figura 7.2A). Abrira outra janela que estara perguntando que tipo de
sequéncia que sera inserida no programa, escolha a op¢ao DNA.

Ira aparecer uma nova janela onde deverao ser adicionadas as sequéncias, utilizando
o comando Ctrl+V.

Selecionar todas as sequeéncias para que ocorra o alinhamento das mesmas; selecio-
nar em Align by ClustalW e escolher o o ajuste padrao para que ocorra o alinhamento.

Exportar o alinhamento para que ele fique em formato FASTA.

Para a construcdo da arvore filogenética por inferéncia Bayesiana a maioria dos pro-
gramas utiliza o modelo do arquivo em formato NEXUS que pode ser aberto no Office
Word e ser transformado de modelo FASTA para NEXUS.

Para transformar o modelo FASTA em NEXUS:
¢ Abra o arquivo ja exportado em FASI'A, gerado pelo programa Mega 6.0, no progra-

ma Office Word;
¢« Acrescentar ao topo, antes de comecar o texto:

#NEXUS
BEGIN DATA;
DIMENSIONS NTAX=59 NCHAR=681;

\p Are you buiding 8 DNA or Proten sequence signment)

=] () [Goai .

Preparando o programa para receber as sequéncias nucleotidicas retiradas do
GenBank. (A) Janela para criar as sequéncias. (B) Janela para escolher o tipo de sequéncia.
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FORMAT DATATYPE=DNA missing=N gap=-;
MATRIX

¢ No final de cada nome das sequéncias tera um paragrafo, troque todos por espaco;

¢« No icone substituir do Word, substitua todos (>) por (nada), assim sera retirado de
todo o texto;

¢ Ao final da ultima letra da ultima sequéncia, colocar (;) antes do paragrafo;

« Adicionar ao final da ultima sequéncia, o que segue abaixo:

END;

BEGIN MRBAYES:;
log start filename=NomeOutput.txt;
setautoclose=yes;
lsetnst=6 rates=invgamma;
mcmengen=10000000 samplefreqg=10000 printfreg=10000
diagnfreq=10000 nruns=2 nchains=4 temp=0.10000 savebrlens=yes;
sumpburnin=250;
sumtburnin=250;
log stop:
END;

¢ Em todo o texto onde se encontram os nomes das sequéncias, nao podera haver

espacos. O unico espaco sera depois do nome das sequéncias e, antes de comecar as
sequencias;

INEXUST
BEGIN DATA;Y

e = i1
« FORMAT  DATATYPE=DNA - missing=N gap=-:%
«  MATRIXY
KP226159_R._microplus_AC -

or T TTAATTTTTGG
TAGGAT TAATTCGACTTGAGC TA
AT T TTATTATGATTTTCTT

CTATTATAAT T TGGCT TATA TTTCCACG

TTTGGCTTT TCATTATTTTTAT TAATTAATTCATCTTT,
T TCTGTTGATT
TTTTTCTCTTCACT TT TTTAT TTT
TTATT TTTAAT T

TCTAT
STTTTATTATTATCTTTACCTGT -

TTTAATACTTCATTTIT
KP226162_R. microplus AM-

FIGURA 7.3.
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A estatistica Bayesiana, aplicada a analises filogenéticas, constroi tanto uma arvore
estimada quanto o grau de incerteza de cada grupo naquela arvore. Esse método es-
tatistico esta relacionado com a Maxima Verossimilhanca. A hipétese ¢ aquela com a
maxima probabilidade posterior, que entende por ser, a verossimilhan¢a multiplicada
pela probabilidade a priori desta hipotese (HOLDER; LEWIS, 2003).

Para iniciar o programa MrBayes (http://mrbayes sourceforge net/download. php) ¢
necessario que o arquivo criado esteja no mesmo local onde o programa foi instalado.
Ao abrir o programa escrever “execute”, e colocar um espaco. km seguida, escrever
exatamente como foi dado o nome do arquivo, acrescentando “nex” no final, selecio-
nando, entdo, knter. O programa iniciara e mostrard o tempo em que terminara de
gerar a arvore (HUELSENBECK; RONQUISI, 2001; RONQUIST; HUELSENBECK,
2003).

Apos o término da construcdo, o arquivo gerado tera como o modelo de arqui-
vo (tre), exemplo: COX-1.nex.contre. kste arquivo pode ser lido no programa livre,
Figlree http://tree bio.ed ac uk/software/figtree/

A leitura da arvore filogenética ¢ feita segundo o valor da porcentagem: valores que
mostram 1, significam que o ramo ou no6 tem 100% de probabilidade de pertencer
aquela espécie. O valor estatistico minimo para aceitar a hipétese proposta varia entre
60 a 70%, ou seja, 0,60 a 0,70.
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