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RESUMO

Lutzomyia longipalpis, principal vetor do parasito causador de Leishmaniose Visceral
Americana, tem sido estudado em aspectos morfoldgicos, bioquimicos e genéticos para a
elucidacdo do seu controverso status taxonémico que abrange, na verdade, ndo apenas
uma espécie, mas um complexo de espécies. Com a analise do gene period, um
conhecido gene envolvido no ciclo circadiano, foram encontrados polimorfismos que
caracterizaram a divisdo da popula¢do de Lutzomyia longipalpis do municipio de Sobral
(Ceard) em duas populacdes (1S para uma mancha abdominal ou 2S para duas
manchas). O objetivo deste trabalho foi verificar por meio do marcador period, os padrbes
de divergéncia genética das populacbes de Lutzomyia longipalpis encontradas em dois
municipios do Estado do Ceard, Caririagu e Sobral, que estdo separados por uma
distancia linear aproximada de 500 km. As coletas dos insetos foram realizadas com
armadilhas do tipo CDC. O DNA dos mesmos foi extraido, amplificado por meio de PCR,
purificado, quantificado e sequenciado. As sequencias foram alinhadas e a estruturacao
genética das populacdes foi avaliada utilizando-se programas de bioinformaica. Com a
analise dos resultados, observou-se que a arvore de Evolucdo Minima separou os dois
morfotipos (uma e duas manchas) com valor de bootstrap superior a 80%, no entanto nao
diferenciou as populacbes de acordo com as localidades. Na estruturacdo das
populacdes, verificou-se que ha fixacdo de polimorfismos que separam as populacdes 1S
e 2S em Sobral, e ndo foram encontrados hapl6tipos compartilhados entre as populacdes
das duas localidades. Esses dados ratificam a existéncia de espécies cripticas de
Lutzomyia longipalpis na localidade de Sobral e amplia esta condicdo ao municipio de
Caririacu.

Palavras—chave: complexo de espécies; genética de populacdes; entomologia médica
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ABSTRACT

Lutzomyia longipalpis, major vector of visceral leishmaniasis, probably includes a species
complex, and has had its morphology, biochemistry and genetics studied for
understanding its controversial taxonomic status. The period gene, known for its
involvement in circadian rhythm, was utilized to check the occurrence of polimorphisms
associated to the splitting in two subpopulations of Lutzomyia longipalpis in Sobral (state
of Ceara) (1S for one abdominal spot and 2S for two spots). Present study was developed
to check genetic divergence among populations from Caririacu and Sobral, separated by
500 km. DNA was extracted, amplified, purified and sequenced. Populations sequences
were aligned and Minimal Evolution tree separated both morphotypes (one and two spots),
with a bootstrap value higher than 80%, but did not differentiated populations according to
localities. In structuration of populations, fixed polymorphisms separated 1S and 2S

populations, without haplotypes shared between both localities.

Key words: complexo de espécies; genética de populacdes; entomologia médica
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1. INTRODUCAO

Lutzomyia longipalpis (LUTZ e NEIVA, 1912) é um diptero pertencente a familia
Psychodidae e a subfamilia Phlebotominae. Tem ampla distribuicdo no continente
americano e neste também é considerado o principal vetor do parasito causador da

leishmaniose visceral.

Desde a década de 1960, a partir de divergéncias morfolégicas detectadas entre
exemplares coletados nos Estados do Ceara e do Para, no Brasil, a possibilidade desta
espécie estar nominando um complexo de espécies-irmas, ao invés de uma unica espécie

intriga pesquisadores das diversas areas que estudam este organismo.

Vérias formas de abordagens ja foram utilizadas para elucidar esta questéo
taxondmica, tais quais: analise de fragmentos génicos, constituicdo de ferombnios para a
atragao sexual, estudos de sons de corte, entre outros, no entanto até agora apenas uma
das espécies-irmas desse complexo, Lutzomyia pseudolongipalpis Arrivilaga e

Feliciangeli, 2001, encontrada na Venezuela, foi devidamente descrita e nominada.

Pesquisadores, principalmente embasados por estudos sobre sons de corte
defendem que quatro espécies pertencentes ao complexo sdo encontradas no Brasil, mas
além dessas, outra espécie distinta, Lutzomyia cruzi (MANGABEIRA, 1938), bastante
semelhante a Lutzomyia longipalpis, recentemente também foi indicada como espécie-

irma do complexo.

Nas pesquisas até o momento realizadas, foi notdria a presenca de duas espécies-
irmas simpatricas no Municipio de Sobral, Ceara, que apresentam divergéncias
significativas em todos os caracteres analisados e varios estudiosos concordam que

existem evidéncias suficientes para que estas espécies sejam nominadas.

A andlise do gene period, um conhecido gene envolvido no ciclo circadiano,
detectou variagdes de polimorfismos que caracterizaram a divisdo da populagdo de
Lutzomyia longipalpis encontrada em Sobral em duas populagdes distintas (1S para uma
mancha abdominal e 2S para duas manchas), mas até este momento nao existiam relatos
sobre a utilizacdo do o software Structure 2.3 (PRITCHARD, 2000) para verificar a
estruturacdo genética dessas populagbes nem havia sido observada a fixacdo de

polimorfismos nesse gene para estas espécies.
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Com base na analise de um fragmento com 520 pares de bases do gene period,
este trabalho vem demonstrar que o padréo de separagao das espécies de Lutzomyia
longipalpis existentes em Sobral se estende para além dos limites desse municipio, pois
também se aplica aos exemplares encontrados no municipio de Caririagu que esta
localizado a aproximadamente 500 km de distancia linear de Sobral. Além disso,
apresenta, pela primeira vez, a analise da estruturagao genética dessas populagdes com
o software Structure e a detecgdo da fixagdo de polimorfismos neste fragmento do gene
period para espécies-irmas de Lutzomyia longipalpis encontradas na localidade de Sobral,

Ceara.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Flebotomineos

A subfamilia Phlebotominae agrupa dipteros da familia Psychodidae com
aproximadamente 2 a 3 mm, corpo e asas densamente pilosos, eixo da cabeg¢a e abdome
formando &ngulo de 90°, antenas com 14 flageldbmeros cilindricos e probdscida com
comprimento idéntico ao da cabeca (Figura 1) (MARCONDES, 2011).

Figura 1: Fémea adulta de flebotomineo. Fonte: OMS
(http://apps.who.int/tdr/publications/tdr-image-
library). Acesso em 16/01/2012.

Por abranger vetores dos agentes etiolégicos de doengas humanas e de animais,
como protozoarios do género Leishmania e outros tripanosomatideos, bactérias do
género Bartonella e numerosos arbovirus, os flebotomineos possuem grande importancia
médico-veterinaria (FORATTINI, 1973).

Os insetos da subfamilia Phlebotominae sdo comumente distribuidos em seis
géneros, sendo trés encontrados no Velho Mundo - Phlebotomus Rondani, 1840;
Sergentomyia Franga e Parrot, 1920 e Chinius Leng, 1987- e trés no Novo Mundo -
Brumptomyia Franca e Parrot, 1921, Lutzomyia Franga, 1924 e Warileya Hertig, 1984
(YOUND e DUNCAN 1994); foi proposta uma distribuigdo por 31 géneros (RISPAIL et al.,

1998; GALATI, 2003), que vem sendo progressivamente aceita por especialistas
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(MARCONDES, 2011). O género Lutzomyia € composto por cerca de 430 espécies, das
quais aproximadamente 70 foram incriminadas como transmissoras ou suspeitas na
transmissao de Leishmania. (YOUNG e DUNCAN, 1994; MARCONDES, 2011).

Os flebotomineos s&o holometabolos e depositam algumas dezenas de ovos
elipticos, com 300 a 500 um de comprimento, isoladamente. A oviposi¢ao ocorre na terra
umida com bastante matéria organica e a sombra, onde, entre quatro e dez dias, eclodem
as larvas. Estas sdo claras e vermiformes, com a capsula cefalica escura e bem
esclerotizada, apresentam um par de cerdas na parte posterior do corpo no primeiro
instar, e nos trés demais instares, as larvas do género Lutzomyia, apresentam quatro
cerdas; esta fase dura 30 a 60 dias. As pupas tém o corpo constituido de cefalotorax e
abdome e a duragao deste estagio pode variar de 20 a 40 dias. O ciclo completo acontece
em aproximadamente um a dois meses ou até mais, se ocorrer diapausa (MARCONDES,
2011).

Na fase larval, esses animais sdo saprofagos. Ja na fase adulta alimentam-se de
excregoes de afideos (por conter substancia agucarada) e seiva de vegetais. Somente as
fémeas sao hematéfagas (estas utilizam o sangue para a maturacdo dos ovos); no
entanto ha observagdes a respeito de algumas populagdes ou linhagens neotropicais
autégenas, de espécies que tém preferéncia por hospedeiros (por exemplo, espécies do
género Brumptomyia sdo zoofilicas e tém preferéncia por tatus) e de espécies ecléticas e
oportunistas como o Lutzomyia longipalpis (FORATTINI, 1973; LANE, 1986; MONTOYA-
LERMA, 1992; MARCONDES, 2001; BRASIL e BRASIL, 2003; ALVES et al., 2011).

A saliva desses insetos possui acdo vasodilatadora, anti-inflamatéria, anti-
histaminica e imunomoduladora, entre outras, que facilitam a alimentagdo sanguinea no
hospedeiro vertebrado, além disso, aumenta a infectividade da Leishmania pela inibigao

da apresentacéo de antigenos pelos macrofagos as células T (SOARES e TURCO, 2003).

Os flebotomineos sdo encontrados em todo o Brasil nos mais diversos ecétopos, e
as alteragbes ambientais, tais como o desmatamento podem alterar significativamente a
composicao e a adaptacao desses insetos em uma determinada area, modificando o perfil
epidemioldgico desta e contribuindo para a emergéncia ou reemergéncia dos patdégenos
transmitidos por esses vetores (TEODORO, 1999; AGUIAR e MEDEIROS, 2003;
MISSAWA e LIMA, 2006; CUTOLO e VON-ZUBEN, 2008; DANTAS-TORRES et al.,
2010).
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2.2 Lutzomyia longipalpis

Lutzomyia longipalpis foi identificado por Lutz e Neiva no ano de 1912, em uma
localidade incerta no Brasil. Esta classificado na ordem Diptera, subordem Nematocera,
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. E caracterizado pela presenca, nos
machos, de quatro espinhos nos gondstilos, e de cerdas dorsais curvas, em forma de
chifre de antilope, nos parameros; ja nas fémeas, as espermatecas sdo menores,
cilindricas e levemente enrugadas, com comprimento cerca de quatro vezes maior do que
sua largura (YOUNG e DUNCAN, 1994; LAINSON e RANGEL, 2003).

Esse flebotomineo ¢é encontrado em areas onde ha transmissdo do
tripanossomatideo Leishmania infantum chagasi, principal causador da leishmaniose
visceral, doenga parasitaria com grande importancia para a saude publica mundial, e é
considerado o principal vetor desta doenca nas Américas; o Brasil concentra cerca de
90% dos casos humanos registrados no Novo Mundo (LAINSON e RANGEL, 2005; MAIA-
ELKHOURY, 2008; OMS, 2011).

De acordo com Lainson e Rangel (2003), o flebotomineo Lutzomyia longipalpis foi
associado a transmissao deste parasito na década de 1930, no Estado de Sergipe,
durante a investigagao dos primeiros casos diagnosticados desta enfermidade no Brasil,
pois era o inseto hematéfago mais abundante no intra e no peridomicilio do primeiro

paciente diagnosticado em vida portando leishmaniose visceral.

Na década de 50, o casal Lebnidas e Maria Deane, juntamente com Joaquim
Eduardo Alencar, conseguiu observar a infecgao natural e experimental do flebotomineo
com “promastigotas flagelados” e a infecgao natural de raposas e de caes. Perceberam
também que a infecgdo no inseto era facilmente observada quando este era alimentado
com cées infectados, sugerindo que o principal reservatorio para a doenga humana
poderia ser o cao (LAINSON et al., 1977; LAINSON e RANGEL, 2003).

No entanto, somente em 1977, LAINSON et al. conseguiram definitivamente
provar, por meio de infecgdo experimental no inseto e em hamsters, que Lutzomyia
longipalpis é o principal vetor do parasito causador da Leishmaniose Visceral Americana,
devido a sua capacidade de se infectar com a Leishmania, de dissemina-la e pela sua

ampla distribuicao.

Atualmente, este inseto é encontrado nas Américas Central e do Sul nos seguintes

paises: Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Honduras, México, Nicaragua,
17



Panama, Paraguai e Venezuela. No Brasil, esta presente nas cinco regides em que o
pais esta dividido, ndo havendo registro de sua presenca apenas nos Estados do Acre,
Amapa, Amazonas, Rondbnia, Parana e Santa Catarina (AGUIAR e MEDEIROS, 2003;
SOUZA et al, 2009; CARRANZA-TAMAYO et al, 2010). Recentemente, foram
observados casos caninos autoctones, de transmissao ainda mal esclarecida, na llha de

Santa Catarina (dados nao publicados).

Ha registros deste inseto nos biomas: Floresta Amazédnica, com areas de transi¢céo
para o Cerrado e o Pantanal, Cerrado, Floresta Atlantica e Caatinga (MISSAWA e LIMA,
2006; CUTOLO e VON-ZUBEN, 2008; DANTAS-TORRES et al., 2010). Deane e Deane
(1957) relataram que no "sertdo" semi-arido o Lutzomyia longipalpis foi coletado em maior
densidade nos sopés das serras e estreitos vales entre estas, conhecidos localmente por

"pés-de-serra" e "boqueirdes”.

Troncos de arvores e raizes tubulares, ocos de arvores, entre pedras, fendas nas
rochas, grutas, anexo de animais domésticos (galinheiro, chiqueiros e currais, entre
outros), além das paredes externas e internas de domicilios s&o os criadouros onde
Lutzomyia longipalpis ja foi naturalmente encontrado (DEANE e DEANE,1957; AGUIAR e
MEDEIROS,2003).

Nos ultimos anos, vem se observando a urbanizagdo desse vetor representada
pela crescente expansdo dos casos autdoctones de Leishmaniose Visceral nos grandes
centros urbanos tais quais Teresina, no Piaui e Belo Horizonte, em Minas Gerais
(BEVILAQUA et al., 2001; COSTA, 2008; RANGEL e VILELA, 2008). AGUIAR e
MEDEIROS (2003) classificaram Lutzomyia longipalpis como uma espécie em adiantado
processo de domiciliacdo e com grande adaptacdo aos ambientes modificados pelo

homem.

2.2.1 O complexo de espécies Lutzomyia longipalpis

As barreiras climaticas e geograficas existentes no Continente Americano,
associadas a baixa capacidade de vbéo dos flebotomineos tornam nao uniforme a
distribuicdo do Lutzomyia longipalpis ao longo deste continente e podem ocasionar um
importante grau de isolamento geografico entre as populagdes deste inseto. As diferencas
locais a que essas populagbes estdo submetidas ao longo do tempo poderiam

estabelecer condi¢des ideais para o surgimento de um complexo de espécies, capazes de
18



diferir na sua capacidade de transmissao da Leshmania chagasi (ALEXANDER 1987;
LANZARO et al. 1993; SOARES e TURCO, 2003).

As primeiras evidéncias que sugeriram que Lutzomyia longipalpis poderia ser, na
verdade, um complexo de espécies partiram da investigacao de divergéncias morfologicas
relativas ao numero de manchas abdominais (Figura 2), detectadas no final da década de
60, em populacdes do Estado do Ceara e do Para (MANGABEIRA et al., 1969). Depois
deste evento, muitas pesquisas tém sido desenvolvidas para elucidar esta questao
(BAUZER et al., 2007).

Figura 2: Machos de Lutzomyia longipalpis. (a) macho

com uma mancha; (b) macho com duas manchas
abdominais. (Fonte: ARAGAO, N.C. e COSTA-JUNIOR, C.R.L.)

Na década de 1980, comecaram a ser descritos os primeiros testes sobre o
isolamento reprodutivo entre diferentes populacdes brasileiras com uma e duas manchas
abdominais e sobre a distribuicdo geografica desses exemplares. Também neste periodo
foram conduzidas investigagdes micromorfolégicas que sugeriram que as manchas
estavam possivelmente relacionadas a liberagcdo de feromdnios, os primeiros testes com
isoenzimas e os primeiros registros dos sons de corte do Lutzomyia longipalpis. A maioria
desses estudos apresentou conclusdes que direcionavam para a existéncia de um
complexo de espécies, com excegdo da técnica de isoenzima que apontava para a
existéncia de apenas uma espécie bastante diversa (WARD et al., 1983; LANE e WARD,
1984; WARD et al., 1985; BONNEFOQY et al, 1986).
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A partir dessa base de informagbes, ao longo das décadas subsequentes,
confirmacdes e negacdes do complexo longipalpis foram realizadas por meio das mais
variadas técnicas, verificando a existéncia e a extensdo dessa condicdo as Américas do
Sul e Central (ARRIVILLAGA et al., 2003; BAUZER et al., 2007; LINS et al., 2008; ARAKI
et al, 2009).

A primeira espécie do complexo a ser nominada foi Lutzomyia pseudolongipalpis, da
Venezuela, em estudos que envolveram genes mitocondriais e caracteres morfoldgicos,
etoldgicos e reprodutivos (ARRIVILLAGA e FELIGIANGELI, 2001); hoje ja estao
identificadas trés populagdes endémicas neste pais (ARRIVILLAGA e MARRERO, 2009).

Araki et al. (2009) revisaram os dados a respeito das populagdes brasileiras de
Lutzomyia longipalpis e acrescentaram novas informagdes a literatura existente,
analisando simultaneamente um fragmento do gene period, padrées de sons de corte e
tipos de ferombnio, com isso sugeriram que a separagdo das espécies cripticas esta
basicamente associada aos padrées de sons de corte (Figura 3) e concluiram que no

Brasil existem, pelo menos, quatro populagdes distintas.
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Figura 3. Resumo das informac8es disponiveis para os sons de
corte e tipos de ferombnio de 14 Lutzomyia longipalpis em
diferentes populacdes do Brasil (ARAKI et.al.,2009)
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A sugestao de que Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938), redescrita por Martins et al.
(1984), seria mais uma espécie a fazer parte do complexo L. longipalpis surgiu apés as
analises do gene period e de sons de corte, em que foram encontradas similaridades
compativeis aquelas encontradas nas espécies irmas do complexo (VIGODER et al.,
2010). As fémeas desses flebotomineos sao indistinguiveis das fémeas de L. longipalpis
e 0s machos apresentam apenas pequenas divergéncias na genitalia. Além disso, as
analises de microssatélites mostraram que o nivel de divergéncia também é similar ao das
espécies-irmas. L. cruzi também esta relacionado a transmissao do parasito transmissor
da Leishmaniose Visceral Americana no Brasil em areas onde o L. longipalpis n&o foi
encontrado (YOUNG e DUNCAN, 1994; WATTS et al., 2005; VIGODER et al., 2010).

Nos estudos desenvolvidos observou-se, também, que no municipio de Sobral, no
Estado do Ceara, duas espécies-irmas simpatricas podem ser discernidas pelos
caracteres fenotipicos primariamente diagnosticados (machos com uma e duas manchas
abdominais), por meios moleculares (genes period e paralytic, existindo, neste ultimo,
fixagdo de polimorfismos ndo sindénimos), por meios bioquimicos (os machos que
apresentam uma mancha abdominal possuem feromdnios sexuais do tipo cembreno 1,
enquanto os que possuem duas manchas apresentam o tipo germanocreno), pelo padrao
dos sons de corte (A frequéncia dos sons dos machos 1S ¢é do tipo Pulso trés, e a dos 2S
€ explosao), além de demonstrarem um importante isolamento reprodutivo (WARD et al.,
1983; BAUZER et al., 2002; LINS et al, 2008; ARAKI, 2009).

Alguns pesquisadores defendem que ja existem evidéncias suficientes para nominar
essas espécies irmas (BRANDAO-FILHO et al., 2009) e este seria um grande passo para
a entomologia médica e a vigilancia entomoldgica, pois a correta identificagdo de
flebotomineos evita possiveis confusdes no reconhecimento das espécies vetoras e néo
vetoras (MARCONDES, 1998) e o monitoramento das espécies que fazem parte desse
complexo, sua localizagdo e biologia sdo de extrema importadncia para uma melhor

compreensao sobre a epidemiologia da leishmaniose visceral no Brasil.

2.3 O gene period

O ritmo circadiano ¢é influenciado tanto por variaveis ambientais quanto pela

disponibilidade de alimento, que condicionam o organismo para as diferentes mudangas
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fisioldgicas, modulando reagdes enzimaticas especificas (RUSAK et al, 1993, SHIRASU
et al., 2003).

O gene nuclear period codifica um cofator de transcricdo envolvido no relégio
biolégico e foi identificado por Konopka e Benzer (1971), a partir da detecgdo dos
mutantes per®, per® e per- que alteram a duracdo desse ciclo, provocando ciclos
arritmicos, ciclos curtos (16h) e ciclos longos (29h), respectivamente (KONOPKA e
BENZER,1971; MULLER, 2009).

Em Drosophila melanogaster, este gene tem um tamanho aproximado de 3,6 kb,
apresenta apenas um intron com mais de50 pb e transcreve um polipeptideo com
aproximadamente 1200 aminoacidos. Este gene possui uma elevada taxa de
substituicdes, que o torna um gene de evolugdo rapida e o destaca, nesse critério, dos
outros genes nucleares que possuem taxas de evolugdo mais lentas. Dessa forma, seu
uso é indicado para a reconstrugédo filogenética de taxons abaixo do nivel de familia,

como sugerido por Regier et al. (1998), em estudo sobre a ordem Lepidoptera.

A proteina period funciona em um sistema de retro-alimentacdo que regula sua
transcrigdo, possui importantes regides bem conservadas PAS-A, CLD e C-Domain e a
regiao altamente variavel Thr-Gly, estando esta ultima estd relacionada a
termoestabilidade do comportamento circadiano. Quando estas regides sofrem mutagoes,
podem provocar alteragées no ritmo dos sons de corte (KONOPKA e BENZER,1971;
MULLER, 2009), o que torna este gene interessante para tratar de diferencas espécie-
especificas entre as espécies irmas que compde o complexo longipalpis, uma vez que a
separacao das espécies cripticas brasileiras, de acordo com ARAKI et al. (2009), estao

basicamente associadas aos padrdes de sons de corte.

2.4 Método Structure e o complexo de espécies: estruturacdo genética de

populacdes.

Algoritmos de agrupamento de dados genéticos tornaram-se uma ferramenta
importante em campos da biologia, incluindo a conservagdo e genética populacional
(DAWSON e BELKHIR, 2001; CORANDER et al., 2003; CORANDER e MARTTINEN,
2003; PURCELL e SHAM 2004; FRANCOIS et al., 2006; PATTERSON et al., 2006). Tais

métodos sdo muitas vezes utilizados para compreender a estrutura das populagdes, bem
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como para identificar individuos migrantes ou hibridos, como também sdo usados para

detectar a estrutura populacional criptica (HUBISZ et al., 2009).

O STRUCTURE é um algoritmo bayesiano baseado em um modelo que é
amplamente utilizado para o agrupamento de dados genéticos (PRITCHARD et al., 2000;
FALUSH et al., 2003; FALUSH et al., 2007). Dado o numero de clusters (K) e assumindo
o equilibrio de Hardy-Weinberg e a articulagdo do equilibrio dentro de grupos, este
algoritmo estima as frequéncias dos alelos em cada grupo e as associagdes das
populacdes para cada individuo. Ele usa o método Monte Carlo via Cadeia de Markov
(MCMC) para integrar um conjunto de parametros e fazer atribuicbes de agrupamento.
Embora o valor de K tenha que ser fornecido para o algoritmo, um método heuristico de
selecao K é frequentemente utilizado, baseando-se na comparacdo de probabilidades
(HUBISZ et al., 2009).

Apesar de ainda nao ter sido empregado para o estudo de populagdes de
Lutzomyia longipalpis, o algoritmo STRUCTURE é largamente utilizado com o objetivo de
esclarecer a problematica taxondmica em espécies cripticas. Boyd (2007) aplicou esta
metodologia com o intuito de determinar a composigdo dos membros do complexo de
Anopheles annulipes em populagdes de Townsville, Nordeste da Australia, revelando a
existéncia de quatro grupos populacionais vivendo em simpatria; outro exemplo consistiu
no emprego do Ak (ad hoc) na estruturacdo do complexo Culex pipiens, que apontou a
existéncia de trés grupos definidos (FONSECA et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar, por meio de polimorfismos do marcador period, os padrdes de divergéncia

genética em duas populagdes de Lutzomyia longipalpis do Estado do Ceara.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Confirmar, por meio da andlise do gene period, o status que caracteriza como
espécies distintas os morfotipos de Lutzomyia longipalpis com uma e duas

manchas, provenientes do municipio de Sobral, Cear3;

e Comparar as populagdes de uma e duas manchas encontradas nos municipios de
Caririagu e Sobral para verificar se as mesmas apresentam padrbes de

polimorfismos semelhantes e estdo geneticamente isoladas.
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4. MATERIAIS E METODOS

As coletas foram realizadas em setembro de 2008 e agosto de 2009 nas
localidades de Caririagu (07°02'31" S 39°17'02" W, area: 637.353 Km?, altitude: 715M) e
Sobral (3°41'15"S 40°21'5" W, area: 2. 122. 885 Km?, altitude: 69m), ambas inseridas em
bioma de caatinga e situadas no Estado do Ceara, Brasil. As capturas tiveram duragao
de trés dias consecutivos e os espécimes foram coletados por meio de armadilhas
luminosas tipo CDC. Em seguida os exemplares de Lutzomyia longipalpis foram
identificados, separados quanto ao sexo e numero de manchas abdominais e

posteriormente, acondicionados individualmente em alcool 70% para a extragdo do DNA.

A extragdo do DNA desses flebotomineos foi realizada segundo um protocolo
padronizado a base de Chelex 5%, que consiste nas seguintes etapas: macerar a amostra
em tubo plastico tipo eppendorf (1,5 ml) contendo 100ul de Chelex® (BIORAD); em
seguida incubar as amostras a 55°C por 1 hora, imediatamente apds incubar a 94°C por

30 minutos, centrifugar a 13.000 RPM por 6 minutos e estocar o sobrenadante a -4°C.

Depois de extraido, o DNA foi quantificado (espectrofotdbmetro NanoVue) e
submetidos a amplificacdo do marcador period com primers (F: 5-
AGCATCCTTTTGTAGCAAAC- 3’; R: 5 — TCAGATGAACTCTTGCTGTC — 3') descritos
por Mazzoni et al. (2002) que amplifica uma regido do gene period contendo cerca de 540

pares de bases.

Em seguida, este fragmento foi sequenciado no Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes e no Laboratério Central CCB/UFPE, aos quais foram encaminhadas 89
amostras do DNA amplificado para o marcador period (41 amostras de exemplares 1S e
48 do tipo 2S), e aliquotas dos mesmos primers diluidos a 3,2 pmol/ul. Foram geradas
sequéncias consenso com base nos valores de Phred 20, através do programa Staden
1.6 (STANDEN, 1996). As sequéncias foram alinhadas e em seguida foram aferidas as
arvores de Minima Evolucdo com a correcdo de Kimura-2-pardmetros, para cada
localidade, no programa MEGA5 (TAMURA, 2011).

Com a finalidade de facilitar a visualizagdo dos sitios variaveis, foram gerados
logos de sequéncia para as duas populagdes através do programa Weblogo 3.0
(CROOKS, 2004).

A estruturacdo genética das populagbes de Lutzomyia longipalpis foi verificada

utilizando-se o software Structure 2.3 (PRITCHARD, 2000), que se baseia num algoritmo
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de agrupamento bayesiano para estimar a probabilidade de um individuo fazer parte de
uma dada populagdo. Foi utilizado um periodo de aquecimento de 20000 interacbes
seguido por 200000 interagbes de Monte Carlo via Cadeia de Markov (MCMC), repetindo
este procedimento para cada numero “K” de populagdes (ajustado de 1 a 10). Para
determinar o numero de grupos “K”, foi utilizada a quantidade ad hoc AK segundo Evanno

e colaboradores.
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5. RESULTADOS

As analises preliminares do sequenciamento das amostras coletadas em 2008
para a localidade de Sobral resultou em 45 sequéncias de aproximadamente 525 pb de
boa qualidade. O tamanho do fragmento final foi diferente das amostras da primeira
amplificagdo (Figura 04) devido a remocao dos nucleotideos que exibiram valores de
Phred inferior a 20 (Figura 05).

>500pb

>500pb

Figura 04: Fotografia do gel — Sobral-CE, fragmento do gene period. O
primeiro pogo na metade superior e na metade inferior refere-se ao
marcador de 100 pares de bases. Os demais pocos correspondem ao
amplicon do gene period de Lutzomyia longipalpis com tamanho
esperado de aproximadamente 540 pares de bases.
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Figura 05: Imagem do Staden 1.6. Elaboragéo da sequéncia consenso formado

pelos primer forward e reverso Sobral-CE.
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A populacdo de Sobral neste estudo esta representada por 45 exemplares,
compostos de 24 amostras do morfotipo 1S e 21 do morfotipo 2S. O conjunto de dados
apresentou 525 pares de base (pb), em que 85 pb foram polimérficos e destes apenas 67
foram informativos para parciménia. A analise dos logos dos sitios informativos para
parciménia revelou dois polimorfismos de base unica (SNP) separando as duas formas
fenotipicas (figura 04). No sitio 124 pertencente a um exon do gene period as sequéncias
do morfotipo com uma mancha apresentam uma timina (T), por outro lado, no morfotipo
com duas manchas aparece uma citosina (C). O segundo SNP informativo para
separacao dos dois fendtipos € o 171, localizado no intron. Ja no sitio 424 ha uma fixagao
de polimorfismo para os morfotipos 2S onde ha uma C. No entanto, percebe-se que nos
dados formados pelo conjunto dos morfotipos 1S existe uma frequéncia maior para a base
T (Figura 06).
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Figura 06: Logos dos sitios informativos para parcimdnia do marcador period nos morfotipos
1S e 2S de Lutzomyia longipalpis, popula¢cao Sobral-CE. Indica¢do dos sitios polimérficos em que a
fixacdo de polimorfismo separa as duas formas fenotipicas. As marcacfes em estrela representam

0s sitios 124, 171 e 424, ja a marcacao em circulo representa fixacdo parcial do polimorfismo.

A arvore aferida através da Evolugao Minima separou os morfotipos com valores
de bootstrap de 66% para o clado formado com as sequéncias pertencentes a 1S e 91%
para o clado formado por 2S (Figura 07). As analises de estruturacdo genética foram
realizadas com as mesmas populacbes acima descritas e o0s resultados obtidos
identificaram dois grupos genéticos associados aos fendtipos 1S e 2S tanto pela
metodologia STRUCTURE quanto pelo método ad hoc conforme as figuras (Figuras 08 e
09).
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Figura 07: Arvore de Minima Evolucdo com a correcdo de Kimura-2-parametros observada para os

morfotipos 1S e 2S de Lutzomyia longipalpis, populacdo Sobral-CE. Nota-se que esta topologia

conseguiu separar de forma consistente as duas variantes morfologicas.
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Figura 08: Estrutura da populagcéo de Lutzomyia longipalpis indicando a separacdo dos morfotipos
1S e 2S provenientes do municipio de Sobral-CE. Distribuicdo de Q de cada individuo para cada
grupo. Cada individuo é representado por uma Unica linha vertical dividida em K cores, o tamanho
do segmento colorido indica o grau de parentesco de cada individuo aquele grupo. As indicacbes

das populagdes 1S e 2S aparece na parte inferior do grafico.
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Figura 09: Numero de popula¢gdes de Lutzomyia longipalpis em Sobral-CE

segundo metodologia ad hoc. O pico demonstra o numero de populages.
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Para a populacédo de Caririagu, o0 conjunto de dados foi composto por 48
sequéncias do marcador period (18 do morfotipo 1S e 30 do 2S) e apresentou 525 pb;
destes, 81 sitios foram polimérficos, dentre os quais apenas 51 apresentaram-se
informativos para parciménia. Neste conjunto de dados também foi detectada a presenga
de trés SNPs que separam os morfotipos 1S e 2S. O primeiro localizado no exon 1 (sitio
124) em que as variantes 1S possuem uma T e a variante 2S possui uma C, o segundo
SNP esta localizado no sitio 17, em que o morfotipo 1S apresentauma Ceo2Suma T e
o terceiro, no sitio 424 no exon 2 em que o morfotipo 1S apresenta uma T e o morfotipo
2S apresenta uma C (Figura 10). Todas estas substituicbes sdo sinbnimas em que nao ha

mudanca de aminoacido.

Caririagu - Morfotipo 13

T T IOCT AT AT

EL 40 4 a5 o & -] i
Weslogo 32

probability
& B
-7
_:-=-—
- >
—
3
=
o —
- >
-
_r—-
= |
il e =

Caririagu- Merfotipo 25

A AT A EAGT T ST T CEAMIGENAL

'] 18 0 25 30 23 a0 50 &0 (5] 70
Wabloga 2.

probablity
= >
-
- 2
r—ya
o
I
_—
- >
<>
—_

Figura 10: Logos dos sitios informativos para parciménia do marcador period nos morfotipos 1S e
2S de Lutzomyia longipalpis, populacdo Caririagcu-CE. Indicacdo dos sitios polimérficos em que a
fixacdo de polimorfismo separa as duas formas fenotipicas. As marcacdes em estrela representam
os sitios fixados e as marcagdes em circulos representam as fixagdes parciais dos sitios 124, 171 e
424,

O dendrograma aferido através do algoritmo de Evolugdo Minima com a corregao
de Kimura-2-parametros apresentou uma topologia em que apenas o fendtipo 2S foi
separado com 90% de bootstrap (Figura 11). Os métodos de estruturacdo populacional
(STRUCTURE e ad hoc) também identificaram duas populagcbdes genéticas de Lutzomyia

longipalpis para a localidade de Caririagu (figuras 12 e 13)
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Figura 11: Arvore de Evolu¢do Minima com a correcdo de Kimura-2-parametros observada para os
morfotipos 1S e 2S de Lutzomyia longipalpis, populacdo Caririagu-CE. Nota-se que esta topologia

conseguiu separar de forma consistente as duas variantes morfologicas.
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Figura 12: Estrutura da populagao de Lutzomyia longipalpis indicando a separac¢do dos morfotipos 1S
e 2S provenientes do municipio de Caririacu-CE. Distribuicdo de Q de cada individuo para cada grupo.
Cada individuo é representado por uma unica linha vertical dividida em K cores, o tamanho do
segmento colorido indica o grau de parentesco de cada individuo aquele grupo. As indicagdes das

populacdes 1S e 2S aparece na parte inferior do grafico.
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Figura 13: Numero de popula¢des de Lutzomyia longipalpis em Caririacu-CE

segundo metodologia ad hoc. O pico demonstra o niumero de populacdes.

33



Os resultados obtidos da unido das duas populagdes apresentou um conjunto de
dados com 525 pb, dentre os quais 102 sitios sdo polimérficos e apenas 74 sao
informativos para a parcimdnia. A analise dos Logos destes sitios ndo revelou nenhum
polimorfismo que individualizasse as duas localidades, entretanto, mostrou que apenas
um SNP (sitio 124) que separa os dois morfotipos € comum nas duas localidades. Ja os

outros SNPs possuem frequéncia alta nas localidades em que nao estao fixados (figura
12).

B

TR T TTCA ARG TSRS ACCARROAGS A

Caririagu - Morfotipo 18

TCRACTOIGTETTO oA TACTCACAQIﬁEACT Bt

£ CCCTOACCSTTTAA:OCCACKTCTCACTCACETCTTCRTGACGALCTCTACTCACACTATEEACTAGES

£ CCCTCACCLSTICACGCRAG TECCACTAICTTTCTTEACCAGCTUTERCCACACOAG AQILM

15

Figura 14: Logos dos sitios informativos para parciménia do marcador period nos morfotipos 1S e
2S de Lutzomyia longipalpis, populagdes de Caririacu e Sobral-CE. Os sitios polimorficos em que a
fixacdo de polimorfismo separa as duas formas fenotipicas estdo indicados. As marcagcdes em
estrela representam os sitios em que ha fixacdo do polimorfismo e a marcacdo em circulo
representam os sitios com onde ndo ha a fixacao de polimorfismo.

A arvore filogenética entre as duas formas fenotipicas encontradas nas duas
localidades revelou um agrupamento separando apenas os morfotipos de Lutzomyia
longipalpis e ndo evidenciou agrupamentos entre as localidades. O clado 1S foi
sustentado com 56% de bootstrap, com excec¢ao da sequéncia 1S12 que nao apresentou
posicado filogenética definida, e o clado do morfotipo 2S foi sustentado por 84% de

bootstrap ratificando o monofiletismo (Figura 15).
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Figura 15: Arvore de Evolucdo Minima com a correcdo de Kimura-2-parametros observada para os
morfotipos 1S e 2S de Lutzomyia longipalpis, localidades Sobral e Caririacu-CE. Nota-se que esta

topologia conseguiu separar de forma consistente as duas variantes morfolégicas.
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Nas analises de estruturacao genética (STRUCTURE e ad hoc) realizadas com as
duas localidades (Sobral e Caririagu), os resultados obtidos foram de duas populagdes
genéticas relacionadas aos fenotipos que estruturam as localidades (Figuras 16 e 17).
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Figura 16: Estrutura da populagcdo de Lutzomyia longipalpis indicando a separacdo dos morfotipos

1S e 2S provenientes dos municipios de Sobral e Caririagu-CE. Distribuicdo de Q de cada individuo
para cada grupo. Cada individuo é representado por uma Unica linha vertical dividida em K cores, o
tamanho do segmento colorido indica o grau de parentesco de cada individuo aquele grupo. Os
nimeros 1 e 2 embaixo das barras estdo relacionados as sequéncias de Sobral, ja os nimeros 3 e 4
pertencem a localidade de Caririagu. Os nimeros 1 e 3 sdo sequéncias dos individuos pertencentes

ao grupo 1S e os numeros 2 e 4 indicam os individuos do grupo 2S
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Figura 17: Numero de popula¢Bes de Lutzomyia longipalpis em Sobral e Caririagu-

CE segundo metodologia ad hoc. O pico demonstra o numero de populagdes.



6. DISCUSSAO

Em nosso trabalho percebemos que a utilizagédo de um fragmento com 525 pb do
gene period proporcionou uma maior distincdo entre os dois morfotipos de Lutzomyia
longipalpis analisados, quando comparados aos 266pb usados por Bauzer (2002) em seu
estudo. Isto indica que o tamanho do fragmento dos marcadores escolhidos para os
trabalhos de genética de populagdes deve ser bem determinado para que a estruturagao
genética populacional seja devidamente representada, ja que a quantidade e a frequéncia
dos polimorfismos genéticos dentro de uma populagéo séo os principais componentes dos
padrdes evolutivos (DESAI e PLOTKIN, 2008).

A observagdo dos logos de sequéncia dos dois conjuntos populacionais
apresentados neste trabalho indica trés sitios informativos (124, 171 e 424) para distingao
entre as formas 1S e 2S. Os SNPs 124 e 171 possuem frequéncia igual a 100% nas
populacdes analisadas do municipio de Sobral, mas por ndo estarem totalmente fixados
nas populagdes de Caririacu ndo podem ser considerados indicativos taxondmicos para
separacao dessas espécies cripticas (TURNER et al., 2009, SALAZAR et al., 2010). A
fixagdo de polimorfismo ja foi detectada na populacdo de Lutzomyia longipalpis da
localidade de Sobral para o marcador paralytic, entretanto, neste gene, a fixagdo foi
ocasionada por mutagdo ndo sindnima e ocasionou mudanga de aminoacido (LINS et al
2008), o que nao ocorreu em nosso estudo ja que a mutagao detectada foi considerada
sinbnima.

As informagdes obtidas a partir das arvores de Evolugdo Minima ratificaram a
presenca de espécies cripticas ocorrendo em simpatria em Sobral-CE, como observado
no estudo de BAUZER et al. (2002) e Lins et al. (2008).

A nossa arvore de Evolugao Minima foi comparada com a arvore do mesmo tipo
gerada no estudo de Bauzer (2002) onde foram avaliados 49 espécimes (24 1S e 23 2S)
que geraram sequencias com 266 pb (com apenas 29 sitios informativos para parcimonia)
e em que se verificou a presenga de uma sequéncia pertencente a um grupo genético
diferente do grupo fenotipico. Em nossas analises com 45 exemplares (24 1S e 21 2S)
foram 525pb e 67 sitios parciménia informativos, percebemos que n&o houve divergéncias
entre fendtipo e gendtipo. Esta mesma condigao também foi observada no estudo de Lins
et al. (2008), em que houve distingdo perfeita entre os fenétipos e os genétipos com uma

e duas manchas para o gene paralytic.
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Quanto as analises de estruturagdo genética populacional realizadas com o
software Structure, estas confirmaram a existéncia de duas populagdes bastante distintas
tanto em Sobral quanto em Caririagu claramente observadas nas figuras apresentadas de
estrutura populacional (8, 12 e 16) e da metodologia ad hoc (9, 13,17). Assim também
Boyd (2007), com o uso da metodologia Structure, percebeu a existéncia de quatro
populagdes de Anopheles annulipes vivendo em simpatria em Townsville, na Australia e
Fonseca et al. (2004) verificou a existéncia de trés popula¢gées do complexo Culex pipiens

por meio da metodologia Ak (ad hoc).

No municipilo de Caririagu, localizado a uma distancia linear aproximada de 500
km do municipio de Sobral, a populagao de Lutzomyia longipalpis apresenta a mesma

identidade genética que a populagao de Sobral.

Em nossas analises, os morfotipos oriundos de Caririagu se comportaram como
duas espécies genéticas diferentes em relacdo ao padrdo de manchas abdominais
encontradas nos machos de Lutzomyia longipalpis, da mesma forma que ocorre no
municipio de Sobral, mas ndo apresentaram haplétipos compartilhados com a mesma.
Este resultado, provavelmente, deve estar indicando a auséncia de fluxo génico entre as
duas localidades. Como o relevo da area onde o estado do Ceara esta inserido apresenta
um formato de anfiteatro isolado das demais localidades por macicos rochosos
(CLAUDINO-SALES e PAULVAST, 2007) é provavel que a populagdo de Lutzomyia
longipalpis da localidade de Caririagcu compartilhe outras caracteristicas da populacao de

Sobral como feroménios e sons de corte, sumarizadas no estudo de Araki et al. (2009).

No contexto filogeografico, ndo foi possivel encontrar estruturagdo populacional
como inferida Araki et al. (2009) utilizando as metodologias empregadas para o marcador
period. Apenas foi evidenciada a questdo taxonOmica representada pela distingdo
genética relacionada aos fendtipos 1S e 2S. A estruturagdo populacional que separa os
morfotipos por localidade observada por alguns autores que n&o utilizaram marcador de
especiacao, por exemplo o RFLP, (BALBINO et al., 2006 e SILVA et al., 2011) nao foi
observada, devido, provavelmente, ao tipo de marcador por nds usado que esta
relacionado a especiagdo (NIELSEN et al., 1994, REIGEIR et al., 1998, GOTTER et al.,
1999 e BARR et al., 2005).

A insercao de Caririacu no cenario do complexo L. longipalpis revela, mais uma
vez, o importante papel do marcador period na determinagdo da especiacdo do

flebotomineo Lutzomyia longipalpis.
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8. CONCLUSOES

A analise do fragmento de 525pb do gene period suporta a hipotese de que o
municipio de Caririagu-CE apresenta duas populacdes de espécies-irmas do
complexo de espécies atualmente nominado “Lutzomyia longipalpis”, quando
levados em consideracdo o caracteres fenotipicos de uma ou duas manchas

abdominais;

O fragmento de 525 pb do gene period utilizado para avaliar a populagdo do
municipio de Sobral conseguiu separar adequadamente as populagées com
fendtipos 1S e 2S e apresentou um maior numero de polimorfismos informativos
que o fragmento de 266 pb previamente citado na literatura, permitindo uma melhor
resolucdo do complexo de espécies nessa localidade, sem presenga de eventos
evolutivos como introgressdes e compartilhamento de haplétipos antes relatados

na literatura;

Os padrbes genotipicos observados nas localidades de Caririagu e Sobral nao
evidenciaram a separagao geografica entre as espécies avaliadas. Isto indica que
provavelmente o marcador utilizado nao foi eficiente para realizar um estudo

filogeografico entre as espécies cripticas;

A localidade Sobral apresentou fixacdo de polimorfismos na separagado dos dois
fendtipos (1S e 2S), fato pela primeira vez relatado para o marcador period na
investigacao do complexo longipalpis, além disso, ndo houve compartilhamento de

haplétipos entre as populagdes verificadas.
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