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Abstract We evaluated the genetic variability of Triatoma brasiliensis, the main vector of Cha-
gas disease in Northeast Brazil, using specimens from three populations. Regions of genomic
DNA were amplified by RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA), using two primers. The
products were visualized after polyacrylamide gel electrophoresis followed by silver staining. A
dendrogram constructed through the Dice similarity coefficient allowed for separation of the
tested specimens into three distinct groups. The populations captured in areas from Ceard State
showed similar profiles, but different from that captured in Piaui State. Our results indicate that
RAPD can be used successfully in triatomine studies and suggest the presence of genetic variabili-
ty between different populations of T. brasiliensis.
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Resumo Para o estudo de variabilidade genética em Triatoma brasiliensis, o principal vetor da
doenga de Chagas no Nordeste brasileiro, espécimes de trés diferentes populagdes intradomici-
liares foram analisados. Regioes do DNA gendmico foram amplificadas utilizando dois iniciado-
res randomicos através da técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), visualiza-
dos em géis de poliacrilamida corados pela prata. Os perfis originados se mostraram bastante
homogéneos quando comparados intrapopulacionalmente. Populagées capturadas em duas re-
gioes diferentes do Estado do Ceard também apresentaram homogeneidade entre si, mas, quan-
do comparadas com a populagdo proveniente do Piaui, foi possivel diferencid-las. Esses resulta-
dos, preliminares, indicam que o RAPD pode ser usado com sucesso nos estudos de variabilidade
em triatomineos, bem como sugerem a existéncia de variabilidade entre diferentes populacoes
de T. brasiliensis pertencentes a uma mesma subespécie.
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Introducéao

A doenga de Chagas ou tripanosomiase ameri-
cana é um importante problema de satide pu-
blica que atinge principalmente os paises das
Ameéricas Central e do Sul. Segundo dados da
Organizacao Mundial de Satdde (1991), 28% das
pessoas infectadas pelo Trypanosoma cruzi es-
tdo no Brasil. De acordo com Dias (1979) a
transmissao vetorial é a principal responsével
pela manutencao da endemia, estando a distri-
buicdo da doenca humana intimamente rela-
cionada com a presenca de triatomineos domi-
ciliados na drea endémica. No Nordeste brasi-
leiro, o Triatoma brasiliensis é o principal vetor
da doenca, ocupando tanto tocas de roedores e
locas de pedras nos ambientes silvestres (Alen-
car, 1987) como os ambientes artificiais. Em
ambos os ambientes, eles se apresentam em al-
tas densidades populacionais, o que torna seu
controle mais dificil (Dias & Diotaiuti, 1998).

Estudos biolégicos, morfolégicos e epide-
miolégicos jd foram feitos com essa espécie,
mas pouco se conhece a respeito de sua estru-
tura populacional. Costa et al. (1997a, 1997b)
utilizaram marcadores biolégicos, bioquimicos
e morfolégicos para o estudo de diferentes po-
pulacoes de T. brasiliensis e observaram a exis-
téncia de diferencas marcantes entre elas, es-
tando estas relacionadas aos padrdes de colo-
racgio, utilizados como marcadores na classifi-
cacao das diferentes subespécies. Nos tltimos
tempos, tem sido utilizados intimeros indica-
dores de variabilidade populacional em triato-
mineos. Esses indicadores fornecem uma gran-
de quantidade de informacgdes importantes pa-
ra os estudos de biossistemadtica, genética po-
pulacional e evolugao dos triatomineos. Este
trabalho propde investigar a presenca de varia-
bilidade genética entre diferentes populacoes
de T. brasiliensis utilizando a técnica de RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA). Em
1990, essa técnica foi descrita simultaneamen-
te por Williams et al. (1990) e Welsh & McCle-
land. (1990). Baseia-se na amplificacao de se-
qliéncias de DNA randdémicas utilizando ini-
ciadores pequenos de seqiiéncias arbitrérias,
que detectam polimorfismos, mesmo na au-
séncia de informacdes da seqiiéncia especifica
de nucleotideos do DNA alvo. Os marcadores
de RAPD sdo extremamente apropriados para
realizacdo de mapas genéticos, diferenciacao
de espécies animais e vegetais e para impres-
soes de DNA, com especial utilidade nos estu-
dos de genética de populacoes.

Harry et al. (1998) fizeram uma revisdo so-
bre a utilizagdo do RAPD na entomologia e su-
gerem que esses marcadores sao lteis em estu-

Cad. Satde Publica, Rio de Janeiro, 16(Sup. 2):97-100, 2000

dos de genética populacional e podem auxi-
liar nos programas de controle através da loca-
lizagdo de genes ou de regides importantes do
genoma. Em triatomineos, poucos estudos fo-
ram feitos utilizando essa técnica. Carlier et al.
(1996) apresentaram, em um workshop, dados
preliminares sobre o uso do RAPD na compa-
racao de espécies e no estudo de variacdes in-
tra-especificas em triatomineos. Os resultados
encontrados proporcionaram uma facil sepa-
racdo entre Triatoma infestans e T. sordida e
entre populagdes silvestres e domiciliares de T.
infestans. Garcia et al. (1998) estudaram dife-
rentes espécies de triatomineos e conseguiram
distinguir diferentes espécies de Rhodnius e os
principais géneros da subfamilia.

Materiais e métodos

Foram utilizadas trés diferentes populacoes de
T. brasiliensis capturadas no intradomicilio dos
municipios de Independéncia e Novo Oriente,
ambos no Ceard, e de Simplicio Mendes, no
Piaui. De cada inseto adulto (dez machos e dez
fémeas) foram retiradas as patas, que foram es-
tocadas em freezer, a temperatura de -700C,
para posterior extracdo de DNA. O protocolo
de amplificacao foi previamente usado em es-
tudos de Schistosoma mansoni e Trypanosoma
cruzi (Dias Neto et al., 1993; Steindel et al., 1993).
Amostras de DNA de cada individuo foram am-
plificadas, usando cerca de 4ng de DNA molde.
Os iniciadores 3302 (5’-GGGTAACGCCC-3’) e
3304 (5’-GCACTGTCA-3’) foram selecionados
dentro de um conjunto de nove iniciadores tes-
tados. Foram construidas matrizes com base
na presenca ou auséncia de bandas, utilizadas
para obtencdo do coeficiente de similaridade de
Dice (1945) e construcdo de um dendrograma
pelo programa NTSYSpc 2.0 (Rohlf, 1998).

Resultados e discussao

Foram analisados os perfis eletroforéticos de
vinte insetos (dez machos e dez fémeas) de ca-
da uma das populacdes. A partir dos perfis ori-
ginados por cada iniciador, pode-se observar
uma grande homogeneidade intrapopulacio-
nal. Para a andlise de compartilhamento de
bandas, foram usadas 94 bandas, geradas pelos
dois iniciadores. A partir daf, foi calculada uma
matriz de similaridade e construido o dendro-
grama (Figura 1). O dendrograma obtido mos-
tra, claramente, trés grupos distintos, sendo
um grupo formado pelas populacdes do Ceard
e o outro, pela populagédo do Piaui. E importan-



Figura 1

USO DO RAPD NO ESTUDO DE T. brasiliensis

Dendrograma UPGMA das trés populagdes intradomiciliares de T. brasiliensis estudadas. A escala horizontal representa o indice de
similaridade de Dice e as letras a direita indicam origem geografica, sexo e cédigo de registro dos individuos: Im — Independéncia,

machos; If — Independéncia, fémeas; Nm — Novo Oriente, machos; Nf - Novo Oriente, fémeas; Sm — Simplicio Mendes, machos;

e Sf — Simplicio Mendes, fémeas.

Ifc
Imb

Ifd
Imf

Imc

—
Ife

Ifa

{ Ifo

Nma
Nmc
Nmb

Nfd
Nmd

Nfb

Nfc

Nmf

L] —L e

——— Nfa
L Nff

Sma
Smd

Smc

Sme

—1 &

Smf
Sfe
Sff
Sfd

— Sfa
L shb

0.5909 0.6806

te ressaltar que tanto as populacoes de T. brasi-
liensis encontradas no Ceard quanto as encon-
tradas no Piauf, segundo Costa (1997), sdo per-
tencentes a uma mesma subespécie, tendo,
portanto, caracteristicas biolégicas e morfols-
gicas muito semelhantes. Entretanto, a técnica
utilizada foi sensivel o suficiente para detectar
variagoes entre essas populacdes, podendo ser
usada com sucesso em estudos de variabilida-
de populacional em triatomineos. Estudos com
a utilizacdo de outros iniciadores, outras popu-
lagdes e outras técnicas estdo sendo realizados,
mas esses resultados preliminares sugerem a
existéncia de heterogeneidade populacional
em T. brasiliensis.

0.7704 0.8602

Coeficiente de Similaridade de Dice
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