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RESUMO

As dificuldades para a interrupcao definitiva da transmissao vetorial do Trypanosoma
cruzi decorrem primariamente de eventos de reinfestacdo por populacdes silvestres de
triatomineos das casas previamente tratadas com inseticidas e, de maneira secundaria,
do contato esporadico do homem com vetores infectados que habitam o peridomicilio
e o0 ambiente silvestre. A escrutinizacdo das regiGes potenciais de transmissao
endémicas ou hipoendémicas depende da correta diagnose das espécies vetoras e dos
seus limites de ocorréncia geografica. No caso de espécies cripticas, a identificacao
taxondmica deve ser feita principalmente por métodos moleculares de baixo custo e
eficientes, que a partir dos quais seja possivel gerar resultados simples de interpretar.
A diagnose correta dos vetores € util para a determinacdo regional dos riscos
potenciais de transmissdo vetorial da doenga em seres humanos. Contudo, 0
desenvolvimento de novas estratégias de controle mais eficazes depende do
entendimento acerca dos padrdes bioldgicos, ecoldgicos e evolutivos que estdo
envolvidos nos processos de domiciliagéo e especiacdo desses vetores. Estes padrbes
estdo inseridos em um contexto espacial e temporal complexo, que sé pode ser
compreendido quando estudos em diferentes escalas geograficas e historicas sdo
realizados. Neste contexto, o complexo de espécies cripticas R. prolixus e R. robustus
s.l. serve como um importante modelo, por ser um grupo bem estudado, de filogenia
conhecida e ocorréncia geografica previamente estimada. Nesta tese foi avaliado o
status taxondémico dessas espécies e as possiveis barreiras naturais ao fluxo génico
entre as linhagens determinadas com base em (1) analises filogenéticas, utilizando um
marcador mitocondrial (Cytb) e cinco marcadores nucleares (ITS-2, period, timeless,
cryptochrome2-16, cryptochrome2-18; (2) biogeograficas, utilizando duas calibracGes
geolodgicas do relégio molecular relaxado; (3) populacionais, analisando 10 loci de
microssatélites; e (4) de comportamento, medindo as atividades locomotoras e
estimando o periodo enddgeno do relégio circadiano. Adicionalmente, foi identificado
um marcador em um gene nuclear de copia Unica (TPS165) que separa as espécies
cripticas e de diferentes importancias epidemioldgicas: R. prolixus (imporancia
primaria) e R. robustus s.I. (importancia secundaria). Ao todo, foram analisados 254
espécimes de R. prolixus e R. robustus s.I. As amostras de R. robustus foram obtidas
apos duas coletas ao longo de transectos que representam dareas contiguas de
ocorréncia das linhagens cripticas R. robustus Il e IV, e R. robustus I, Il e 1V, de
acordo com o que se conhece sobre a distribuicdo destes tdxons. R. prolixus é uma
espécie distinta de R. robustus s.l. e, portanto, valida. R. robustus s.l. € um complexo
parafilético de, pelo menos, sete linhagens, das quais trés parecem representar trés
espécies distintas — R. barretti, R. robustus | e R. robustus V. A partir do resultado
filogenético incongruente com base na topologia das arvores filogenéticas dos genes
analisados das quatro linhagens restantes, R. robustus II, IIl, IV e sp. nov.
representam um complexo de espécies in status nascendi. As populagdes ancestrais de
R. prolixus e R. robustus s.l. sofreram cladogéneses decorrentes de eventos geologicos
amazonicos ocorridos entre 0 Mioceno Superior e o Pleistoceno Médio (entre 7 € 0,5
Maa). Apesar de os resultados filogeograficos, genealdgicos e populacionais serem
em parte concordantes com a hip6tese de que R. prolixus e R. robustus s.l. se
originaram na regido do Orinoco e se diferenciaram possivelmente devido as
modificagfes naturais na regido pan-amazonica promovidas pelas ‘incursdes
marinhas’ do Mioceno, as datagdes obtidas para os eventos cladogenéticos das
linhagens sdo concordantes com os periodos glaciais em que as florestas tropicais
umidas teriam sido reduzidas a ‘refagios’, durante o Plioceno e Pleistoceno.



ABSTRACT

One of the current challenges for the interruption of Trypanosoma cruzi transmission
relies primarly on re-infestation events of insecticide-treated houses by sylvatic
populations of triatomines and secondarily on the sporadic contact between infected
sylvatic triatomines and susceptible humans. The scrutinization of regions with
endemic or hypoendemic transmission depends on accurate species identification and
its geographical boundaries. In the case of cryptic species, devising of simple,
efficient and cost-effective methods for their identification is needed. Biological,
ecological and evolutionary processes that can be involved in vectorial domiciliation
and speciation are also relevant for the development of innovative surveillance/
control strategies. These processes are embedded in a complex spatial and temporal
context, which can be appreciated when historical and geographical approaches are
considered in different scales. In this context, the cryptic species complex R. prolixus
and R. robustus s.l. serves as a good model, as it is an extensive-studied group, with
well-known phylogeny, and its geographical limits were previous estimated. During
this thesis the taxonomic status of these lineages were evaluated and also possible
natural barriers for gene flow were determined, based on the following analyses: (1)
phylogenetic, using one mitochondrial (Cytb) and five nuclear markers (ITS-2,
period, timeless, cryptochrome2-16, cryptochrome2-18); (2) biogeographical, using a
‘relaxed’ molecular clock with two geological calibrations; (3) population genetics,
analyzing 10 microsatelite loci; and (4) behavioral, measuring locomotor activities
and estimating the circadian clock periods. Moreover, it was described a non-coding,
single-copy nuclear DNA fragment that contains a single-nucleotide polymorphism
(SNP) with the potential to distinguish the important domestic Chagas disease vector,
Rhodnius prolixus, from members of the sylvatic Rhodnius robustus cryptic lineages
complex. Two hundred and fifty four specimens of R. prolixus and R. robustus s.I.
were obtained. R. robustus s.l. sampling were conducted along transects which cross
areas of contiguous geographic distribution among R. robustus Ill and IV, and R.
robustus 11, 111, and 1V, based on the previous knowledge about lineages bondaries. R.
prolixus is a is a paraphyletic assemblage of, at least, seven different lineages, three of
which seem to be different species — R. barretti, R. robustus I, and R. robustus V.
Phylogenetic results of R. robustus II, IIl, IV, and n.sp. showed incongruent
topologies on gene trees, and thus they represent a complex of species in status
nascendi. Ancestral populations of R. prolixus and R. robustus s.l. cladogenesis have
probably occurred during geological events between Late Miocene and Middle
Pleistocene (7-0.5 Mya). Although phylogeographical, genealogical, and population
results partially agree with the predictions that R. prolixus and R. robustus s.l. were
originated in the Orinoco biogeographical area and speciated during ‘marine
incursions’ of the Miocene Epoch, ‘relaxed’ clock analyses showed recent splits
estimations, which coincides with the glacial time that occurred the fragmentation of
moist forests in ‘refuges’ during Late Pliocene and Early/Middle Pleistocene.



1. INTRODUGCAO

1.1. Doengas tropicais negligenciadas - a doenca de Chagas

As doencas tropicais negligenciadas estdo presentes em regides
financeiramente desprovidas das Américas, Africa, Asia e Oceania, afetando
aproximadamente um bilhdo de pessoas (Kline et al., 2013; OMS, 2010). Cinco das
dezessete enfermidades inseridas neste contexto sdo causadas por patdgenos cujos
vetores sdo insetos hematofogos e estdo presentes na América Latina — doenca de
Chagas, dengue, filariose, leishmaniose e malaria. O plano global de combate destas
doengas estabelece como imprescindivel o desenvolvimento de novas estratégias para
o controle vetorial, que deve ser precedido de um melhor entendimento da biologia
destes insetos (OMS, 2007).

A estratégia utilizada nos ultimos 20 anos para o controle dos vetores da
doenca de Chagas serviu de aprendizado para o desenvolvimento de métodos de
vigilancia mais eficazes. Embora a maioria dos triatomineos (Hemiptera: Reduviidae)
seja potencialmente capaz de se infectar naturalmente pelo agente -etioldgico
Trypanosoma cruzi, 0s programas de controle vetorial concentraram seus esforcos na
erradicacdo dos vetores epidemiologicamente mais relevantes — os de comprovada
adaptacdo aos domicilios humanos — como Triatoma infestans e Rhodnius prolixus,
através da borrifacdo de inseticidas nas casas infestadas (Dias, 2009). Apesar da
erradicagdo “virtual”® ou efetiva de T. infestans no Uruguai, Chile, Brasil, leste do
Paraguai, sul do Peru e algumas partes da Argentina, e de R. prolixus no sul do
México, Guatemala, Honduras, Nicaragua, El Salvador e Costa Rica (sumarizados em
Abad-Franch et al., 2013), ainda se registram anualmente na América Latina 50.000

novos casos e 12.500 mortes (Rassi et al., 2010; Senior, 2007).

A principal dificuldade encontrada para se interromper definitivamente a
transmissdo da doenca de Chagas esta associada a eventos de reinfestagdo das casas
previamente tratadas com inseticidas. Estes eventos podem ser resultado da migracao
de populacGes silvestres de espécies vetoras primarias, como também de espécies
secundarias nativas, capazes de formar col6nias no interior dos domicilios (Cecere et
al., 2006; Fitzpatrick et al., 2008).

1 Neste caso, eliminagdo “virtual” se refere ao fato da espécie ndo ter sido mais encontrada, o que
logicamente ndo quer dizer que a espécie tenha sido erradicada no local (Abad-Franch et al. 2013).
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Na regido do Chaco da Bolivia, Paraguai e Argentina, populacdes silvestres e
peridomésticas de T. infestans comumente reinfestam domicilios previamente tratados
(Abad-Franch et al., 2010b; Ceballos et al., 2011; Quisberth et al., 2011), assim como
fazem as de R. prolixus na Venezuela e Colombia (Fitzpatrick et al., 2008; Guhl et al.,
2009). Espécies de Triatominae como Rhodnius pallescens, Rhodnius stali, Rhodnius
neglectus, Rhodnius nasutus, Rhodnius ecuadoriensis, Triatoma maculata, Triatoma
carrioni, Panstrongylus geniculatus e Panstrongylus herreri tém a capacidade de
colonizar ambientes artificiais em algumas regides de suas areas de ocorréncia (Abad-
Franch e Monteiro, 2007; Aguilar et al., 1999; Coura et al., 2002). Situacbes
envolvendo eventos de reinfestacdo sdo mais complexas e seu controle requer
vigilancia continua com participacdo das préprias comunidades e retratamento de

qualquer novo foco doméstico que venha a ser detectado.

1.2. A doenga de Chagas na regido amazonica

O método tradicional de controle vetorial utilizando inseticidas € ineficaz em
areas onde a presenca de vetores domiciliados € rara, como na regido amazonica. Esta
regido abriga mais de 25 espécies vetoras da doenca de Chagas pertencentes a nove
géneros e, com a excecdo de algumas populacBes isoladas de T. maculata, P.
geniculatus, P. herreri, e R. stali, a grande maioria dos vetores apresenta habitos
silvestres (Abad-Franch e Monteiro, 2007).

A ocupacao desordenada do ambiente natural pode ser citada como o principal
motivo de o ser humano ocasionalmente entrar em contato com estes vetores e se
infectar. A construcdo de domicilios em regides rurais e periurbanas proximas as
florestas e 0 desmatamento seletivo no peridomicilio (i.e. ndo derrubada de palmeiras)
favorecem invasfes esporadicas das casas por vetores silvestres adultos que habitam
palmeiras (Abad-Franch et al., 2010a). Como a incidéncia da doenca é baixa e a
transmissdo neste contexto se caracteriza como sendo esporadica, pode-se dizer que a
doenca de Chagas na regido amazonica é hipoendémica; a prevaléncia da infecgdo por

T. cruzi provavelmente esta entre 1% e 4% (Aguilar et al., 2007).

As descobertas de focos de transmissdo mais intensos na Amazonia,
relacionados a exploracao de recursos naturais e ingestao do protozoario em alimentos

contaminados, sdo cada vez mais frequentes e traduzem a real importancia do contato
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entre vetores silvestres e seres humanos para a transmissao da doenca. Nestes cenarios
epidemioldgicos mais pontuais (que sobrepdem aquele hipoendémico), extrativistas
que chegam a passar meses no interior das florestas coletando fibras das palmeiras de
piacava (Leopoldina piassaba) séo frequentemente atacados por Rhodnius brethesi
infectados (Coura et al., 2002). Outro exemplo é o de familias inteiras que sdo
infectadas oralmente apds a ingestdo acidental do parasito em sucos contaminados
(Valente et al., 1999). De 1968 a 2000, mais da metade dos casos agudos de doenga
de Chagas relatados na Amazonia brasileira (111 de um total de 205 casos) foram
atribuidos a surtos de infeccdo oral. Entre 2002 e 2008, foram identificados outros
568 casos, representando mais de 75% do total neste periodo (Coura e Junqueira,
2012).

Frente a este panorama novo e complexo de transmissdo, autoridades e
pesquisadores perceberam a importancia de se entender melhor a dinamica
populacional, a ecologia e 0 comportamento ndo apenas dos vetores primarios, como
também dos vetores silvestres (Abad-Franch e Monteiro, 2005). A correta
identificacdo taxonémica das populacdes de triatomineos envolvidas na transmissao
da doenca é o alicerce para o desenvolvimento de novas estratégias de controle e
vigilancia do vetor. O maior problema deriva do fato de que muitas destas espécies
sdo cripticas (i.e. morfologicamente muito semelhantes). A correta identificacdo €
importante, pois mesmo sendo morfologicamente semelhantes, elas podem apresentar

capacidades vetoriais distintas (Pavan e Monteiro, 2007).

1.3. Os vetores da doenca de Chagas

A subfamilia Triatominae se insere na ordem Hemiptera e familia Reduviidae
(Lent e Wygodzinsky, 1979) e é composta pelas tribos Triatomini, Rhodniini,
Cavernicolini, Bolboderini e Alberproseniini. Apenas as duas primeiras tribos
incluem as principais espécies epidemiologicamente relevantes (T. infestans, T.

dimidiata, Triatoma brasiliensis brasiliensis, R. prolixus, entre outras).

Triatominae € a Unica subfamilia estritamente hematofagica pertencente a essa
ordem. A maioria dos triatomineos se alimenta preferencialmente em animais
endotérmicos, embora existam casos em gque também suguem o sangue de animais

exotérmicos ou ainda a hemolinfa de invertebrados (Breniere et al., 2004; Christensen
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e de Vasquez, 1981; Freitas et al., 2005; Salvatella et al., 1994; Sandoval et al., 2004).
Estes insetos possuem desenvolvimento hemimetabdlico com cinco estadios ninfais,

além da fase adulta (Lent e Wygodzinsky, 1979).

A monofilia desta subfamilia ainda é uma questdo controversa na literatura.
Hipdteses conflitantes apdiam a origem monofilética, polifilética e parafilética da

hematofagia na familia Reduviidae.

Em uma extensa revisao morfologica, Lent e Wygodzinsky (1979) analisaram
133 das 137 espécies de Triatominae (inseridas em 18 géneros de seis tribos) e
concluiram que esta subfamilia € monofilética. Apesar de a maioria das espécies ser
autoctone das Américas (120 ao todo), 13 s&o encontradas no sul e sudoeste da Asia, e

na Oceania. Contudo, nenhuma espécie autoctone foi observada na Africa.

Com o objetivo de solucionar este “enigma” biogeografico referente a
auséncia de triatomineos nativos na Africa, Schofield (1988) questionou a monofilia
da subfamilia. A partir de estudos ecologicos, foi postulado que maltiplas transi¢des
da predacdo a hematofagia ocorreram apés eventos independentes de exploracdo de
ninhos de invertebrados por diferentes linhagens de reduviideos predadores e,

portanto, uma origem polifilética deveria ser mais plausivel.

Posteriormente, a monofilia de Triatominae foi reafirmada com base em novas
analises de caracteres morfologicos, incluindo na topologia do cladograma de
Triatominae taxons predadores da familia Reduviidae (Weirauch, 2008), e analises
moleculares (Hypsa et al., 2002; Patterson e Gaunt, 2010; Weirauch e Munro, 2009).

Recentemente, Hwang e Weirauch (2012) defenderam a parafilia de
Triatominae em relacdo com o género Opisthacidius com base em analises
moleculares (analise de sequéncias das regides ribossomais 16S, 18S, 28S D2, 28S
D3-D5 e do gene nuclear wingless). Esta foi a reconstrucdo filogenética de
Reduviidae mais abrangente até o momento, na qual foram amostrados 178 taxons
pertencentes a 18 subfamilias [seguida de Patterson e Gaunt (2010), que analisaram

85 taxons de 12 subfamilias].

A tribo Rhodniini esta inserida na subfamilia Triatominae e é composta pelo
género parafilético Rhodnius (que possui 16 espécies formalmente descritas), e 0

género Psammolestes (trés espécies), que se agrupa dentro do clado composto pelas
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espécies do género Rhodnius (Galvéo et al., 2003; Hypsa et al., 2002; Monteiro et al.,
2002). Espécies nativas desses vetores podem ser encontradas em diferentes ecotopos
silvestres, como em copas de palmeiras, ninhos de aves, tocas de mamiferos, e

eventualmente, no peridomicilio e no interior de casas (Lent e Wygodzinsky, 1979).

1.3.1. O género Rhodnius na regido pan-amazonica

Acredita-se que o estoque ancestral do género Rhodnius provavelmente teria
surgido nas florestas pan-amazonicas (regido amazonica somada a regido do Orinoco)
em associacdo com palmeiras e com a fauna habitante deste ecdtopo (Patterson e
Gaunt, 2010). Atualmente 11 das 16 espécies de Rhodnius ocorrem em todas as oito
areas biogeograficas (sensu Morrone, 2006) constituintes da regido pan-amazonica
(Amazonia + bacia do Orinoco) — regides do Orinoco, Guiana, Napo, Imeri, Inambari,
Rondbnia, Para e Belém (Abad-Franch et al., 2009).

O género Rhodnius apresenta duas grandes linhagens evolutivas principais,
das quais as espécies atuais se originaram - a ‘linhagem pictipes’ e a ‘linhagem
robustus’ (Abad-Franch e Monteiro, 2007). A ‘linhagem pictipes’ inclui cinco
espécies da vertente oriental da Cordilheira dos Andes (‘grupo’ cis-Andino), na regido
pan-amazonica — R. pictipes, R. stali, R. brethesi, R. amazonicus e R. paraensis; e trés
da vertente ocidental dos Andes (‘grupo’ trans-Andino) — R. pallescens, R.
colombiensis e R. ecuadoriensis. A ‘linhagem robustus’ compreende as espécies R.
prolixus, Rhodnius robustus, Rhodnius milesi, Rhodnius dalessandroi, R. nasutus, R.
neglectus, Rhodnius domesticus, Rhodnius neivai, Psammolestes arthuri,
Psammolestes tertius e Psammolestes coreodes, sendo as seis primeiras espécies
amazonicas. Como as espécies de Rhodnius da ‘linhagem robustus’ estdo
filogenéticamente mais préximas das espécies do género Psammolestes do que das
demais especies de Rhodnius da ‘linhagem pictipes’, pode-se dizer que este género é

parafilético (Monteiro et al., 2002).

Estudos filogenéticos recentes apontam que algumas espécies do género
Rhodnius sdo, na verdade, complexos de espécies cripticas. Um complexo de espécies
da ‘linhagem pictipes’ e outro pertencente a ‘linhagem robustus’ foram descobertos a
partir do sequenciamento e analise de um marcador nuclear, o segundo espacador

intergénico ribossomal (ITS-2), e de um fragmento do gene mitocondrial citocromo b
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(mtCytb) (Monteiro et al., 2003; Pavan, 2009). O emprego de técnicas moleculares
para identificacdo de espécies cripticas é imprescindivel para a geracdo de resultados

mais robustos e confiaveis.

1.4. Técnicas moleculares para identificacao de espécies cripticas de triatomineos

A sistematica, de acordo com Mayr (1969), é a area da biologia destinada a
deteccdo e descricdo de espécies (sistemética alfa), ao estudo do relacionamento
filogenético (sistemética beta) e & anélise da variabilidade genética em populagdes de
uma ou mais espécies (sistematica gama). A sistematica molecular é o produto da
sistematica e da genética molecular. Informacdes genéticas hereditarias podem ser
Uteis na identificacdo de espécies cripticas e na geracao de conhecimento dos padrdes
naturais (como a determinacdo das regides geogréaficas de ocorréncia de uma espécie
e variabilidade genética de suas populacdes), que por sua vez servirdo de base para o
entendimento de processos evolutivos (como a formacdo de barreiras naturais de
isolamento reprodutivo, eventos de especiacdo ou ainda resisténcia vetorial aos
inseticidas) (Gourbiére et al., 2012). Existe ainda a possibilidade de usar a informacao
genética para inferir a historia evolutiva do organismo e identificar as relacbes de

parentesco em qualquer nivel taxonémico.

A sistematica molecular foi marcada ha quatro décadas por uma grande
descoberta metodologica para analise de genotipos: a mobilidade eletroforética de
enzimas, ou isoenzimas (Hubby e Lewontin, 1966). As isoenzimas séo codificadas
por diferentes alelos de um determinado locus e, por ser um marcador co-dominante,
é possivel visualizar trés fenotipos distintos como resultado: homozigoto para um
alelo, homozigoto para outro alelo, ou heterozigoto. Contudo, é esperado para
qualquer par de espécies filogeneticamente muito préximas que o numero de loci
polimorficos seja baixo (e.g. Harry, 1993, 1994; Monteiro et al., 2009), uma vez que
as isoenzimas revelam apenas uma pequena parte da variacdo do DNA. As variantes
de uma mesma enzima sdo resultado de modificacBes nas sequéncias de aminoacidos
que, por sua vez, podem alterar as propriedades fisico-quimicas da enzima. Quando
essas propriedades fisico-quimicas séo alteradas, a mobilidade eletroforética das

isoenzimas é modificada. Portanto, substituicbes sinbnimas ou modificagdes de



aminoacidos que nao resultem na alteracdo de carga elétrica ou tamanho da molécula

ndo podem ser detectadas nas analises de isoenzimas.

O segundo grande marco na sistematica molecular foi a descricdo do método
de amplificacdo do DNA in vitro, desenvolvido por Kleppe e colaboradores (1971) e
posteriormente aprimorado por Kary B. Mullis (Saiki et al., 1986) — a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Com a utilizacdo da PCR é possivel amplificar
determinados genes a partir de quantidades infimas de material biolégico ou de
amostras muito antigas ou mal preservadas. Durante as décadas de 80 e 90 a técnica
de isoenzimas foi sendo substituida gradativamente por técnicas moleculares baseadas
na PCR capazes de fornecer informacdes sobre o gendétipo dos individuos analisados:
RAPD (sigla em inglés que significa “DNA polimérfico amplificado ao acaso”),
PCR-RFLP (sigla em inglés que significa “Polimorfismo de tamanho dos fragmentos
de restricdo”), analise de microssatélites e o0 sequenciamento de DNA.
Particularmente estas duas ultimas técnicas vém sendo fundamentais para o avanco do
conhecimento sobre os triatomineos (e.g. Calleros et al., 2010; Fitzpatrick et al., 2008;
Hypsa et al., 2002; Lyman et al., 1999; Marcilla et al., 2002; Monteiro et al., 2003;
Monteiro et al., 2004).

1.4.1. Analise de microssatélites em estudos populacionais

Estudos de genética de populacbes sdo Uteis para a observacdo da distribuicéo
da variabilidade alélica (e sua oscilacdo no tempo); em ultima analise, servirdo para
avaliar o papel de processos evolutivos, como mutacdo, deriva, selecdo natural e
migracdo, na geracdo de variabilidade genética e estruturacdo de populacdes naturais.
Investigacdes desta natureza utilizam um arcabouco teérico e metodolégico capaz de

responder questdes microevolutivas.

Microssatélites sdo motifs de dois a seis pares de bases, que se repetem
sequencialmente (in tandem) no DNA nuclear (ex.: (GT),, (CTA),). Acredita-se que a
variabilidade elevada no numero de repeticdes seja decorrente do fenémeno
conhecido como DNA slippage (ou “escorregada” da polimerase, que leva a
incorporacdo ou delecdo erronea desses motifs durante a replicagdo do DNA) e
recombinacdo (crossing-over desigual ou conversdo génica) (Ellegren, 2004). Estas

regibes evoluem mais rapido em até cinco ordens de grandeza que as demais regides
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dos genomas nuclear ou mitocondrial (taxas de substituicdo nucleotidica médias em

insetos de 10°-10" por geracdo em comparagdo com 10°-1078, respectivamente).

Existem basicamente trés modelos propostos para explicar a evolucdo dos loci
de microssatélites: (1) envolvendo apenas um passo mutacional por vez — modelo
SSM (single step mutation), de Kimura e Otha (1978); (2) com passos mutacionais
multiplos — IAM (infinite allele model), de Kimura e Crow (1964); e (3) o modelo
dependente do tamanho alélico, onde alelos pequenos tendem a aumentar em nimero
de repeticdes, enquanto alelos maiores tendem a diminuir, de Ellegren (2004).
Embora ainda haja discusséo sobre qual modelo evolutivo seria 0 mais apropriado, 0s
microssatélites sdo hoje os marcadores mais utilizados em estudos populacionais, pois
apresentam uma série de vantagens, como por exemplo: (1) sdo neutros; (2) possuem
heranca biparental (0 que permite identificar possiveis hibridos); (3) sdo altamente
polimorficos; (4) sdo co-dominantes; e (5) a metodologia usada admite a analise de

varios loci de uma so vez.

O numero de estudos publicados com triatomineos utilizando microssatélites
vem crescendo e ja existem iniciadores para a amplificacdo de muitos loci para R.
pallescens (Harry et al., 1998), T. dimidiata (Anderson et al., 2002), T. infestans
(Garcia et al., 2004; Marcet et al., 2006), T. pseudomaculata (Harry et al., 2008a), T.
brasiliensis (Harry et al., 2009) e R. prolixus (Fitzpatrick et al., 2008; Harry et al.,
2008b). Com a disponibilidade de iniciadores para tantos loci, trabalhos genético-
populacionais podem ser privilegiados com a utilizacdo de microssatélites como
marcadores, o que leva a possibilidade de uma observacado mais nitida do fluxo génico
entre populagdes.

1.4.2 Sequenciamento de DNA

A técnica de sequenciamento de DNA pode ser considerada como a mais
informativa para estudos em sistematica alfa, beta e gama. Por utilizar como matéria-
prima o contedo genético propriamente dito, os nucleotideos, o sequenciamento de
DNA é objetivo e aplicavel em qualquer nivel taxondmico, desde que se escolha a

regido génica mais adequada.
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1.4.2.1. Analise de sequéncias nucleares

O genoma nuclear pode ser dividido, de maneira simples, em introns e éxons.
Os éxons sdo regides codificantes de aminoéacidos e sdo relativamente mais
conservados entre os taxons, quando comparados aos introns ou ainda ao genoma
mitocondrial (Avise, 2000). Esta menor taxa de mutacdo se deve a um mecanismo
presente em regides codificantes do nucleo (e ausente em mitocdndrias) de revisdo e
reparo (mecanismo de proofreading). Quando a DNA polimerase insere erroneamente
um nucleotideo na cépia de uma fita-molde de DNA, proteinas de “reparo” revisam
0s nucleotideos inseridos em éxons e identificam os possiveis erros. Caso exista
algum, exonucleases clivam a regido complementar errada e a polimerase refaz o
fragmento. Algumas dessas insercbes nucleotidicas errbneas (que ocorrem

aleatoriamente) permanecem nos éxons e sao chamadas de mutacgdes.

De acordo com o modelo de evolucgéo neutra de Kimura (1968), a maioria das
mutacfes que ocorre nos éxons é sindnima (ou silenciosa), ou seja, ndo resulta na
alteracdo do aminoacido. Considerando as muta¢fes nao sindbnimas, pode-se dizer que
a maioria é desvantajosa (i.e. prejudica a aptiddo do individuo) e, portanto, €
removida da populacdo por selecdo natural purificadora. As demais mutacdes sao
neutras ou vantajosas. As neutras sdo a maioria e ndo interferem na aptiddo do
organismo e sua frequéncia oscila na populacdo a cada geracdo. J& as vantajosas sao

selecionadas positivamente e podem aumentar em frequéncia na populagéo.

O sequenciamento das regiGes nucleares codificantes é utilizado, na maioria
das vezes, em estudos filogenéticos de espécies mais distantes. Este foi o caso nas
analises filogenéticas de insetos da familia Reduviidae, onde foram utilizados genes
ribossomais nucleares (18S e 28S) e éxons do gene wingless (Hwang e Weirauch,
2012; Patterson e Gaunt, 2010; Weirauch e Munro, 2009).

Contudo, existem ainda alguns genes que apresentam taxas mutacionais
superiores aquelas encontradas nos genes descritos acima e que ja foram utilizados
em estudos filogenéticos para identificacdo de espécies cripticas. A aplicacdo de
genes de reldgio circadiano como marcadores moleculares ja tem sido satisfatdria em
estudos de sistematica molecular de espécies incipientes ou filogeneticamente
proximas (Araki et al., 2009; Bauzer et al., 2002a; Bauzer et al., 2002b; Mazzoni et
al., 2006; Rona et al., 2010; Tauber e Kyriacou, 2005; Wheeler et al., 1991). A alta
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variabilidade genética encontrada pode estar associada as suas fun¢des no controle de
ritmos circadianos ligados ao comportamento sexual e ao isolamento reprodutivo
temporal (Sakai e Ishida, 2001; Tauber et al., 2003). O funcionamento do ciclo
circadiano é explicado em maiores detalhes na secdo 1.6.1. A genética dos ritmos

circadianos.

Estudos evolutivos em Drosophila e em outros dipteros relacionados
revelaram que algumas regides do gene de reldgio circadiano period (per) estdo entre
as sequéncias que mais rapidamente evoluem em insetos, e que esta alta taxa de
mutacao parece ter consequéncias funcionais importantes (Peixoto, 2002). Ortélogos
de per, timeless (tim), clock (CIK) e cycle (cyc) tém sido muito Uteis como marcadores
moleculares nos estudos evolutivos de complexos de espécies de insetos vetores, tanto
em flebotomineos (Araki et al., 2009; Meireles-Filho et al., 2006b; Vigoder et al.,
2010) como em mosquitos (Rona et al., 2009; 2010).

Os introns sdo regides ndo codificantes do genoma e, por sofrerem menor
pressao seletiva, sdo mais variaveis que os éxons. A analise de introns pode ser Util
em estudos de taxonomia alfa, beta e até gama (Irimia e Roy, 2008; Ohshima e
Yoshizawa, 2011). Contudo, existem ainda alguns introns que sdo altamente
conservados, por estarem envolvidos em certas fungdes pos-transcricionais e podem
ndo apresentar diferencas suficientes para separar espécies proximamente

relacionadas (Gazave et al., 2007).

Regides ndo codificantes ribossomais também sdo muito Uteis em analises
filogenéticas de espécies proximamente relacionadas. O primeiro e segundo
espacgadores ribossomais internos (ITS-1 e ITS-2), localizados entre as subunidades
ribossomais 18S e 28S ja foram utilizados em triatomineos para: (1) filogenia de
espécies do género Panstrongylus (Marcilla et al., 2002) e Mepraia (Calleros et al.,
2010), além dos complexos phyllosoma (Martinez et al., 2006) e dimidiata (Bargues
et al., 2008; Dorn et al., 2009) de especies cripticas; (2) filogeografia de T. infestans
(Bargues et al., 2006); (3) taxonomia alfa de R. stali (Justi et al., 2010) e T.
phyllosoma (Villalobos et al., 2011); e (4) genética de populacGes de T. rubrovaria na
Argentina, Brasil e Uruguai (Pacheco et al., 2007) e T. infestans na Bolivia (Piccinali
et al., 2011; Quisberth et al., 2011; Waleckx et al., 2011).
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1.4.2.2 Andlise de sequéncias mitocondriais

O genoma mitocondrial ndo apresenta introns e é formado por um Unico
cromossomo circular, que contém genes codificantes de proteinas estruturais e
funcionais relacionadas ao transporte de elétrons e fosforilacdo oxidativa. Por nédo
possuir um mecanismo de reparo do DNA eficiente, sua taxa de evolugdo pode ser até

10 vezes mais rapida que a do genoma nuclear.

Alguns genes mitocondriais, como Cytb, COIl e COIl, s&o muito utilizados na
separacdo filogenética de espécies proximamente relacionadas, como ja demonstrado
em trabalhos com R. prolixus e R. robustus s.l. (Marquez et al., 2011; Monteiro et al.,
2003), T. rubida e T. recurva (Pfeiler et al., 2006), espécies dos complexos T.
brasiliensis (Mendonga et al., 2009; Monteiro et al., 2004), R. pictipes (Pavan, 2009)
e espécies do género Mepraia (Calleros et al., 2010). Estes genes também ja foram
utilizados em andlises populacionais de T. sanguisuga (de la Rua et al., 2011) e T.
infestans (Ceballos et al., 2011; Giordano et al., 2005).

Existem ainda genes mitocondriais mais conservados, como aqueles
codificantes das subunidades ribossomais 12S e 16S, que ja foram utilizados em
estudos filogenéticos do género Triatoma (Garcia e Powell, 1998), de espécies da
tribo Rhodniini (de Paula et al., 2007), espécies da subfamilia Triatominae (Hypsa et
al., 2002) e ainda de insetos pertencentes a familia Reduviidae (Gaunt e Miles, 2002;
Hwang e Weirauch, 2012; Patterson e Gaunt, 2010; Weirauch e Munro, 2009).

O uso exclusivo de genes mitocondriais como marcadores em estudos de
sistematica molecular apresenta algumas limitacbes, dentre as quais as mais
importantes sdo (1) alta taxa de substituicdo nucleotidica; em analises contendo
espécies filogeneticamente distantes, pode causar um acumulo de substituicbes em
uma mesma base (i.e. saturacdo) e consequente homoplasia; (2) a presenga no genoma
nuclear de pseudogenes mitocondriais (NUMTS), que pode levar a identificacdo
erronea de espécies; e (3) possibilidade de introgressdo do material genético
mitocondrial de uma espécie em outra, por conta de cruzamentos interespecificos

(revisado em Mas-Coma e Bargues, 2009).

O problema de saturagdo do marcador mitocondrial pode ser evitado em
analises filogenéticas contendo organismos filogeneticamente distantes se 0s

nucleotideos da terceira base dos cddons forem excluidos, pois este € o sitio que
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apresenta maiores taxas mutacionais (por conta da degeneracdo do codigo genético).
Os NUMTSs sao resultado de translocacGes de fragmentos mitocondriais do genoma
mitocondrial para o genoma nuclear. Uma vez integrados, os fragmentos ndo
funcionais acumulam mutacdes livremente. Contudo, a presenca de NUMTSs pode se
manifestar de diversas maneiras: presenca de bandas inespecificas nas eletroforeses
em géis de agarose das amostras amplificadas pela PCR; presenca de cddons de
parada ou que ndo codificam aminoacidos; bandas extras em perfis de restrigdo;
posicdo filogenética andmala das amostras sequenciadas; e proporcao significativa de
ambiguidades na sequéncia (i.e. picos duplos em um mesmo sitio nos
eletroferogramas), semelhantes aquelas observadas quando ha eventos de
heteroplasmia (Hlaing et al., 2009). Especificamente em relacdo a terceira limitagdo
(introgresséo), a utilizagdo de marcadores nucleares de heranga biparental em
concomitancia com os mitocondriais é imprescindivel na deteccdo de hibridos

naturais.

A escassez de marcadores nucleares ja descritos para triatomineos que sejam
Uteis na separacdo de espécies filogeneticamente proximas dificulta a deteccdo de
linhagens cripticas ainda desconhecidas ou possiveis areas com a presenca de hibridos
naturais. O projeto genoma de R. prolixus, iniciado em 2006 sob a coordenacdo de
Erwin Huebner, da Universidade de Manitoba, no Canada, e financiamento dos
National Institutes of Health, dos EUA, ja esta préximo ao fim (fase de anotacdo dos
genes) e servird como base, dentre muitas outras coisas, para o isolamento de novos
marcadores nucleares que poderdo ser Uteis na geracdo de conhecimento acerca da

biologia do animal e no desenvolvimento de novas estratégias de controle vetorial.

1.4.3. Complexos de espécies cripticas de Rhodnius na regido pan-amazénica
Rhodnius pictipes € a espécie do género cuja distribuicdo abrange a maior area
na América do Sul (Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana,
Peru, Suriname e Venezuela) (Galvéo et al., 2003; Lent e Wygodzinsky, 1979). Esta
espécie apresenta grande similaridade cromatica e morfolégica com R. stali e em

menor medida com R. amazonicus.

Utilizando um marcador mitocondrial (Cytb) e outro nuclear (ITS-2), Pavan

(2009) descobriu que a espécie R. pictipes representa, na realidade, um complexo
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parafilético de, pelo menos, quatro espécies cripticas. As trés novas espécies foram
encontradas em uma regido andina (Sierra Nevada de Santa Marta, Magdalena) e nas
terras baixas da Amazonia (lowlands), na Coldombia, em Rondbénia, Brasil e em Beni,
na Bolivia, e sdo filogeneticamente mais relacionadas com R. stali e R. brethesi, do
gue com R. pictipes s.s. R. amazonicus forma um grupo aparentemente mais basal em

relacdo a estas espécies.

Um outro caso ja bastante discutido na literatura se refere as espécies cripticas
R. prolixus e R. robustus. Por muitos anos, a validade taxondmica desta segunda
espécie foi questionada, em funcdo de sua semelhanca morfoldgica e isoenzimaética

com a primeira (Harry, 1993, 1994).

Rhodnius prolixus € atualmente um dos vetores epidemiologicamente mais
relevantes da doenca de Chagas na América Latina, particularmente na Venezuela,
Colémbia e (recentemente) Ameérica Central (c.f. Hashimoto e Schofield, 2012), por
ser capaz de colonizar eficientemente habitacbes humanas. Rhodnius robustus é
considerado um vetor secundario, por estar restrito ao ambiente silvestre.
Ocasionalmente esta espécie invade domicilios durante a noite (Feliciangeli et al.,
2002; Pavan e Monteiro, 2007), ou ainda cai acidentalmente em trituradores de frutas,
causando microepidemias de transmisséo oral, sobretudo na regido norte do Brasil
(Valente et al., 1999).

Diversos estudos foram realizados com o objetivo de solucionar o impasse
taxonémico envolvendo as duas espécies. Os resultados obtidos a partir de analises de
eletroforese de proteinas salivares (Soares et al., 1998), RAPD (Feliciangeli et al.,
2002; Garcia et al., 1998), morfometria tradicional e geométrica (Villegas et al., 2002)
e sequenciamento de fragmentos de mtCytb e mt16S (Lyman et al., 1999) levaram a

conclusdo de que R. robustus € uma espécie valida e diferente de R. prolixus.

Com o objetivo de estudar as relagdes filogeograficas entre as duas especies,
Monteiro e colaboradores (2003) analisaram sequéncias de um fragmento de 663-pb
do mtCytb e a regido 28S D2 nrDNA de 26 populacbes provenientes de sete paises
latino-americanos e concluiram que ndo apenas R. robustus € diferente de R. prolixus,
como ainda representa um complexo parafilético de quatro linhagens cripticas (R.
robustus 1, 11, 11l e 1V; Figura 1.1). Este complexo parafilético R. robustus s.l. pdde

ser confirmado (juntamente com a identidade separada de R. prolixus) quando foi

15



utilizado um marcador nuclear, o ITS-2 (Lazoski, Pavan e Monteiro, dados nao
publicados). Para facilitar a identificacdo molecular deste complexo de espécies
cripticas, Pavan e Monteiro (2007) desenvolveram um PCR-Multiplex para
diferenciar as espécies simpétricas R. prolixus e R. robustus I, e ainda R. robustus |-
IV, submetendo as amostras a uma PCR contendo iniciadores espécie-especificos que
amplificam regides do mtCytb de diferentes tamanhos e posteriormente a eletroforese

em um gel de agarose 1,5%.

Abad-Franch e Monteiro (2005; 2007) relataram a presenca de um terceiro
tdxon dentro do grupo monofilético composto por R. prolixus e R. robustus |
(proveniente de uma localidade proxima de Manaus, e chamado de R. robustus V) e
ainda de outro taxon que seria 0 mais basal da ‘linhagem robustus’, provenientes de
areas silvestres da Amazonia equatoriana. Posteriormente, este tdxon mais basal foi
encontrado em Puerto Asis, Coldmbia, por Marquez e cols. (2011), identificado a
partir do sequenciamento de 28S D2 nrDNA e de um fragmento de 663-pb do
mtCytb. Portanto, até o0 momento sao descritos na literatura seis linhagens cripticas de

R. robustus s.I.

R. robustus | 1500 Km

R. barretti & v <
- R robustus IV

Figura 1.1. Distribuicdo estimada de R. prolixus e das linhagens cripticas de R. robustus s.I.
Modificado de Pavan e colaboradores (2013).

1.5. A biogeografia e a regido pan-amazonica
A Dbiodiversidade amazonica sempre foi uma questdo intrigante para 0S
pesquisadores da histdria natural (cf. Hoorn et al., 2010). A alta variabilidade genética

encontrada em R. robustus s.l. apenas exemplifica o que é observado com frequéncia
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em outros taxons autdctones (e.g. Aleixo, 2004; Funk et al., 2007; Gamble et al.,
2008; Hall e Harvey, 2002). Os fatores e processos naturais ocorridos ao longo do
tempo geoldgico sdo responsaveis pelo padrdo de diversidade observado hoje. Os
cenarios ecoldgicos foram modificados ao longo do tempo em decorréncia de
orogéneses, eventos hidro e orograficos e mudancas climaticas que afetaram
linhagens ancestrais. A fragmentacdo dos habitats ou mesmo sua completa
modificacéo teria ocasionado a fragmentacdo e/ou migracgdo de populagdes ancestrais,
promovendo a diversificagcdo de populacdes e colocado espécies em perigo de
extincdo, ou mesmo ocasionando-a (Abad-Franch e Monteiro, 2007). Portanto, para
entender a biologia de uma linhagem, as informacdes acerca de sua origem,
vicariancia e/ou dispersédo devem ser adicionadas ao conhecimento de seus padrdes
ecoldgicos atuais, assim como o fator “tempo”, que deve ser levado em consideracao
no estudo filogenético. E neste contexto que a filogeografia e a biogeografia se
encontram. Estudos macroevolutivos e macroecoldgicos, como a filogeografia,
biogeografia (i.e. ecologia historica) e a modelagem de nichos ecoldgicos s&o
importantes para estimar a ecologia das espécies, seu potencial de alcance geografico
e, consequentemente, mapear o risco de infestacdo de novas areas e de infeccéo por T.
cruzi em humanos (e.g. Abad-Franch et al., 2009; Bargues et al., 2008; Coutinho et
al., 2012; Gurgel-Goncalves et al., 2011; 2012; Monteiro et al., 2003; 2004; Torres-
Perez et al., 2011).

A filogeografia € a area da ciéncia bioldgica na qual sdo analisados 0s
principios e os processos que delineiam a distribuicdo geografica de linhagens
genealdgicas ao longo do tempo geoldgico (Avise, 2000). A partir destas analises, é
possivel associar dados climaticos, palinologicos e geoldgicos para entender 0s
padrBes biogeograficos observados na regido de estudo. Nas subsecdes a seguir serdo
abordados alguns temas relevantes para a compreensdao dos padrdes e processos
geradores da biodiversidade na regido amazénica — os modelos de especiacdo
vicariante e dispersionista que nortearam 0s principios da biogeografia (1.5.1); as
hipdteses biogeograficas vicariantes delineadas para explicar a geracdo da
biodiversidade na regido pan-amazonica (1.5.2); e as analises biogeogréaficas e
filogeogréaficas atuais que tém como objetivo estimar os centros de origem das
linhagens ancestrais, as rotas de dispersdo das populagdes desta linhagem e o tempo

geoldgico destes eventos (1.5.3). Ao fim desta secdo € apresentado o conhecimento
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filogeogréfico ja publicado acerca do complexo de espécies cripticas R. robustus s.l. e

R. prolixus (1.5.4) — objetos de estudo desta tese.

1.5.1. Conceitos biogeograficos segundo os modelos dispersionista e vicariante

A influéncia de muitos conceitos evolutivos publicados por Charles Darwin
em “A Origem das Espécies” (1859), como os de origem, dispersdo e adaptacao das
espécies, e ancestralidade comum, foi extraordindria para o entendimento do
fendmeno de especiagcdo. Com base nestes conceitos, foram criadas as premissas que
nortearam o modelo dispersionista de especiacdo (cf. Croizat et al., 1974): (1)
qualquer taxon observado nos dias atuais deve provir de uma area geografica restrita,
0 centro de origem de sua linhagem ancestral; (2) se uma linhagem se adapta ao
ambiente, naturalmente a populacéo se expande e parte de seus integrantes ultrapassa
as barreiras deste centro de origem por migracdo, seja para localidades proximas ou
distantes; e (3) o grau de sucesso migratorio € diretamente proporcional a capacidade

de dispersdo de cada taxon.

A critica principal a este modelo foi dirigida a premissa dos centros de origem,
uma vez que ndo é possivel testd-los experimentalmente. O centro de origem é
definido empiricamente como a regido dentro da distribuicdo geografica de um
determinado taxon onde se observa maior variabilidade morfolégica ou genética.
Contudo, estes centros de origem de um unico taxon ndo oferecem informacdes para o
estabelecimento de padrGes mais gerais, sendo necessario para a analise biogeografica
0 estabelecimento de congruéncia de varios outros taxons. Adicionalmente a ideia de
gue organismos atuais, sobretudo aqueles com ampla distribuicdo geografica, teriam
surgido a partir de um pequeno nimero de individuos em uma area geografica restrita
era considerada como improvavel (Craw, 1978). Na realidade era pouco parcimonioso
acreditar que estas pequenas populagdes teriam posteriormente migrado (ativa ou
passivamente) para uma area geografica muito mais extensa. A partir da década de 60,
o dispersionismo foi perdendo forcas e na década de 80 surgiu um novo modelo

biogeografico, com base no principio de vicariancia.

As ideias no modelo vicariante tém como base o modelo de especiacéo
alopatrica para explicar a geracdo da biodiversidade. Ao contrario do modelo

dispersionista, a principal premissa neste modelo ¢é a de que distribui¢cGes geograficas
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disjuntas de grupos-irmaos seriam uma consequéncia do surgimento (no passado) de
uma barreira geografica que teria isolado reprodutivamente populacdes de um estoque
ancestral com ampla distribuicdo geografica. A segunda premissa tem como base o
principio de uniformidade dos padrfes filogenéticos de tdxons presentes em uma
mesma regido (ou principio de vicariancia). Se 0s eventos geoldgicos de uma
determinada area geografica levaram uma linhagem a especiacdo, outros organismos

desta regido teriam sofrido repercusséo similar, em termos de isolamento reprodutivo.

A biogeografia de vicariancia substituiu gradualmente o modelo dispersionista
em funcéo de trés grandes acontecimentos, segundo Wiley (1988): (1) a elaboracdo da
hipdtese panbiogeografica e os principios vicariantes de Croizat (1958); (2) o
surgimento da teoria da tectdnica de placas; e (3) a aplicacdo da sistematica

filogenética as ideias de Croizat.

Um dos maiores desafios para os biogedgrafos até a metade do século passado
era o de encontrar uma explicacdo plausivel para a ocorréncia de um mesmo taxon
(ou organismos morfologicamente semelhantes) em areas geogréaficas distantes, como
em regides tropicais do hemisfério sul e regides temperadas do hemisfério norte. Os
dispersionistas explicavam que tais distribuicdes eram resultado da dispersdo
progressiva da biota a partir de um centro de origem localizado no hemisfério norte,
com trés rotas independentes pela América do Sul, Africa e Indonésia (revisado em
Craw, 1978).

A partir da premissa de que o tamanho e a distribuicdo dos continentes e
oceanos no passado eram idénticos aos dos dias atuais, na hipotese de diversificacao

da biota segundo o modelo dispersionista foram feitas duas predicdes:

(1) a dispersao da biota sempre ocorre de regifes extensas para pequenas areas
(hipétese de dispersdo “continente - ilhas”). Portanto, a hipdtese “norte - sul”

deriva do fato de o hemisfério norte ser territorialmente maior;

(2) a selegdo natural era exercida mais fortemente em lugares com climas
indspitos. As alteracBes climéticas de aridez e frio no centro de origem localizado no
Holartico teriam sido responsaveis pela origem de novas formas de vida. Por
conseguinte, o hemisfério norte teria sido povoado por estes novos taxons e 0s grupos

mais basais teriam migrado para o hemisfério sul.
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A ascensdo do conceito vicariante colocava em cheque a idéia de migracao de
organismos ancestrais bem adaptados. Ao postular a hipotese panbiogeogréfica,
Croizat (1958) seria 0 primeiro biogeografo a considerar que as barreiras geograficas
eram pecas-chave na evolucdo dos organismos — um principio evolutivo antes

negligenciado nesta area, o de especiacdo por vicariancia.

Os conceitos de movimento das placas tectdnicas e da deriva continental
fortificaram 0s pensamentos biogeograficos vicariantes acerca da geracdo da
biodiversidade. Os principios geologicos somados ao modelo vicariante resultariam
na formulacdo de uma nova hipdtese de origem e dispersdo da biota no planeta. As
linhagens ancestrais teriam ocorrido em uma grande area geogréafica, a Pangéia, e suas
populacdes teriam se separado com o rompimento da regido em dois super-
-continentes (Gondwana e Laurasia). Esta separacdo teria levado as populacdes a

eventualmente especiarem em alopatria (revisado em Craw, 1978).

O principio de vicariancia se consolidou no pensamento biogeogréfico a partir
da criacdo da sistematica filogenética, o estudo da historia de grupos monofiléticos no
tempo e no espaco, levando em consideracdo eventos de cladogénese, anagénese,
alopatria e simpatria (Wiley, 1988). Utilizando os principios filogenéticos, finalmente
foi possivel testar hipoteses biogeograficas sob a luz da evolucdo, levando em
consideracao ancestralidade comum, eventos geoldgicos e tamanhos populacionais.

Os conceitos de especiagdo segundo os modelos dispersionista e vicariante ao
longo dos anos foram aplicados em diferentes esferas da biogeografia. A biogeografia
pode ser dividida em dois grandes niveis, em termos de escala, padrdo e processos
envolvidos na formacdo desses padrBes: um nivel histdrico (biogeografia histérica),
que se destaca pelo estudo do padréo de distribuicdo congruente de taxons distintos, e
um nivel ecoldgico (biogeografia ecoldgica), no qual é estudado o padrdo de

distribuicéo individual dos organismos (De Candolle, 1820 apud Avise, 2000).

1.5.2. Hipoteses biogeograficas aplicadas a regido amazonica
A bacia amazonica é a maior bacia hidrografica do planeta, ocupando mais de
oito milhdes de quildmetros quadrados de area total, 0 que representa mais de um

terco da Ameérica Latina (UNEP, 2004). Esta regido abriga mais de 40.000 plantas,
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2.000 espécies de aves e mamiferos e dois milhdes e meio de especies de insetos (De
Queiroz e De Carvalho, 2008). Esta bacia, em conjunto com a regido do Orinoco,

forma a pan-amazonia.

A biogeografia histérica da pan-amazonia é amplamente estudada e dezenas
de hipdteses biogeograficas foram propostas na tentativa de explicar a riqueza de
espécies desta regido. Nestas hipoteses prevalece o conceito vicariante de especiacao.
As hipdteses mais conhecidas sdo (1.5.2.1) a hipotese de ‘incursdes marinhas’
(Résénen et al., 1995), durante 0 Mioceno; (1.5.2.2) a hipotese de rios atuando como
barreiras (Wallace, 1852), do Plioceno/Pleistoceno; e (1.5.2.3) a hipdtese de
‘refagios’ (Haffer, 1969), que teria ocorrido durante o Pleistoceno (Figura 1.2). Além
destas, um grande numero de outras suposi¢des foram postuladas, na tentativa de
elucidar as questdes biogeograficas da regido amazénica. Na secdo (1.5.2.4) outras
hip6teses biogeogréficas, sdo citadas outras duas.

Eon Era Periodo Epoca Idade Duracéo (Maa)
Recente ou Holoceno 0,01-0
Quaternario Superior 0,13-0,01
Pleistoceno Médio 0,78-0,13
. Inferior 1,81-0,78
.g 3 Superior Gelasiano 2,59-1,81
N S Plioceno  Médio Piacenziano 3,60 - 2,59
Q % Inferior ~ Zancleano 5,33 - 3,60
& O 2 . Messiniano 7,25 - 5,33
] , Superior .
o Nedgeno Tortoniano 11,61 -7,25
(6] A _
= Mioceno  Médio Serrav_alllano 13,65 - 11,61
Langhiano 15,97 - 13,65
. Burdigaliano 20,43 - 15,97
Inferior el
Aquitaniano 23,03 - 20,43

Figura 1.2. ldades geoldgicas da Era Cenozdica (desde a Epoca do Mioceno).
Maa - MilhGes de anos atrds (Maa). Retirado de Pavan (2009).

1.5.2.1. Hip6tese de incursdes marinhas

A hip6tese mais difundida sobre eventos vicariantes durante o0 Mioceno Médio
e Superior, de 17 a 6,5 milhdes de anos atrds (Maa), é a de ‘incursdes marinhas’
(Hoorn, 1993, 1994; Lovejoy et al., 2006; Résénen et al., 1995; Wesselingh et al.,
2006). Foi postulada a partir de analises de depositos sedimentares e de fdsseis de

organismos marinhos encontrados na Formacdo de Pebas. Esta Formacdo esta
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localizada entre as regides norte e central dos Andes, mais precisamente nas terras
baixas amazoOnicas entre o Perl e o Brasil, onde os principais afluentes do rio

Amazonas foram formados.

A elevacdo do nivel do mar durante o Mioceno Superior (entre 11,6 e 8 Maa),
alcancando um méximo de até 100 metros acima do nivel atual, teria conectado o Mar
do Caribe a Bacia do Parana, ocasionado alagamentos nas regifes amazonicas baixas
(florestas de varzea), levando ao isolamento trés grandes blocos de maior altitude: o
Escudo Brasileiro, o Escudo das Guianas e a porcao leste dos Andes (Colinvaux e De
Oliveira, 2001; Hooghiemstra e Van der Hammen, 1998; Latrubesse et al., 2007;
Lovejoy et al., 2006). Estoques teriam sido mantidos em isolamento nestes blocos,
divergindo geneticamente e, eventualmente, especiando em alopatria. Segundo esta
hipotese, estes blocos abrigariam os maiores centros de endemismo no cenério atual

da regido amazonica (Hoorn et al., 2010; Rasanen et al., 1995).

Para testar a hipOtese de incursGes marinhas como 0 evento vicariante
responsavel pela geracdo da biodiversidade pan-amazonica, os resultados obtidos a
partir de populacdes neotropicais devem satisfazer as seguintes predi¢cbes: (a) as
linhagens provenientes de cada um dos trés blocos de maior altitude devem ser
monofiléticas entre si; (b) as populacBes ancestrais devem ter ocupado um dos blocos;
e (c) populacbes mais derivadas devem se encontrar nas terras baixas da porgéo oeste

amazodnica (Conn e Mirabello, 2007).

1.5.2.2. Hip6tese de rios atuando como barreiras

A hipotese de que os rios atuariam como barreira ao fluxo genético das
populacdes presentes em margens opostas foi apresentada primeiramente por Alfred
Russel Wallace (1852). O desenvolvimento do sistema de rios amazdnicos foi
iniciado apds o evento de soerguimento dos Andes, durante o Mioceno Inferior, e
teria sido extremamente relevante na geracao da alta diversidade da biota amazonica,
principalmente durante o Plioceno/Pleistoceno, periodo em que foi formado o maior
rio da regido, 0 Amazonas. Se 0s rios representam um papel importante na especiacao
de organismos e continuam sendo uma barreira para a dispersdo, esta hipdtese pode

ser testada em populagdes atuais (Gascon et al., 2000; Patton e da Silva, 2005).
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A melhor estratégia de amostragem para que as predicdes desta hipotese sejam
testadas apropriadamente é a de analisar organismos presentes em ambas as margens
de um grande rio amazonico, desde a sua nascente até a desembocadura (Conn e
Mirabello, 2007; Gascon et al., 2000). A diferenciacdo genética encontrada, segundo
este modelo, devera ser gradual em ambas as margens, menor na nascente e maior na

desembocadura, pois é neste sentido que os rios se alargam (Patton et al., 1994).

A divergéncia entre as populacdes presentes nas margens opostas das regides
de terra-firme (areas ndo alagaveis) devera ser maior do que entre populacdes que
ocupam as areas alagadas (varzea), uma vez que os sedimentos das margens opostas
da primeira nunca se misturam, ao contrario do observado nas margens da segunda.
No periodo de seca, as margens em areas de terra-fime sdo separadas pela largura do
rio somada a largura das florestas planas alagaveis e as margens das areas de varzea
separadas somente pela largura do rio. Durante o periodo de cheia, as margens em
areas de terra-fime sdo separadas pela largura do rio, ao passo que as margens em
areas de varzea sdo inundadas. Desta forma, as populacdes presentes nas margens das
planicies alagadas devem apresentar maior fluxo génico por consequéncia da eroséo
natural dos rios. A deposi¢cdo de sedimentos nas margens com o passar do tempo
modifica a posicdo do canal ao longo da planicie aluvionar, transferindo blocos de

varzea de uma margem para a outra (Gascon et al., 2000; Patton e da Silva, 2005).

1.5.2.3. Hipétese de reflgios

O periodo Quaternario foi marcado pelos ciclos glaciais e interglaciais
ocasionados pela influéncia astronémica dos ciclos de Milankovitch (Bradley, 1999).
Estes ciclos descrevem variacfes de incidéncia solar regionais ou planetarias causadas

por mudancas graduais no eixo da Terra e em sua Orbita em torno do Sol.

Na hipotese dos ‘refugios’, Haffer (1969) e Vanzolini & Williams (1970)
supdem que as glaciacOes pleistocénicas teriam ocasionado a contracdo das florestas
umidas em pequenas porgdes separadas por vegetacdes de savana. Estes ‘refugios’
teriam mantido isoladas populacOes de diversas linhagens ancestrais, levando-as
eventualmente a especiacdo. A suposicdo de contracdo das florestas teve como base
analises paleobotanicas e geomorfoldgicas e a localizacdo dos possiveis refugios foi

presumida a partir de dados empiricos resultantes da sobreposicdo da distribuicdo
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geografica de borboletas, plantas e passaros (Haffer e Prance, 2002; Patton et al.,
2000).

A hipotese dos ‘refagios pleistocénicos’ como responsaveis pela geracdo da
diversidade observada atualmente deve ser testada em espécies endémicas, que
apresentem pouca flexibilidade quanto ao tipo de héabitat que ocupam e que
satisfacam, em grande parte, as seguintes predigdes: (a) sinais de efeito ‘gargalo de
garrafa’ (bottleneck) na populacdo original que teria ocupado diferentes ‘refiigios’,
associados as contracBes e isolamento causados pelas flutuagbes climaticas (a
populacdo original pode ser detectada pela descendéncia dos subgrupos); (b)
expansdo populacional, associada ao fim ou ao aumento geografico dos ‘refagios’,
nos periodos interglaciais; (c) variabilidade genética baixa dentro dos refugios; e (d)

baixa estruturacao filogeografica (Conn e Mirabello, 2007).

A existéncia de periodos glaciais (e interglaciais) € indiscutivel na atualidade,
mas 0 mesmo nao pode ser dito quanto aos efeitos destes periodos na contragdo (e
expansao) de florestas tropicais Umidas. Apesar de ja terem sido publicados mais de
500 artigos discutindo aspectos geologicos e paleocoldgicos da regido amazoénica
durante o periodo do Quaternario (Hooghiemstra e Van der Hammen, 1998), a
presenca de dados palinolégicos contraditorios, associados a auséncia de outros tipos
de evidéncia, como dados paleocliméaticos ou de reconstrucdo da paleovegetacdo
(Mayle et al., 2004; Turcq et al., 2002), exemplificam a dificuldade de se entender a
biogeografia da regido durante o Pleistoceno. O mais provavel é que as florestas
tropicais Umidas, como a Floresta Amazonica, tenham sido reduzidas pela metade e
substituidas em parte por vegetacdes de montanha e por matas semi-deciduais nas
terras baixas (Anhuf et al., 2006; Bush et al., 2004). A vegetacdo da regido periférica
possivelmente sofreu mudangas mais abruptas, formando ‘cinturdes aridos’, cobertos

por vegetacdo de savana (Bush et al., 2004; Van der Hammen e Hooghiemstra, 2000).

1.5.2.4 Outras hipoteses biogeograficas

Dezenas de outras hipoteses para a geracao de diversidade da biota amazonica,
além das mencionadas acima, tiveram como base a biogeografia de vicariancia. Duas
hipdteses em particular tiveram como ponto de partida a mesma premissa de elevacéo

i ilizada na criacdo da hipdtese de ‘incursdes marinhas’ i
do nivel do mar utilizad cdo da hipdtese de * has’ do Mioceno
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(Rasanen et al., 1995) para explicar a geracdo de diversidade de espécies endémicas
da Amazénia durante o Plioceno/Pleistoceno (Marroig e Cerqueira, 1997; Nores,
1999).

A primeira foi chamada de “hipotese da lagoa”, desenvolvida por Marroig e
Cerqueira (1997). Dois anos ap0s a publicacdo da hipdtese de ‘incursdes marinhas’ do
Mioceno, os autores defenderam a hipotese, antes proposta por Klammer (1984), de
formacdo de uma lagoa na regido atual do Médio e Baixo Amazonas durante o
Plioceno/Pleistoceno (2,5 a 0,75 Maa). Com base na anéalise de sedimentos fosseis de
terrenos alagados no Médio-Amazonas, postularam que no tempo Piacenziano (2,5
Maa), teria ocorrido uma elevacdo no nivel do mar de 180 m (a ‘grande incursdo
Fouaratiana’), possivelmente provocada pelos ciclos de Milankovitch. Os Alpes
Andinos teriam entrado em processo de degelo e esta agua teria fluido pelas regides
baixas amazOnicas até a regido Central, formando uma lagoa (uma vez que essa é a
regido de menor altitude na Amaz6nia). De maneira alternativa, essa lagoa poderia
representar ainda um alagamento provocado pelas incursdes marinhas durante a

incursdo Fouratiana.

A segunda foi proposta por Nores (1999), com base em estudos empiricos com
aves, que as ‘incursdes marinhas’ teriam prosseguido por todo o Periodo Terciario na
regido amazonica e promovido ciclos de especiacdo alopéatrica geradores da
biodiversidade. Partindo desta premissa, Nores redesenhou como porcdes de terra
todas as areas geograficas acima de 100 metros de altitude. Desta forma, foi possivel
inferir que teriam existido duas grandes ilhas ao norte do Rio Amazonas e pequenas
ilhas e arquipélagos no Escudo das Guianas e ainda na periferia oeste da bacia

amazonica.

Ainda que em muitas analises filogeograficas uma unica e exclusiva hipdtese
biogeografica seja atribuida aos eventos de especiacdo de alguns organismos (e.g.
Dick et al., 2004; Hayes e Sewlal, 2004; Opazo et al., 2006), tudo indica que a
diversificacdo neotropical é muito complexa de ser explicada e que certamente uma
Unica hipotese ndo serd suficiente para explicar toda a diversidade da biota amazénica
atual (Aleixo, 2004; Geurgas et al., 2008; Hoorn et al., 2010; Patel et al., 2011).
Inferéncias cladisticas das regides biogeograficas ocupadas por espécies endémicas,

assim como analises baseadas em polimorfismos de sequéncias de DNA podem ser
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Uteis na datacdo aproximada dos periodos de maior diversificacdo da biota e na
identificacdo das hipdteses biogeograficas que melhor explicam cada periodo da

histéria amazonica (Hoorn et al., 2010).

1.5.3. Analises biogeograficas atuais

As ideias presentes nos modelos dispersionista e vicariante foram agrupadas
nas dltimas trés décadas em modelos coalescentes — a biogeografia cladistica e a
filogeografia. No primeiro modelo, a procura por padrdes biogeogréficos congruentes
utilizando a cladistica é enfatizada, sem que se imponha qualquer predicao
dispersionista ou vicariante a priori (Morrone e Crisci, 1995). A filogeografia se
destina ao estudo dos principios e processos, que podem ser indiretamente estimados
pela distribuicdo geografica das linhagens genealdgicas.

Nas primeiras analises filogeogréficas eram utilizados os relacionamentos
evolutivos de taxons distintos, inferidos a partir de andlises de marcadores
mitocondriais (e.g. Avise et al., 1988; Ball et al., 1988). Estes padrdes filogenéticos
encontrados eram posteriormente confrontados com hipdteses biogeograficas de
geracdo de biodiversidade para explicar os processos envolvidos na formacdo dos
padrGes. Os tempos de divergéncia entre os taxons eram calculados a partir do
emprego do relégio molecular, com o objetivo de situar as cladogéneses no tempo
geoldgico. Hoje em dia as andlises para estimar o tempo geoldgico das cladogéneses
foram aprimoradas e é possivel adicionar dados fésseis, morfoldgicos, ou moleculares
associados a modelos evolutivos. Estes dados temporais sdo muito Uteis ainda na
formulacdo de hipoteses coalescentes para inferir a dindmica de populagdes no

passado.

1.5.3.1. Biogeografia cladistica

A biogeografia cladistica foi desenvolvida por Platnick e Nelson (1988) e se
propde a analisar “filogeneticamente” as areas de ocorréncia de espécies. De maneira
simplificada, pode-se dizer que neste modelo o relacionamento filogenético entre os
taxons é analisado para que seja possivel estimar um cladograma de area. A partir da
topologia resultante do estudo filogenético, o cladograma € construido pela simples

substituicdo dos nomes dos taxons pelo nome das areas de ocorréncia.
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O uso do modelo cladistico pode ser simples e eficiente, quando se analisa
apenas taxons que sejam endémicos de uma Unica area geografica. Quando hd um
tdxon presente em mais de uma area, torna-se necessario aplicar uma ou mais
premissas ndo mutuamente exclusivas ao modelo: (1) tAxons com larga distribuicdo
geografica se tornam uma sinapomorfia das areas por eles habitadas e, portanto, estas
regides formardo um clado monofilético de “areas irmas”; (2) um tdxon pode estar
amplamente distribuido em &reas cujo relacionamento filogenético € mono ou
parafilético; e/ou (3) cada ocorréncia do taxon é tratada separadamente e estas areas
geograficas tém iguais chances de estar presente em qualquer parte do cladograma

(revisadas em Morrone e Crisci, 1995).

Uma derivacdo deste modelo é o método de analise de parciménia de
endemicidade (PAE), criado por Rosen (1988). Este método foi criado em um
contexto paleontoldgico, mas hoje é aplicado nas analises de localidades de
ocorréncia de taxons atuais (Morrone e Crisci, 1995). Nesta analise, as areas sao
tratadas como taxons e os taxons, como caracteres binarios (presenca e auséncia). O
relacionamento das é&reas geogréficas na PAE € estimado com base no
compartilhamento de taxons (quanto mais taxons compartilhados, maior a
proximidade cladogenética das localidades). As regides que apresentam um maior
numero de taxons podem ser consideradas os centros de origem das espécies (Harold
e Mooi, 1994). O objetivo final desta analise é a interpretacdo da historia de ocupacdo
espacial pelos tdxons ao longo do tempo.

Uma questdo de extrema relevancia se define quanto ao método utilizado para
reconstrucdo dos clados, seja no método cladistico, na PAE ou utilizando sequéncias
de DNA. O método de maxima-parcimbnia minimiza o nimero de passos mutacionais
em uma reconstrucdo filogenética e, consequentemente, pode gerar erros quando as
probabilidades de passos mutacionais entre o0s taxons sao desiguais (i.e. ndo diferencia
organismos que evoluam em uma taxa mais acelerada do que outros) (Cunningham et
al., 1998). Isto significa que organismos que passaram por radiacGes adaptativas sdo
frequentemente agrupados em um mesmo clado, mesmo ndo sendo filogeneticamente
relacionados. Além disso, fontes importantes de incerteza associadas aos modelos
empregados na maxima-parsimonia ndo sdo levadas em consideracdo, como por
exemplo as incertezas referentes aos processos de disperséo de diferentes organismos
(Ronquist, 2004).
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1.5.3.2. Reldgio molecular e a filogeografia bayesiana

Métodos probabilisticos (méxima-verossimilhanca e inferéncia bayesiana) sao
0s mais indicados para interpretar a historia filogenética de organismos, por utilizar
modelos explicitos de evolucdo dos caracteres (Drummond et al., 2002; Felsenstein,
1981; Pagel, 1999). Estes métodos sdo baseados em uma funcdo que calcula a
probabilidade que uma arvore pode produzir em dados observados.

Ao contrério da reconstrucéo filogenética por méaxima-parcimonia, incorpora-
se no método de méxima-verossimilhanca as diferencas nos comprimentos dos ramos
(estimadas na arvore filogenética) para o calculo de probabilidades condicionais de
caracteres ancestrais (Cunningham et al., 1998). Neste método, uma Unica topologia
de arvore é assumida como verdadeira — aquela que maximiza a probabilidade de

observar os dados, considerando um determinado modelo (Delsuc et al., 2005).

As probabilidades condicionais sdo generalizadas posteriormente nos métodos
de reconstrucdo bayesianos de forma a obter os caracteres ancestrais sem a
necessidade de fixar uma topologia com o tamanho dos ramos conhecido para

especificar parametros exatos nos modelos de Markov (Lemey et al., 2009).

A estatistica apresentada no modelo de méxima-verossimilhanca se limita a
calcular a probabilidade de se observar corretamente os dados considerando apenas
uma unica topologia de arvore como sendo a verdadeira. O grande problema reside na
falta de conhecimento acerca da topologia correta na maioria das andlises
filogeograficas que utilizam dados reais. J& no modelo bayesiano, calcula-se a
probabilidade da topologia encontrada ser correta, dadas as informagdes contidas nos
elementos analisados e nas prioris (caracteres morfoldgicos ou sequéncias de
DNA/RNA).

A topologia final da arvore obtida pela analise bayesiana é considerada como
uma hip6tese, com uma probabilidade associada a topologia encontrada. Ao contrario
da maxima-verossimilhanca, ndo se estabelece uma Unica topologia como sendo a
correta e 0 acumulo (ou perda) de informacg6es acerca dos relacionamentos ancestrais
depende da informacdo contida no conjunto de dados analisado (e.g. sequéncias de

DNA). Esta vantagem infelizmente vem associada a um revés — a necessidade de
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especificar distribuicdes de probabilidades a priori para todos 0s parametros
estimados no modelo evolutivo escolhido, sendo que muitas destas prioris podem ser
pouco intuitivas. Nestes casos, sdo utilizadas flat priors, que apresenta a mesma

probabilidade para todos os eventos estipulados em um intervalo de confianga.

A utilizagdo das prioris somadas ao conjunto de dados, sob outro ponto de
vista, pode ser também vantajosa. Partindo-se do pressuposto de que o relacionamento
filogenético entre os taxons ndo é diretamente observavel na natureza e que 0S
padrGes migratorios dos taxons raramente sdo bem compreendidos, a abordagem
estatistica bayesiana, a partir das cadeias de Markov Monte-Carlo (MCMC) (Green,
1995; Hastings, 1970; Metropolis et al., 1953), integra padrGes mais realistas as
analises de relacionamento ao estimar certo grau de incerteza aos resultados (Lemey
et al., 2009). Esta incerteza é traduzida em intervalos de confianga para cada
pardmetro calculado. Desta forma é possivel criar testes de hipdteses a partir do
estabelecimento de valores a priori arbitrarios para os parametros calculados na
inferéncia bayesiana. Esta informacdo a priori pode ser a incorporacdo de dados
fésseis, da datacdo de eventos vicariantes hipotéticos, ou ainda resultados obtidos em
outros estudos independentes.

A acomodacgdo estatistica para a falta de conhecimento prévio (traduzida na
insercdo de intervalos de confianga) funciona como uma protecdo contra vieses
potenciais na analise, mas ao custo da reducdo no poder de inferir definitivamente as
proposicdes (uma vez gque nao existem valores absolutos dos parametros inferidos).
Esta afirmacdo ndo é necessariamente negativa se considerarmos que a ciéncia é
constituida de verdades transitorias e de constante acumulo de conhecimento.
Adicionalmente, cabe ressaltar que qualquer inferéncia filogenética que inclua mais
de 15 taxons € heuristica e, portanto, ndo havera a escolha da arvore mais provavel

(ou mais verossimil), uma vez que sera impossivel visitar todas as arvores possiveis.

Analises filogenéticas aplicadas a biogeografia (filogeografia) sdo Uteis para
interpretar historicamente as relagfes evolutivas dos tdxons e confrontar estes
resultados com as hipdteses biogeogréficas vigentes. O emprego do fator “tempo” na
filogenia procede da revolucionaria proposta feita por Zuckerkandl e Pauling (1962),
de que a evolugdo molecular ocorreria em uma taxa uniforme ao longo do tempo.

Nesta proposta, formalmente declarada por Margoliash (1963) e chamada de
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“hipdtese do relogio molecular”, assume-se a mesma taxa evolutiva ao longo do
tempo para todas as espécies, mesmo quando analisadas espécies filogeneticamente

distantes.

O desenvolvimento das técnicas de sequenciamento de DNA e a formulacdo
da teoria neutra de evolugdo molecular (Kimura, 1968) foram as pegas-chave para
calcular as taxas de mutacdo neutra dos organismos a partir das analises de mais
marcadores moleculares (Kumar, 2005). Com o objetivo de estimar o tempo de
divergéncias entre tdxons, mesmo na auséncia de indicadores fosseis, muitos
pesquisadores compilaram dados de divergéncias entre espécies de uma mesma
familia ou classe e associaram a separacdo destas linhagens a eventos geoldgicos
conhecidos, para a calibracdo de relogios moleculares fixos “universais” (Brower,
1994).

A hipétese do relégio molecular foi questionada pela comunidade cientifica e
0 debate acerca do tema se estendeu até a década de 90 (revisado em Kumar, 2005). O
padrdo geral observado em andlises de reldégio molecular é o de que espécies
proximamente relacionadas apresentam taxas de substituicdo (de nucleotideos ou
aminoacidos) similares e seguem o modelo neutro de evolu¢do, mas 0 mesmo néo
pode ser dito, na maioria das vezes, quando sdo comparados organismos
filogeneticamente mais distantes (Li e Drummond, 2012). As taxas evolutivas podem
variar consideravelmente entre espécies, pois dependem de uma combinacdo de
fatores como tempo de geracdo, tamanho populacional, taxa metabdlica e eficacia na
reparacdo do DNA. Adicionalmente mutacGes benéficas ou deletérias podem
aumentar ou diminuir, respectivamente, suas freqiiéncias na populacdo de maneira
mais acelerada que as mutagdes neutras (Pybus, 2006). Algumas linhagens podem
ainda apresentar um aumento da taxa de substituicdo como consequéncia de eventos
de radiacdo adaptativa (Benton, 1999). A prética da premissa de um relégio molecular
fixo aplicada as diferentes linhagens em uma determinada topologia, portanto, pode
gerar ndo apenas estimativas equivocadas dos tempos de separagdo das linhagens,
como ainda topologias de arvores equivocadas (Drummond et al., 2006; Yoder e
Young, 2000).

Nos ultimos anos, diversos métodos tém sido desenvolvidos para minimizar

(ou “relaxar”) a premissa do relogio molecular fixo (Ho et al., 2005). A hipotese do
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relogio molecular relaxado parte do principio de que as taxas evolutivas de diferentes
organismos podem variar em uma topologia de arvore. Esta variacdo pode ser
definida a priori a partir de diferentes calibracbes dos no6s das arvores filogenéticas
(pelo emprego de modelos paramétricos para as estimativas dos tempos de
divergéncia chamados de “calibragdes suaves™), ou da estimativa de um intervalo para
a taxa de mutacdo das linhagens, por milhdo de anos (ao invés de um valor fixo
aplicado no reldgio estrito). Na proposta bayesiana mais recente de rel6gio molecular
“relaxado” (Drummond et al., 2006), as taxas evolutivas de cada ramo sdo estimadas
a partir de uma distribuicdo paramétrica, como normal logaritmica, exponencial, ou
gama. Os parametros calculados (i.e. distribuicdo posterior) sdo estimados a partir do

conjunto “dados + defini¢des a priori”.

1.5.3.3. O método bayesiano aplicado a teoria da coalescéncia

A teoria da coalescéncia foi formalizada por Kingman (1982) e nela é
estabelecida a relacdo entre tamanho populacional e ancestralidade. Os individuos
atuais que sdo filogeneticamente relacionados “coalescem”, num dado periodo de
tempo, a um ancestral comum mais recente (MRCA). A partir da premissa de
coalescéncia, é possivel rastrear todos os possiveis alelos de um locus, compartilhados
por todos os membros de uma populagdo, para retrospectivamente encontrar o
ancestral comum mais recente (Avise, 2000). A estimativa do tempo até o ancestral
comum mais recente (TMRCA) pode ser feita com base na aplicacdo do relégio
molecular (fixo ou relaxado) as sequéncias analisadas. Esta estimativa de tempo esta
relacionada ao tamanho populacional e ao tipo de heranca do marcador genético
utilizado. Quanto maior a populacdo efetiva, mais remoto é o TMRCA (cf. Kingman
1982 para maiores detalhes). Caso o marcador analisado possua heranca biparental
(e.g. DNA nuclear), o TMRCA seré quatro vezes mais antigo do que o encontrado em
andlises de marcadores de heranca uniparental (e.g. DNA mitocondrial ou
cromossomo Y em humanos), pois estes podem ser passados por ambos parentes para
as proximas geracdes de ambos os sexos (macho parental - fémea da prole, macho
parental > macho da prole, fémea parental - macho da prole, e fémea parental >
fémea da prole), diferentemente dos uniparentais, que permanecem apenas na
linhagem de um dos sexos [mitocondrial — linhagem materna; cromossomo Y (e.g.

seres humanos) — linhagem paterna].
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O método bayesiano aplicado a teoria da coalescéncia foi um importante passo
para o progresso das analises filogeograficas de espécies proximamente relacionadas
ou populagdes de uma mesma espécie. A partir desta composicao, foi possivel estimar
de maneira mais realista tamanhos populacionais atuais e antigos (Hudson, 1990) e,
consequentemente, interpretar (ou hipotetizar) os eventos geoldgicos, ecoldgicos e

populacionais com maior precisao (Heled e Drummond, 2008).

A informacdo que pode ser extraida dos dados sobre o tamanho populacional
depende da acurédcia com a qual a genealogia € inferida e do grau de extensdo dos
processos demogréficos que o modelo coalescente pode acomodar (Atkinson et al.,
2008). A acuracia da genealogia depende do método de substituicdo nucleotidica
utilizado (i.e. se reflete a complexidade dos dados ou a simplifica) e da taxa de
substituicdo do locus génico analisado por geracdo (marcadores mais conservados
refletirdo poucos eventos de coalescéncia, se comparados aos marcadores de evolugao
rapida). Se, por exemplo, um determinado marcador apresenta uma taxa de
substituicdo de um nucleotideo a cada 100 mil anos, eventos inferiores a este tempo
ndo sdo observaveis. Ja 0 modelo coalescente depende intrinsecamente de um modelo

matematico acurado.

Qualquer método coalescente que confira a capacidade de inferir a demografia
historica de um organismo requer um modelo demogréfico. A utilizacdo de modelos
coalescentes de variacdo no tamanho de populacdo ao longo da histdria (Donnelly e
Tavare, 1995; Griffiths e Tavare, 1994) é imprescindivel para se recriar dindmicas
populacionais mais realistas. Estes modelos matematicos devem ser flexiveis o
suficiente para se encaixar em muitos cenarios demogréaficos, como, por exemplo, 0s
de crescimento populacional constante, exponencial, logaritmico, entre outros. Os
graficos de horizonte (do inglés Skyline Plot) foram muito Gteis como uma ferramenta
de selecdo do melhor modelo demogréafico para um determinado conjunto de dados
(Pybus e Rambaut, 2002; Pybus et al., 2000).

A grande limitagdo do modelo supracitado era a de que a inferéncia da historia
demogréfica tinha como base a genealogia em si e ndo o conjunto de dados de
sequéncias de DNA e, portanto, ignoravam o erro associado das estimativas
filogenéticas. Cinco anos depois surgiu 0 modelo bayesiano de graficos de horizonte
(do inglés Bayesian Skyline Plot, ou BSP), com o objetivo de suprir esta fragilidade
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(Drummond et al., 2005). Neste modelo foram adicionados intervalos de confianga
para as estimativas de tamanho populacional efetivo para cada ponto no tempo,
retrocedendo até o ancestral comum mais recente (calculados por amostragens das
MCMC), a fim de representar o grau de incerteza do tempo coalescente (uma vez que
a formula para o calculo do TMRCA contabiliza o tamanho populacional efetivo)
(Drummond et al., 2005). Recentemente este modelo foi aperfeicoado e renomeado
para grafico bayesiano de vista aérea (adaptado do inglés Bayesian Skyride), com o
qual é possivel estimar ainda o0 nimero de possiveis eventos de contra¢do ou expansdo

em uma populacdo analisada (Heled e Drummond, 2008).

Os avancos nas andlises populacionais (utilizando o método bayesiano) se
estenderam ao ponto de possibilitar melhores inferéncias acerca de padrbes
complexos de migracdo populacional, levando em consideragéo direcdo de migragéo e
flutuacOes de tamanho populacional (Beerli e Palczewski, 2010). Utilizando 0 modelo
n-coalescente para multiplas populacdes com migracgdo diferencial (Hudson, 1990), é
possivel testar hipdteses de fluxo génico histérico entre as populagbes, i.e., se a
dindmica populacional seguiu um padrdo panmitico, de migracdo direcional a partir
de um centro de origem, de fluxo génico entre regiGes adjacentes (stepping-stones),
de completo isolamento ou ainda padrbes mais complexos (Beerli e Palczewski,
2010). Como se trata de um modelo coalescente, sua aplicacdo pode ser util no teste
de hipoteses biogeogréaficas de origem e dispersdo de linhagens ancestrais de uma

espécie.

1.5.4. Filogeografia de R. prolixus e R. robustus s.l. na regido pan-amazonica

As espécies do género Rhodnius estdo distribuidas em 27 provincias
biogeograficas, dentre as quais se acredita haver pelo menos trés centros de
endemismo: a bacia do Orinoco, o sudeste amazonico e o Cerrado (Abad-Franch et
al., 2009). Estes dois ultimos centros parecem corresponder mais a antigas zonas de
contato entre espécies que se tornaram simpatricas do que a centros de origem das
linhagens (Abad-Franch et al., 2009).
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As espécies de Rhodnius com maior abrangéncia na Ameérica Latina sdo R.
pictipes e R. robustus s.l., estando presentes em 36 e 27 ecorregifes, respectivamente
(cf. Abad-Franch et al. 2009). R. robustus Il é a linhagem do complexo R. robustus de
espécies cripticas com maior distribuicdo conhecida — est4d presente em 13

ecorregides.

Monteiro e colaboradores (2003) levantaram uma hipotese biogeografica
acerca deste padrdo filogenético ao observarem a existéncia de quatro linhagens
cripticas de R. robustus s.l. Os autores estimaram os tempos de divergéncia entre as
espécies com base em um reldégio molecular ‘universal’ fixo (2,3% de divergéncia
entre sequéncias, para-a-par, por milhdo de anos) estimado para insetos (Brower,
1994). O evento vicariante que teria separado a populacdo ancestral da regido do
Orinoco (que posteriormente originou R. prolixus e R. robustus I) da populacdo que
originou as espécies amazonicas de R. robustus s.l. foi estimado em trés milhdes de
anos atras (datando do Plioceno). Ja a diversificacdo de R. prolixus e R. robustus I e
ainda das linhagens amazonicas teria ocorrido durante o Pleistoceno, hd menos de 2
Maa. Como o padrdo filogenético entre as espécies de R. robustus s.l. era
descontinuo, com segregacdo geografica dos haplétipos, tendo ocorrido durante o
Plioceno Médio/Superior e Pleistoceno, Monteiro e colaboradores (2003) propuseram

que o isolamento é compativel com a hipdtese dos ‘refugios’.

A descoberta inesperada de Monteiro e colaboradores (2003) de um complexo
de quatro linhagens de R. robustus foi uma inestimavel contribuicdo para a
identificacdo de possiveis areas biogeogréaficas de diversificacdo da tribo Rhodniini na
regido amazonica. Contudo, a hipétese de especiacdo vicariante de R. prolixus e R.
robustus s.l. em refagios pleistocénicos foi levantada pelos autores com base apenas
nos tempos de separacdo entre as espécies calculados a partir da aplicacdo de um
relégio molecular fixo. O problema que reside nesta anélise é que as taxas evolutivas
entre os taxons podem variar consideravelmente, em funcdo de uma série de questfes
(previamente levantadas na secdo 1.6.3.2) e, portanto, o relogio fixo ndo poderia ser
aplicado. Adicionalmente, a estimativa de tempo dos eventos cladogenéticos obtida a
partir da aplicacdo desse reldgio fixo deve conter um erro associado grande. A
calibracdo utilizada (Brower, 1994) foi calculada com base na divergéncia genetica
entre sete organismos pertencentes a quatro ordens da classe Insecta, que divergiram

durante eventos geoldgicos distintos em cinco regides diferentes do mundo. Neste
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calculo ndo foi levada em consideracdo a taxa de substituicdo do gene mtCytb,
utilizado por Monteiro e cols. (2003) na andlise filogeografica de triatomineos, e
tampouco um téxon pertencente a ordem Hemiptera, ou um evento geoldgico
amazonico vicariante foi utilizado na estimativa de divergéncia feita por Brower
(1994).

No intuito de diminuir o erro associado a calibrag¢do ‘universal’, Pavan (2009)
aplicou aos dados obtidos por Monteiro e cols. (2003) uma calibracdo semi-estrita do
relégio molecular. Esta calibracdo semi-estrita gera um possivel intervalo de tempo
para os eventos cladogenéticos a partir da aplicacdo de duas estimativas fixas de
divergéncia entre sequéncias por milhdo de anos. Portanto, esses valores ndo variam

nos diferentes nds da arvore e apenas associam uma incerteza ao resultado.

Com base em um evento geoldgico conhecido e bem datado (separacdo da
peninsula de Baja Califdrnia do restante do México), Pfeiler e cols. (2006) calibraram
um relégio molecular (1,1 a 1,8% por milh&o de anos) utilizando a divergéncia entre
sequéncias do mtCytb de duas subespécies de triatomineos, Triatoma rubida
conchimiensis e T. rubida sonoriana. Pavan (2009), a partir das novas datacdes
estimadas, p6de concluir que os eventos de diversificacdo do complexo teriam
ocorrido durante o Mioceno/Plioceno e que os padrdes de divergéncia e distribuicao
das linhagens de R. robustus s.I. estariam mais de acordo com a hipotese

biogeografica de ‘incursdes marinhas’.

A calibracdo utilizada por Pavan (2009) deve naturalmente representar melhor
a taxa de divergéncia entre os tdxons ao longo do tempo do que a utilizada por
Monteiro e cols. (2003). Apesar do avanco no conhecimento biogeogréafico das
espécies obtidos até o momento, novos resultados acerca da diversidade de R.
robustus s.l. na regido amazo6nica devem ser incluidos e algumas questdes relevantes
merecem ser revisitadas para uma melhor compreensdo dos processos bidticos e
abioticos responsaveis pelos eventos de especiacdo observados. Seguem abaixo 0s

principais questdes que motivaram a revisitagdo deste tema:

(1) a hipotese de que os taxons analisados por Monteiro e cols. (2003)
evoluem em uma mesma taxa nao foi testada em nenhuma das analises. Ao assumir
uma taxa evolutiva constante entre as espécies (seguindo a hipétese do ‘reldgio fixo),

a topologia da arvore gerada pode nédo ser a melhor;
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(2) ndo foram realizados quaisquer testes estatisticos de hipdteses que
corroborem (ou ndo) a diversificagdo da linhagem em decorréncia de ‘incursdes

marinhas’ ou ‘refugios pleistocénicos’;

(3) ndo foram consideradas nas analises de Monteiro e cols. (2003) e Pavan
(2009) duas linhagens descobertas recentemente, que sdo filogeneticamente
relacionadas ao complexo (Abad-Franch e Monteiro, 2005; 2007; Marquez et al.,

2011) e que podem auxiliar no entendimento da diversificacdo da linhagem;

(4) apesar de ter representado a maior amostragem de R. prolixus e R. robustus
ja publicada até aquele momento, Monteiro e cols. (2003) obtiveram poucos
espécimes de cada uma das linhagens cripticas e a baixa amostragem de cada
linhagem de R. robustus s.I. pode ter ocultado detalhes importantes acerca da
divergéncia genética entre elas (R. robustus | — 7 espécimes; R. robustus Il — 11

espécimes; R. robustus 11 — 10 espécimes; R. robustus IV — 15 espécimes);

(5) os limites da distribuicdo geografica das linhagens ndo haviam sido
visitados até 0 momento e estas regides podem conter informag6es mais ricas sobre o

processo de diversificacdo das espécies.

1.6. Ritmos circadianos

Determinados aspectos do comportamento de insetos tém um papel
fundamental na dindmica de transmisséo das doengas e do controle vetorial (Klowden
e Zwiebel, 2004; Lazzari e Lorenzo, 2009; Pates e Curtis, 2005). O controle dos
ritmos de atividade (Clements, 1999; Saunders, 2002) é um tema particularmente
relevante para o entendimento de algumas questdes epidemiolégicas, pois estes ritmos
afetam o tempo e o grau de contato dos vetores ndo s6 com seus hospedeiros
(parametros importantes na transmissdo de patdgenos), como também com
determinados tipos de inseticidas (Lazzari e Lorenzo, 2009). Estudos acerca do
comportamento de espécies filogeneticamente préximas podem ainda contribuir para
a identificagdo de processos evolutivos relacionados a especiacdo, tais como a

formac&o de barreiras naturais de isolamento reprodutivo.

As oscilacdes diarias na fisiologia, no metabolismo e no comportamento dos

insetos em resposta as mudancas periddicas no ambiente (causadas pelo periodo de
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rotacdo da Terra) sdo controladas por um relégio enddgeno (Abruzzi et al., 2011,
Ceriani et al., 2002; Keegan et al., 2007; McDonald e Rosbash, 2001). Mesmo na
auséncia de variacdes externas, este relogio é capaz de manter esses ritmos por um
periodo proximo a 24 horas, sendo por isso chamados de ritmos circadianos (i.e.

“cerca de um dia”) (Marques e Menna-Barreto, 2003; Saunders, 2002).

O reldgio circadiano apresenta um periodo préximo a 24 horas, quando as
condi¢cdes ambientais sdo constantes. A sincronizacdo dos ritmos endégenos com 0
periodo diario é dependente de um ou mais indicadores ambientais. Estes indicadores
sdo chamados coletivamente pelo termo aleméo zeitgebers. OS zeitgebers mais
estudados sdo as variacOes diarias de luminosidade e de temperatura (revisado em
Boothroyd e Young, 2008; Glaser e Stanewsky, 2007).

As décadas de 50 e 60 foram marcadas pelo acimulo de conhecimento sobre
0s zeitgebers luz e temperatura. Neste periodo anterior a genética molecular, os ritmos
didrios eram avaliados indiretamente pela observacdo da atividade locomotora de
insetos (principalmente Drosophila) e mamiferos (Aschoff, 1960; Pittendrigh, 1958).
Estes organismos eram submetidos a diferentes condi¢cdes exogenas: (1) semelhantes
as naturais (uma fase clara durante o dia e outra escura durante a noite); (2) sem a
presenca de indicadores ambientais (escuriddao completa ou luz durante o dia todo);
(3) com variagdo de temperatura ao longo do dia; ou (4) com aplicacdo de sinais
subitos de mudanca de fase em um ambiente sem a presenca de indicadores
ambientais (perturbacdo das fases escura e clara subjetivas pela aplicacdo de pulsos

luz e escuriddo, respectivamente, por um curto periodo de tempo).

A influéncia das condi¢gBes exdgenas percebida no ritmo enddgeno dos
organismos estudados foi considerada como sendo variavel. O periodo do reldgio
enddgeno em condi¢cbes semelhantes as naturais era sempre de 24 horas. Mesmo na
auséncia de indicadores ambientais, um oscilador interno seria capaz de manter o
ritmo enddgeno com um periodo de 20 a 28 horas. Quando havia perturbagdo no
inicio da fase escura subjetiva dos espécimes de Drosophila com aplicacdo de pulsos
de luz, o periodo do reldgio se atrasava, i.e. tornava-se maior do que o normal, e 0
contrario ocorria quando a perturbacdo era feita no fim da fase escura subjetiva.
Contudo, o mesmo resultado ndo era observado quando essa perturbacéo era feita com

variacdes de temperatura (Pittendrigh, 1958).
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Um modelo de funcionamento do reldgio circadiano pdde ser proposto por
Pittendrigh e cols. (1958) a partir das analises locomotoras de organismos. Os autores
postularam que pelo menos dois osciladores internos seriam responsaveis pela
sincronizacdo do relégio com o periodo do dia, um oscilador principal, sensivel a luz,
e um oscilador secundario, ligado ao oscilador principal, sensivel a temperatura. Na
presenca de outros osciladores, estes tambem seriam ligados ao oscilador principal.
Na auséncia de luz, os osciladores secundérios funcionariam de acordo a manter o

ritmo diario do organismo.

1.6.1. A genética dos ritmos circadianos

Nas décadas seguintes, a genética dos ritmos circadianos foi (e tem sido)
extensivamente estudada na espécie-modelo Drosophila melanogaster (Hall, 2003). A
partir de estudos de RT-PCR, Western Blot e cultura de células (Cyran et al., 2003;
Hardin, 2005), foi possivel observar que o marca-passo molecular do relégio deste
inseto inclui alcas regulatérias interligadas, que sdo responsaveis pelo controle dos
ritmos relacionados ao comportamento, fisiologia e a outros processos biol6gicos
(revisado em Allada e Chung, 2010; e Hardin, 2011). Estas al¢cas sdo mantidas por
retroalimentacdo transcricional, que consiste de proteinas que se ligam a sequéncias
especificas de DNA e estimulam a transcricdo de seus proprios repressores.
Posteriormente, com o aprimoramento das técnicas de RNA de interferéncia, analise
de expressdo de genes e trangénese, foi possivel desvendar maiores detalhes acerca

destas alcas regulatorias (revisado em Allada e Chung, 2010; e Hardin, 2011).

De maneira simplificada, pode-se dizer que nestas duas alcas regulatérias 0s
fatores de transcricdo codificados pelos genes Clock (CIk) e cycle (cyc) formam um
heterodimero que promove a ativacdo da transcricdo de period (per), timeless (tim),
vrille (vri) e PAR-domain protein 1 (Pdpl) (Cyran et al., 2003; Darlington et al.,
1998; Glossop et al., 2003). O heterodimero PER/TIM inibe a fungdo de CLK/CYC?,
e as proteinas ativadora PDP1¢ (resultante de um dos transcritos alternativos de Pdpl)
e repressora VRI competem pelo mesmo sitio regulatério no promotor de Clk para

controlar sua expressao.

2 Por convencdo, todos os genes do relégio circadiano sdo escritos em italico, com letras mindsculas ou
com apenas a primeira letra maitscula (dependendo de como foi citada pela primeira vez na literatura).
Todas as proteinas produzidas por estes genes séo escritas com letras mailsculas.
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Na auséncia de fatores ambientais, o periodo do ciclo nas algas regulatérias se
aproxima das 24 horas em funcdo do atraso nos processos de ativacao transcricional
e/lou repressdo de heterodimeros por eventos de degradacdo dependentes de
fosforilacdo de PER, TIM e CLK (Allada e Chung, 2010). O processo de fosforilagéo
precede o desaparecimento da proteina e, portanto, determina a meia-vida das trés

proteinas citadas.

A alca regulatoria principal, ou alca regulatoria per (Figura 1.3), é considerada
como sendo a mais importante, por controlar a ativacdo e repressdo do heterodimero
CLK-CYC. Durante o inicio e o meio do dia, entre ZT0 e ZT6 (do inglés “tempo
zeitgeber”), o heterodimero CLK-CYC se liga nas regibes E-box (em
complementaridade com a sequéncia CACGTG) dos promotores de per, tim, Vri e
Pdpl, promovendo a ativagdo da transcricdo destes quatro genes (Cyran et al., 2003;
Darlington et al., 1998; Glossop et al., 2003). No inicio da noite (ZT12), PER e TIM
se acumulam no citoplasma e formam os complexos PER-TIM (juntamente com a
proteina doubletime). Essa diferenca de seis a doze horas entre a transcricdo de per e
tim no nucleo celular e o acimulo de PER e TIM no citoplasma podem ser causados
por dois motivos: (1) degradacdo dependente de fosforilacdo das proteinas — a
proteina PER se associa no citoplasma a DOUBLETIME (DBT). Este complexo, na
presenca de TIM, é estavel (TIM-PER-DBT), mas em sua auséncia, PER-DBT é
degradado. Este processo dificulta o acumulo de PER e, consequentemente, a
formacéo do complexo PER-TIM; ou (2) atraso na acumulacédo de PER no citoplasma

em funcdo de sua traducdo ser regulada.

Entre o inicio e 0 meio da noite (ZT12-18), PER e TIM sdo fosforilados pela
CASEINA-KINASE-2 (CK2) e pela SHAGGY (SGG), que conferem ao complexo a
sinalizacdo de enderecamento ao nucleo celular. Esse intervalo de tempo é grande,
pois a sinalizacdo nuclear e a fosforilacdo podem ser alteradas pela associacdo da
fosfatase heterotrimérica serina/treonina-2A (PP2a) com PER e da proteina fosfatase-
-1 (PP1) com TIM.

Uma vez que o complexo TIM-PER-DBT é translocado para o nucleo [pode
ser que PER-DBT entrem no nucleo dissociados de TIM (Yu et al., 2009)] entre o
meio da noite e o inicio do dia (entre ZT18 e ZT4), este complexo se liga a CLK,

promovendo sua fosforilagdo e inibindo a ligacdo de CLK-CYC na regido E-box dos
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promotores de per e tim. Consequentemente, este heterodimero é reprimido de sua
funcéo de ativacdo transcricional. Ainda durante o inicio da manha (entre ZTO e ZT4),
a luz promove a degradacéo de TIM (a ser comentada mais adiante). A liberacéo de
TIM promove a fosforilacdo de PER por DBT, o que resulta na ligacdo posterior de
uma ubiquitina ligase E3 chamada SLIMB a PER, que por sua vez o enderecara a

degradacdo via proteassoma durante o meio do dia (ZT6).
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Figura 1.3. Alca regulatoria principal, ou alca regulatoria per.

Todos os nomes dos genes, elementos reguladores e das proteinas sdo definidos no texto. A
linha dupla representa a membrana nuclear e a linha sinusoidal representa 0 RNAm. As setas
solidas representam a sintese, ligacdo e enderecamento do RNAm e das proteinas e as
pontilhadas, atividades regulatérias. A linha bloqueada representa repressdo das proteinas. P —
sitio de fosforilacdo. Entre paréntesis em vermelho, o horario zeitgeber (ZT) correspondente a
cada evento ilustrado. Modificada de Hardin (2011).

A alca regulatéria secundaria, ou alca regulatéria Clk (Figura 1.4), é
intimamente ligada a alca regulatéria principal. O heterodimero CLK-CYC, além de
ativar a transcricdo de per e tim na alca regulatoria principal, também se liga as
regides E-box dos promotores de vri e Pdpl &/0 desde o inicio do dia até o inicio da
noite (ZT4-ZT16) e promove também suas transcrigdes. A acumulagéo de VRI ocorre
no inicio da noite (ZT14) e a de PDP1 &/6 somente quatro horas depois. VRI se liga a
regido promotora de Clk, chamada VRI/PDP1-boxes (V/P-boxes), para reprimir a
transcricdo de CIlk. Entre ZT16 e ZT4, os niveis de CLK-CYC disponiveis estdo
baixos, por conta da repressao exercida por PER-DBT na alca regulatoria principal.
Este fato acarreta o declinio do RNAm de vri e, consequentemente, da proteina VRI.

40



PDP1 ¢/ passa a atuar como um intensificador da transcri¢cdo de Clk entre o meio da
noite e o inicio do dia (ZT18-ZT4). Uma vez que o complexo PER-DBT € degradado
no meio do dia (ZT6), CLK-CYC deixa de ser reprimido na alga regulatoria principal

e o ciclo é reiniciado.
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Figura 1.4. Alca regulatoria secundaria, ou al¢a regulatoria CIk.

As setas e linhas seguem 0 mesmo padréo de representacdo da Figura 1.3. O complexo TIM-
PER-DBT nao pertence a esta al¢a regulatéria (pertence aquela ilustrada na Figura 1.3) e esta
no esquema apenas para mostrar como é feita a inibi¢do da ligacdo CLK-CYC. Modificado de
Hardin (2011).

Existem indicativos de que a transcricdo de Clk pode ocorrer sem a presenca
de um ativador (Hardin, 2011). No caso destes serem verdadeiros, a al¢ca regulatoria
secundaria ndo parece ser tdo necessaria para o funcionamento da principal. Contudo,
a alca regulatéria de Clk parece ter fungdes importantes na expressao de outros genes
ritmicos, como o takeout, que regula o ritmo no comportamento de cépula em

Drosophila.

A variacdo diéria de luminosidade é captada em espécimes de Drosophila pelo
sensor de luz azul CRYPTOCHROME (CRY) (Emery et al., 1998; Stanewsky et al.,
1998), que na presenca de luz interage com TIM (inicio da manh@). Esta interacdo
induz a degradacdo de TIM via proteassoma, encerrando assim a represséo do
heterodimero CLK/CYC. A captacdo de luz por CRY promove o arrastamento do

ciclo para o periodo exato de 24 horas.
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Em alguns insetos, como borboletas Danaus plexippus e Antheraea pernyi, e
0S mosquitos Aedes aegypti € Culex quinquefasciatus, existem duas formas do gene
cry (Gentile et al., 2009; Zhu et al., 2005), uma (cryl) ortéloga do fotoreceptor de
Drosophila e outra (cry2) que é ortdloga ao repressor transcricional encontrado em
vertebrados (Yuan et al., 2007). Esta segunda forma é a Unica encontrada em alguns
outros grupos de insetos, como abelhas Apis mellifera e besouros Tribolium
castaneum (Rubin et al., 2006; Yuan et al., 2007). A historia da origem e evolugéo de
cryl e cry2 (juntamente com os fotorreceptores de vertebrados) é intrincada e
envolve, pelo menos, trés eventos de duplicacédo e dois de perdas diferenciais de cryl
e cry2 (Yuan et al., 2007).

As questdes levantadas por Pittendrigh e colaboradores (1958) nas analises
locomotoras de Drosophila, em relacdo a perturbacdo das fases claras e escuras
subjetivas com aplicacéo de escuriddo e luz, respectivamente, foram respondidas mais
de quatro décadas depois, a partir das analises genéticas dos ritmos circadianos.
Quando se aplica luz no inicio da fase escura, ha a degradacdo de TIM, que esta se
acumulando no citoplasma. Com isso, TIM demorard mais a se acumular e formar o
complexo DBT-PER-TIM e consequentemente atrasara a fase do ciclo (i.e. o periodo
do relégio neste ciclo serda maior). Caso a luz seja aplicada no fim da noite, a
degradacdo de TIM comecara antes do previsto, o0 que causa o0 avanco de fase do ciclo

(o periodo do reldgio neste ciclo sera menor) (Allada e Chung, 2010).

O funcionamento das alcas regulatorias do relégio circadiano parece ser
relativamente conservado entre insetos no que diz respeito as funcgdes, arquitetura e a
presenca dos principais componentes (Allada e Chung, 2010). Contudo, a expressao

do RNAm de alguns dos genes podem variar.

Estudo realizados com flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis (vetor
da leishmaniose) mostraram que apesar de per e tim apresentarem picos de expressao
semelhantes aqueles observados em D. melanogaster, cyc e Clk apresentaram padrdes
completamente distintos, sendo que o primeiro gene é expresso de forma ritmica (ao
passo que em D. melanogaster é constitutiva) e 0 segundo com maior expressao no
fim do dia (em D. melanogaster, no fim da noite/inicio da manh&) (Meireles-Filho et
al., 2006a; Meireles-Filho et al., 2006b).
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Um aspecto interessante em relacdo as diferencas de expressao dos principais
genes do reldgio circadiano foi observado nos ultimos anos na comparagao entre 0s
mosquitos diurnos Aedes aegypti (vetor da dengue e febre amarela) e 0os mosquitos
noturnos Culex quinquefasciatus (vetor da filariose e do virus do oeste do Nilo).
Apesar de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus apresentarem um perfil de expressao da
maioria dos genes semelhante, a expressao de cry2 apresentou um padrdo unimodal
em Cx. quinquefasciatus, com maior expressdo do gene na escotofase, e em Ae.
aegypti uma expressdo bimodal, com picos de expressdo na escotafase e fotofase
(Gentile et al., 2006; 2009). Esta diferenca sugere que a regulacdo deste gene possa
estar direta ou indiretamente relacionada com o padrdo de atividade locomotora

(diurno ou noturno) observado (Gentile et al., 2009).

Os efeitos da sincronizagdo do reldgio pela temperatura, comparados com 0s
da sincronizacédo pela luz, sdo pouco conhecidos em Drosophila, e muito menos em
insetos hematdfagos. Algumas importantes diferencas ja foram observadas entre 0s
dois processos, como o fato de cérebros dissecados de Drosophila serem
sincronizados com ciclos de claro-escuro, mas ndo serem capazes de sincronizar seus
ritmos de expressdo génica com ciclos de temperatura (Glaser e Stanewsky, 2007,
Sehadova et al., 2009).

A interacdo dos zeitgebers luz e temperatura na sincronizagdo e modulagéo
dos ritmos de atividade em Drosophila é muito relevante e recentemente foi bem
ilustrada em analises locomotoras realizadas em condic¢@es naturais (Vanin et al.,
2012). Estas anélises recentes ressaltam a importancia de ainda se estudar a atividade
locomotora dos organismos, mesmo depois de quase um século desde o seu inicio,
para que seja possivel posteriormente avaliar geneticamente o funcionamento do
relogio circadiano. Essa afirmacdo € ainda mais relevante quando se trata de

organismos cuja genética dos ritmos circadianos ainda nédo foi elucidada.

O reldgio circadiano, além de controlar as oscilagcGes diarias na atividade
locomotora dos organismos, estd envolvido na coordenagdo e no funcionamento
apropriado de processos de desenvolvimento e reproducdo em Drosophila, tais como
aprendizado e memoria, acasalamento, detoxificagdo, olfato, estado nutricional,
eclosdo de pupas, comportamento de corte e resposta imune a patogenos (Allada e
Chung, 2010; McDonald e Rosbash, 2001). Nestes casos, 0s genes principais do
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relogio circadiano também parecem ser atuantes. per e tim parecem estar envolvidos
nos ritmos de aprendizado e memoria (Lyons e Roman, 2009), eclosdo de pupas
(Myers, 2003) e acasalamento (Sakai e Ishida, 2001). per estd envolvido ainda na
resposta imune a patdgenos (Allada e Chung, 2010) e em diferencas espécie-
especificas no sons de corte (Kyriacou e Hall, 1986). O sensor de luz azul cry parece
estar envolvido nos ritmos alimentar e antenal (captacdo de odores) (Krishnan et al.,
2001; Sarov-Blat et al., 2000).

Os ritmos circadianos de acasalamento, sons de corte e olfato s&o
imprescindiveis na interacdo e no reconhecimento intraespecifico. Os genes
envolvidos nestes processos, portanto, podem ser muito Uteis como marcadores
moleculares em estudos que envolvam complexos de espécies incipientes de insetos
vetores (Araki et al., 2009).

1.6.2. Ritmos circadianos em triatomineos

O ritmo circadiano em triatomineos vem sendo estudado nas duas espécies
epidemiologicamente mais relevantes, T. infestans e R. prolixus. Muitos processos
biol6gicos destas espécies ligados a reproducdo e a busca de alimento ja foram
relacionados ao controle por ritmos enddgenos, como cruzamento e OViposi¢do
(Constantinou, 1979, 1984; Lazzari, 1991), dispersdo (McEwen e Lehane, 1993) e
orientacdo por gas carbénico e calor, no inicio da noite (Barrozo et al., 2004; Bodin et
al., 2008).

Até o momento pouco se sabe acerca da genética do ritmo circadiano em
triatomineos. Somente através da avaliacdo das proteinas PER e TIM a partir de
ensaios imunohistoquimicos foi observado que estas sdo expressas de maneira ciclica
em R. prolixus, com picos de expressdo na escotofase (Vafopoulou et al., 2010),
assim como ja observado em Drosophila, L. longipalpis, Cx. quinquefasciatus e Ae.
aegypti (Allada et al., 1998; Gentile et al., 2009; Meireles-Filho et al., 2006b).
Portanto, todos 0s processos bioldgicos supracitados que envolvem um ciclo
circadiano foram estudados com base no ritmo de respostas comportamentais frente a

diferentes zeitgebers.
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Experimentos de atividade locomotora revelaram que os adultos de R. prolixus
e T. infestans apresentam um padrdo de atividade bimodal durante a noite
(Constantinou, 1979; Lazzari, 1992). O pico de atividade no inicio da noite representa
a saida destes insetos de seus abrigos em busca de alimento. Ja o pico de atividade no
fim da noite corresponde a busca destes adultos por um abrigo para passar o dia
seguinte (Lorenzo e Lazzari, 1998). Durante o dia, 0s triatomineos permanecem
escondidos dentro de refugios (e.g. frestas das paredes de habitagdes humanas, ninhos
de arvores, tocas de mamiferos), em um estado de inatividade chamado acinésia

(Lazzari e Lorenzo, 2009).

Aspectos do comportamento de triatomineos, como os padrdes de atividade e
dispersdo, comunicacdo intra e interespecifica e busca por hospedeiros poderdo ser
Uteis para o desenvolvimento de novas estratégias de controle vetorial (Lazzari e
Lorenzo, 2009). Uma das contribuic6es foi a recomendacgéo de aplicar inseticidas no
interior das casas no horario de maior atividade dos vetores. A sensibilidade dos
triatomineos adultos aos inseticidas € maior no periodo inicial da noite, pois este é o
momento em que estdo mais ativos e que permanecem mais tempo fora de seus
abrigos. Os insetos adultos saem para buscar alimento e, apds o repasto sanguineo,
suas cuticulas abdominais ficam distendidas. Esta distensdo do tecido facilitaria,
portanto, a absorcdo dos componentes quimicos ativos nos inseticidas (Lazzari e
Lorenzo, 2009).

Os estadios juvenis de triatomineos também apresentam um papel importante
na transmissdo da doenga para humanos, principalmente quando pertencentes as
espécies capazes de formar colbnias no interior das casas, como R. prolixus e T.
infestans. Apesar de serem apteros e apresentarem baixa mobilidade em relacdo aos
adultos (Vazquez-Prokopec et al., 2004), sdo igualmente capazes de transmitir o
protozoario T. cruzi. Ainda carecem informacBGes acerca do comportamento de
triatomineos durante os estadios juvenis. Nos poucos trabalhos que incluem a analise
do ritmo circadiano de ninfas, os autores pressupdem que estes individuos apresentam
0 mesmo padré@o noturno de atividade observado em adultos (e.g. Barrozo et al., 2004;
Bodin et al., 2008).

Processos evolutivos como especiacdo e formacdo de barreiras naturais de

isolamento tampouco foram analisados anteriormente em Rhodnius. Anélises de
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sinalizacdo quimica, como feromonios, e de picos de atividade locomotora diaria, por
exemplo, podem ser relevantes na inferéncia de possiveis sinais de isolamento

reprodutivo e temporal, respectivamente, entre espécies incipientes ou
filogeneticamente proximas.
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2. JUSTIFICATIVA

As dificuldades para a interrupcdo definitiva da transmissdo da doenca de
Chagas decorrem de eventos de reinfestagdo das casas previamente tratadas com
inseticidas e, de maneira secundéaria, do contato esporadico do homem com vetores
infectados que habitam o peridomicilio e o ambiente silvestre. Este panorama
epidemioldgico complexo de endemismo e hipoendemismo motivou autoridades e
pesquisadores a investir no conhecimento da dindmica populacional, da ecologia e do
comportamento ndo apenas dos vetores primarios, como tambem dos vetores
silvestres (Abad-Franch e Monteiro, 2005).

A escrutinizacdo das regifes potenciais de transmissdo endémicas ou
hipoendémicas depende da correta diagnose das espécies vetoras nativas e dos seus
limites de ocorréncia geografica. No caso de espécies cripticas, a identificacdo
taxonémica deve ser feita preferencialmente por métodos moleculares de baixo custo

e eficientes, cujos resultados sejam de simples interpretacéo.

Com este objetivo em mente, Pavan e Monteiro (2007) criaram um método
diagndstico de PCR-multiplex, que utiliza iniciadores espécie-especificos para a
amplificacdo de fragmentos de tamanhos distintos do gene mitocondrial Cytb, outrora
analisado por Monteiro e cols. (2003). Ao submeter as amostras amplificadas a
eletroforese em um gel de agarose 1,5%, € possivel diferenciar R. prolixus de R.
robustus I e ainda R. prolixus das linhagens cripticas R. robustus 11-1V.

Embora sua eficiéncia tenha sido comprovada na maior parte das areas de
distribuicdo desses taxons, pode haver problemas em regides de possivel simpatria.
Devido a natureza matrilinear deste marcador, sua analise exclusiva pode gerar
resultados equivocados onde R. prolixus e R. robustus s.l. co-ocorrem e
ocasionalmente hibridizam, causando introgressdo do DNA mitocondrial (Fitzpatrick
et al., 2008). Para superar essa limitacdo, faz-se necessaria a criagdo de um método
molecular (complementar ao PCR-multiplex descrito) que utilize um marcador

nuclear de copia Unica.

Processos como os de domiciliacdo e de especiacdo de vetores envolvem
interagdes ecologicas, biologicas, comportamentais e evolutivas complexas,
estruturadas hierarquicamente no espaco e no tempo e, portanto, seu entendimento

depende essencialmente de estudos em diferentes escalas geograficas e historicas. Os
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dados extraidos nestes tipos de analises poderdo ser uteis no desenho de novas
estratégias de controle vetorial (Abad-Franch e Monteiro, 2007; Lazzari e Lorenzo,
2009).

A maior fonte de estimulo para o desenvolvimento desta tese adveio da
constatacdo de que ainda existem muitas lacunas no conhecimento acerca dos padrées
e processos geradores da diversidade encontrada em triatomineos. O complexo de
espécies cripticas R. prolixus e R. robustus s.I. foi utilizado como modelo, por ser um
grupo bem estudado, de filogenia conhecida e ocorréncia geografica de cada espécie

previamente estimada.

A investigagdo de populacdes de R. prolixus e do complexo de linhagens
cripticas R. robustus s.l. na regido pan-amazénica foi proposta na tentativa de elucidar
questdes geograficas, populacionais e biologicas geradoras da diversidade encontrada,
como: (1) os limites geograficos de cada linhagem; (2) a validade das linhagens
pertencentes ao complexo R. robustus como sendo espécies distintas; e (3) as
possiveis barreiras geogréaficas e comportamentais ao fluxo génico. Para alcancar
estas metas, foram escolhidas regifes criteriosamente selecionadas que representam
duas areas contiguas de distribuicdo de trés linhagens de R. robustus (Il, 11l e 1V), ao
longo das quais foram realizados transectos de amostragem. Isso possibilitou a
investigagdo minuciosa de areas que sdo as mais ricas em informagdes sobre o
processo de especiacdo em si: os gradientes ou zonas hibridas compreendidos em

regiGes de contato entre duas espécies (parapatricas).

As questbes levantadas nesta tese referentes a identificagdo molecular de R.
prolixus e R. robustus s.l. e ainda aos processos geradores da diversidade molecular
observada foram respondidas a partir de quatro abordagens distintas: (1) identificagao
de um marcador molecular em um gene de cdpia unica que separe R. prolixus de R.
robustus s.1.; (2) analises filogenéticas e filogeograficas das populac¢Ges de R. prolixus
e R. robustus s.l., mediante sequenciamento de dois marcadores ja empregados em
triatomineos (mtCytb e ITS-2), além do isolamento e sequenciamento de trés genes
nucleares relacionados ao comportamento alimentar, sexual e isolamento reprodutivo
em Drosophila (ortélogos de per, tim e cry); (3) genética de populacdes, com base na
analise de dez loci de microssatélites das populacGes simpatricas de diferentes
linhagens de R. robustus s.l.; e (4) analise comportamental, a partir da determinacéo
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dos picos de atividade locomotora e o periodo intrinseco do reldgio circadiano de R.

prolixus e R. robustus s..
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Avaliar o status taxondmico de R. prolixus e das linhagens pertencentes ao

complexo R. robustus s.1. e determinar as possiveis barreiras naturais ao fluxo génico

entre as linhagens provenientes da regido amazonica, a partir de analises filogenéticas,

biogeogréaficas, populacionais e de comportamento.

3.2. Objetivos especificos

Determinar a presenca de possiveis zonas hibridas nas regifes limitrofes das
distribuicbes geogréaficas conhecidas das linhagens 11, 111 e IV de R. robustus.
Desenvolver um método molecular diagndstico eficiente, cujo resultado seja
de facil interpretacdo, para a separacdo de R. prolixus e R. robustus s.l., com
base em um marcador nuclear.

Quantificar a diversidade genética intra e interespecifica de R. prolixus e do
complexo R. robustus s.l. a partir das sequéncias de mtCytb e ITS-2.

Estimar o tempo de divergéncia entre R. prolixus e R. robustus s.l. e ainda
entre as linhagens contidas no complexo R. robustus com base nas sequéncias
do mtCytb, a fim de situar as possiveis cladogéneses no tempo geoldgico.
Comparar os resultados filogeograficos com as diferentes predicGes das
hipoteses biogeograficas de geracdo da diversidade na regido amazonica de
‘incursdes marinhas’ e ‘refiigios pleistocénicos’.

Realizar inferéncias sobre a origem e dispersdo de R. prolixus e R. robustus
s.l. na regido amazobnica, a partir do estudo filogenético, genealdgico e
coalescente das sequéncias do mtCytb.

Analisar o marcador nuclear ITS-2 em concomitancia com o mtCytb em
regibes de possivel simpatria ou peripatria entre espécies amazonicas de R.
robustus, para a identificacdo de possiveis hibridos naturais.

Avaliar a existéncia de fluxo génico entre as linhagens amazénicas de R.
robustus em regides de simpatria, utilizando 10 loci de microssatélites.

Isolar no genoma de R. prolixus os ortélogos de trés genes ligados ao
comportamento alimentar, sexual e isolamento reprodutivo descritos em

Drosophila (per, tim e cry), para testa-los como possiveis marcadores
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moleculares que diferenciem filogeneticamente complexos de espécies
cripticas em Triatominae.

Determinar os picos de atividade locomotora e o periodo intrinseco do relogio
circadiano de R. prolixus e R. robustus Il, para verificar possiveis diferencas

no padrdo de atividade entre as espécies.
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4. METODOLOGIA

4.1. Estratégia de coleta e obtengdo das amostras

Foram realizadas duas coletas ao longo de transectos que representam areas
contiguas de ocorréncia de R. robustus Ill e 1V, e R. robustus Il, Il e IV, de acordo
com o que se conhece sobre a distribuicao destes taxons (Monteiro et al., 2003; Pavan
e Monteiro, 2007). A primeira coleta foi realizada entre os dias 25 de outubro e 15 de
novembro de 2009, e a segunda entre os dias 25 de setembro e 15 de outubro de 2010.
As capturas e o transporte dos insetos vivos foram autorizados pelo IBAMA (SISBIO
20287-1). Todos os espécimes obtidos que sobreviveram a viagem foram mantidos
nos insetarios do Laboratorio de Doencas Parasitarias e do Laboratorio de Referéncia
Nacional e Internacional em Taxonomia de Triatomineos, localizados no Instituto
Oswaldo Cruz, Fiocruz. Os espécimes mortos foram devidamente etiquetados quanto

ao local de origem e acondicionados em tubos contendo alcool absoluto.

No primeiro transecto foram percorridos 2500 km (Figura 4.1), ao longo dos
quais foram selecionados 18 pontos para a coleta de triatomineos. A coleta foi
iniciada em Belém (Para) e terminou em Palmas (Tocantins). O método utilizado para
captura dos insetos foi a derrubada de palmeiras Attalea sp. precedida da coleta
manual (Diotaiuti et al., 1984). Em cada localidade foram amostradas de uma a cinco
palmeiras, todas localizadas a menos de 600 m de distancia das habitagdes humanas.
O escore de matéria organica em decomposicdo (MOD) de cada palmeira foi
determinado visualmente, como proposto por Abad-Franch e cols. (2005). A
porcentagem de infestacdo das palmeiras (numero de palmeiras positivas para a
presenca de triatomineos dividido pelo nimero total de palmeiras amostradas), assim
como a densidade de triatomineos por palmeira amostrada foram determinados para

cada ponto de coleta.

Em um segundo transecto com 1500 km de extensdo foram visitados 10
pontos (Figura 4.2), iniciando em Manaus (Amazonas) e terminando em Porto Velho
(Rondonia). O método utilizado para coleta de triatomineos foi o de captura manual
nas copas de palmeiras Oenocarpus bataua e Attalea sp. (Abad-Franch et al., 2010a).
Este método consiste em subir com o auxilio de uma escada até a altura da copa da
palmeira, fazer uma inspecao visual para a presenca de triatomineos, retirar alguns

ramos da palmeira a partir da base (“limpeza da palmeira”), coletar uma parte da
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matéria organica contida na copa e nas juncGes dos ramos da palmeira com o tronco
até encher um saco plastico de 50 litros. Posteriormente este material é colocado em
um lencgol branco e checado visualmente para a presenca de triatomineos. Este
processo foi repetido em cada palmeira de cinco a sete vezes. Todas as palmeiras
escolhidas estavam situadas em ambiente silvestre e distavam de 30 a 100 m da
rodovia. Assim como realizado no primeiro transecto, os ecores de MOD, a
porcentagem de infestacdo das palmeiras por triatomineos e a densidade de
triatomineos por palmeira amostrada foram determinados para cada ponto de coleta

do segundo transecto.

Adicionalmente foram obtidos seis especimes coletados em um estudo de caso
de surto de doenca de Chagas aguda com suspeita de transmissao oral no municipio
de S&o Roberto, no estado do Maranhdo, além de outras 58 amostras provenientes de
18 localidades distribuidas por cinco estados brasileiros e 115 amostras coletadas em
23 localidades distribuidas pelo Equador, Venezuela, Colémbia, Perl, Bolivia,
Honduras e Guiana Francesa por colaboradores ou membros do laboratério (Tabela
4.3). As localidades que tiveram pelo menos um representante sequenciado para um
determinado marcador s&o mostradas na Figura 4.3.

53



Figura 4.1. Transecto percorrido (linha vermelha) por areas
contiguas de distribuicdo de R. robustus Il (amarelo) e IV
(roxo), com representacdo dos 18 pontos visitados.

Os pontos preenchidos em vermelho representam as
localidades onde ndo se encontrou triatomineos; em verde, os
pontos onde R. robustus s.lI. foram coletados; e em branco, as
localidades onde outras espécies de triatomineos foram
coletados, mas nenhum R. robustus s.I. foi encontrado (A).
Método de coleta por derrubada da palmeira (B), precedido
por coleta manual (C).
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Tabela 4.1. Localidades visitadas durante o percurso pelo transecto representado na

Figura 4.1A.

As localidades estdo ordenadas de acordo com os pontos do mapa (sentido norte >
sul). Npa — NUmero de palmeiras derrubadas; Npp — NUmero de palmeiras positivas;
Ngrr - NUmero de espécimes de R. robustus s.l. coletados em cada palmeira positiva.

Localidade Espécie de palmeira ’\'l\r;/ Ngrr tor::tr:ri?r?sg;fglgfa das

1. Belém, Para Attalea maripa 2/0 0 -

2. Ponta das Pedras, Para Attalea maripa 2/1 5 -

3. Santa Maria, Para Attalea maripa 5/1 1 -

4. Aurora do Pard, Para Attalea maripa 4/0 0 -

5. Paragominas, Para Attalea maripa 1/0 0 -

6. Uliandpolis, Para Attalea maripa 3/1 13 -

7. Rondon do Para, Para Attalea maripa 4/2 2132 -

8. Marabé, Para Attalea maripa 1/1 10 -

9. Paraupebas, Para Attalea maripa 2/2 13/17 -

I%g‘réséo Domingos do Araguaia, Attalea maripa 1/1 15 )

11. Estrela, Tocantins Attalea speciosa 1/1 4 -

12. Imperatriz, Maranhdo Attalea speciosa 1/0 0 -

D SoBToRTO | g | 111 |20 | Jof ket s

14. Tocantindpolis, Tocantins Attalea speciosa 1/1 0 48 R. neglectus

15. Araguaina, Tocantins Attalea speciosa 1/1 5 -

16. Palmeirante, Tocantins Attalea speciosa 1/1 0 55 R. neglectus / 63 R. negectus

#lbz:]izisri‘csiente Kennedy, Attalea speciosa 1/1 0 45 R. neglectus

18. Colméia, Tocantins Attalea speciosa 2/2 0 g.RﬁeZelg::iS’;us e 1R. pictipes /3
TOTAL: 137 252 R. neglectus, 5 R. pictipes e

1P. lignarius.




Figura 4.2. Transecto percorrido (linha vermelha) por areas contiguas de
distribuicdo de R. robustus II, 11 e IV, com representagdo dos 10 pontos
visitados.

Os pontos preenchidos em vermelho representam as localidades cujos triatomineos
ndo foram encontrados, em verde, os pontos onde R. robustus s.l. foram coletados
em branco, as localidades onde outras espécies de triatomineos foram coletados,
mas nenhum R. robustus s.l. foi encontrado (A). Método de coleta por busca ativa
na copa das palmeiras (B), seguido de “limpeza” da palmeira (C) e inspecéo visual
em um lencol branco do material coletado nas copas (D).
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Tabela 4.2. Localidades visitadas durante o percurso pelo transecto
representado na Figura 4.2A.

As localidades estdo ordenadas de acordo com os pontos do mapa (sentido norte = sul). Npa —

NUmero de palmeiras amostradas; Npp — NUmero de palmeiras positivas; Ng,

espécimes de R. robustus s.I. coletados em cada palmeira positiva.

- NUmero de

Outras espécies de

Localidade Espécie de Nea/ Ngr triatomineos
palmeira Nee coletadas

1. Manaus, Amazonas Oenocarpus bataua 5/0 0 -

2. Purupuru, Amazonas Attalea speciosa 4/1 0 3 R. pictipes/-/-/-

3. Careiro Castanho, Attalea maripa 10/3 27376 2R. plc_tlpes /4R.

Amazonas pictipes / -

4. Anama, Amazonas Attalea phalerata 15/5 3/4/8/2/10 -

5. Vilarejo Km 125 BR- Attalea speciosa 5/2 270 2 R. pictipes /1R.

319, Amazonas pictipes

6. Vilarejo Km 280 BR- .

319, Amazonas Attalea speciosa 710 0 -

7. Vilarejo Km 450 BR- .

319, Amazonas Attalea speciosa 6/1 2 -

8. Humait4, Amazonas Attalea speciosa 5/0 0 -

9. Vilarejo a 50 Km de .

Calama, Rondénia Attalea speciosa 5/0 0 -

10. Porto Velho, Rondé6nia | Attalea speciosa 8/4 12/15/10/13 -

TOTAL: 91 12 R. pictipes




Tabela 4.3. Amostras de Rhodnius utilizadas no sequenciamento de sete marcadores. Os niimeros abaixo de cada marcador utilizado (colunas entre “Area
biogeografica” e “Campo/Colonia”) representam o numero de individuos provenientes de cada localidade / colonia que tiveram o fragmento em questdo sequenciados.

Localidades que ndo tiveram individuos sequenciados para um determinado marcador sdo representadas com um hifen (“-°). As informagdes apresentadas na coluna do
ITS-2 sdo 0 nimero de individuos sequenciados, seguido do nimero de clones obtidos para cada individuo (em paréntesis). As informacGes acerca dos outros amplicons
(além do AmpG) testados para o desenvolvimento de um método diagndstico de R. prolixus e R. robustus s.l. foram omitidas aqui, mas podem ser encontradas no
Anexo 1. Maiores detalhes acerca dos marcadores moleculares period (per), cryptochrome-2 com iniciadores senso ancorados nos éxons 5 [cry2 (E5)] e 7 [cry2 (E7)] do
gene ortélogo de R. prolixus, e timeless, com iniciador senso e anti-senso ancorados nos éxons 15 e 16, respectivamente, do gene ortdlogo de R. prolixus [tim (E15)]
podem ser encontrados na secéo 5.4 dos Resultados.

Espécie* Egiﬂigﬁie de coleta / L ocalidade biogeﬁéigfica ¥ mtCytb AmpG ITS-2 per cry2 (E5) cry2 (E7) tim (E21) gz:gE?a/ i‘gl?a f‘;
R. prolixus "Desconhecida” / I0C, Brasil Orinoco 5 23 - - - - - colénia ?
1. Guatemala / MERTU, Guatemala Orinoco 5 10 - 2 1 1 1 colonia ?
2H.0(3(rji5;)a{sFrancisco Morazan, Orinoco 7 ) ) ) ) ) ) campo 1999
3. Coldémbia / CDC1, Atlanta, EUA Orinoco 10 10 - 2 - - 1 colonia ?
3. Tolima, Colémbia Orinoco 2 - - 5 - - 2 campo 2009
4. Barinas, Venezuela Orinoco - 3 - - - - - campo 2004
5. Pampanito, Trujillo, Venezuela Orinoco 10 - 1(1) - - - 1 colénia 1997
6. Cojedes, Venezuela Orinoco 2 - 1(1) - - - - colénia 2001
Z/'eiir;j;zé Tiznados, Gudrico, Orinoco 5 - - - - - - coldnia 1988
7. Ortiz, Guérico, Venezuela Orinoco 3 - - - - 2 - campo 1995
R. robustus | 5. Pampanito, Trujillo, Venezuela Orinoco 4 - 1(1) - - - - colbnia 1997
5. Candelaria, Trujillo, Venezuela Orinoco 4 - - - - - - colbnia 1988
5. Trujillo, Venezuela Orinoco - 2 - - - - - campo 2004
R. robustus 11 8. Sucumbios, Equador Napo 1 5 - - - - - colénia ?
9. Napo, Equador Napo 1 - - - - - - colénia ?
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Espécie* Gl - coteta/ Localidade L eﬁ;igfica .| meeyw AmpG ITS-2 per cy2(€5) | en2(En) | tm(e2ny | RO/ Anode

(R(:.o?tl'c))ustus I 10. Loreto, Perd Inambarf 10 - - 2 1 - 1 coldnia ?
11. Carauari, Amazonas, Brasil Inambari 4 4 1(1) - - - - campo 2000
12. Porto Velho, Rondbdnia, Brasil Rondénia 39 45 - 13 1 2 3 campo 2010
13. Santo Ant6nio, Ronddnia, Brasil Rondénia 1 1 - - - - 1 campo 2010
14. Quro Preto do Oeste, Rondonia, Rondénia 9 7 : 4 1 1 4 campo 2010
15. Guajara Mirim, Ronddnia, Brasil Rondénia 3 2 - - - - - campo 2010
16. Monte Negro, Rond6nia, Brasil Rondénia 1 2 - - - - - campo 2004
17. Cacoal, Rondonia, Brasil Rond6nia 1 2 - - - - - campo 2010
18. San Gabriel, Pando, Bolivia Inambarf *x 2 - - - - - campo 2008
19. Guarayos, Santa Cruz, Bolivia Inambarf ** 7 - - - 1 1 campo 2008
20. San Ramén, Santa Cruz, Bolivia Inambarf el 1 - - 1 - - campo 2008
21. Montero, Santa Cruz, Bolivia Inambari *x 3 - - 1 - 1 campo 2008
22. El Torno, Santa Cruz, Bolivia Inambari *x 2 - - 1 3 2 campo 2008
23. Cochabamba, Chaparé, Bolivia Inambari i - 1 (1 cada)i - 1 - - campo 2008
24. Apui, Amazonas, Brasil Rondénia 4 - - - - - - colbnia 1996
ZB‘?égfre"o Castanho, Amazonas, Inambari 2 - 2 (3¢10) 2 3 2 2 campo 2010
26. Anama, Amazonas, Brasil Inambari 2 - - - 1 - 1 campo 2010

R. robustus Il 27. Carajas, Par, Brasil Para 2 - - 1 1 - - campo 2008
28. Novo Repartimento, Par4, Brasil Para 5 2 1(1) - - - - col6nia 1988
29. Itupiranga, Par4, Brasil Para 5 - - - - - - col6nia 1984
30. Marabé, Para, Brasil Para 1 - - 8 1 - 2 campo 2009
31. Paraupebas, Pard, Brasil Para 22 - - 5 1 1 7 campo 2009
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Espécie* Gl - coteta/ Localidade L eﬁ;igfica .| meeyw AmpG ITS-2 per cy2(€5) | en2(En) | tm(e2ny | RO/ Anode
(R(:.o?tl'c))ustus 1l giéfi?o Domingos do Araguaia, Paré, Pard 4 3 ) ) ) ) ) campo 2009
33 a0 ni?’g?agﬁ Tocantins, Paré 10 3 : 3 1 - 6 campo 2009
34. Araguaina, Tocantins, Brasil Para 2 2 - - - - - campo 2009
35. Tocantindpolis, Tocantins, Brasil Para 4 - - - - - - col6nia ?
36. Estrela, Tocantins, Brasil Para 2 - 1 (10) - - - - campo 2009
37. Rondon do Pard, Pard, Brasil Para 3 2 - - - - 1 campo 2009
38. Uliandpolis, Pard, Brasil Para 6 4 - - - - - campo 2009
E'.s;(.)bustus 38. Uliandpolis, Paré, Brasil Para 6 3 3(10,12e14) 1 3 3 - campo 2009
39. Sao Roberto, Maranhdo, Brasil Para 6 - 3(10,12e12) - - - 2 campo 2011
R. robustus IV 40. Santa Maria, Par4, Brasil Belém 1 1 - - - - - campo 2009
41. Ponta das Pedras, Par4, Brasil Belém 1 - - 1 1 - 1 campo 2009
42. Barcarena, Para, Brasil Belém 3 - - - - - - colonia 1996
43. Abaetetuba, Pard, Brasil Belém 1 - 1(11) 1 - - - campo 2011
4E1;4. S_éo José da Povoacéo, Parg, Belém 3 ) ) 1 1 1 2 campo 2008
rasil
45. Curralinho, Pard, Brasil Belém 2 - - - - - - campo 2008
46. Bagre, Pard, Brasil Belém 2 - - - 4 2 1 campo 2008
47. Oriximind, Pard, Brasil Rondénia 4 - - - - - - colbnia 1986
47. Oriximina, Para, Brasil Rond6nia 1 - - - - - 1 campo 2008
48. Manaus, Amazonas, Brasil Imeri 3 - - - - - - campo 2004
49. Mucajai, Roraima, Brasil Guiana 2 - - - - - - campo 2005
50. UHE Pared&o, Roraima, Brasil Guiana 5 - - - - - - coldnia 1987
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Espécie* Gl - coteta/ Localidade L eﬁ;igfica .| meeyw AmpG ITS-2 per cy2(€5) | en2(En) | tm(e2ny | RO/ Anode
51. Belizon, Guiana Francesa Guiana 2 - - - - - - campo 2003
(R(:.o?tl'c))ustus v 52. Camopi, Guiana Francesa Guiana 1 - - - - - - campo 2002
53. Macouria, Guiana Francesa Guiana 1 - - - - - - campo 2003
54. Cayenne, Guiana Francesa Guiana 3 2 1(1) - - - 1 campo 2003
55. Remiré, Guiana Francesa Guiana 3 1 - - - - - campo 2003
56. Kaw, Guiana Francesa Guiana 1 - - - - - - campo 2003
R. robustus V i;r:]‘:zcgrlliad;dgrggﬁ)(ima a Manaus, Imeri 1 - - - - - - campo 2001
R. barretti 23. Sucumbios, Equador Napo 2 - - - - - - campo 1999
57. Putumayo, Colombia Napo 2 - - - - - - campo 2001
R. pictipes 58. Itacoatiara, Amazonas, Brasil Inambari 1 - - - - - - campo 2005
49. Mucajai, Roraima, Brasil Guiana 1 - - - - - - campo 2005
59. Rosario, Maranhéo, Brasil Belém 1 - - - - - - campo 2008
R. pallescens | 60. Vegachi, Antioquia, Colémbia Orinoco 1 - - - - - - campo 2007
61. Santa Fé, Veraguas, Colémbia Orinoco 1 - - - - - - campo 2007
R. pallescens Il 62. San Zeno6n, Magdalena, Coldmbia | Trans-Andino 1 - - - - - - colbnia 2007
R. nasutus 63. Ceara, Brasil Corredor Seco - - 1 (O - - - - campo 2008
TOTAL: 260 154 16 (112) 51 25 19 45

* |dentificacdo molecular da espécie, a partir do sequenciamento do mtCytb.
+ Sensu Morrone (2006).

** Amostras sequenciadas e molecularmente identificadas como sendo R. robustus Il em outro estudo (Justi, 2009).

1 Amostras geradas em outro estudo (Justi, 2009).

59



1500 Km

B R. prolixus
B R. robustus |
B R. robustus ||
Bl R. robustus Il
] R robustus IV

Figura 4.3. Distribuicao geogréfica dos espécimes amostrados e sequenciados de R. prolixus, R. robustus s.l., R. barretti, R. pictipes,

R. pallescens I e Il e R. nasutus.

Cada localidade esta numerada de acordo com a Tabela 4.3. As cores indicam a distribuicdo geografica estimada de R. prolixus e R. robustus
I-1V, segundo Monteiro et al. (2003), Pavan e Monteiro (2007) e Pavan et al. (2013).
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4.2. Extracdo de DNA e identificacdo dos espécimes

O tecido de cada espécime foi colocado em um tubo de 1,5mL, mergulhado
em nitrogénio liquido até o congelamento, e macerado com bastdes Kimble/Kontes
Pellet Pestles®. No caso de adultos e ninfas de 5° estadio, foram utilizados somente

um par de patas; para os estadios ninfais restantes foram utilizados os insetos inteiros.

O DNA gendmico de cada espécime foi extraido utilizando o kit Genomic
DNA Extraction (Real Genomics™), seguindo as recomendacdes do fabricante para o
isolamento do material genético contido no tecido animal macerado. O DNA extraido

foi eluido em 30 pL de uma solugdo disponibilizada pelo fabricante.

A identificacdo molecular dos espécimes foi feita a partir do sequenciamento
de um fragmento de 663-pb do mtCytb sequenciado. Adicionalmente, as amostras de
campo provenientes de regides geograficas de possivel encontro de espécies do
complexo R. robustus s.l. foram seqtienciadas para 0 marcador ITS-2 (Marcilla et al.,
2001). O mesmo foi feito para amostras provenientes de colénias mantidas em
laboratdrio. Estes espécimes tiveram este marcador nuclear sequenciado para a

identificacdo de possiveis eventos de hibridacédo e introgressdo de DNA mitocondrial.

4.3. Amplificagdo pela PCR e sequenciamento do mtCyth

A identificacdo dos espécimes provenientes do campo foi feita a partir da
amplificagdo e sequenciamento de um fragmento de 663-pb do mtCytb. Para a
amplificacdo deste fragmento, foram utilizados os iniciadores “CYTB7432F”, 5° —
GGACG(AT)GG(AT)ATTTATTATGGATC, e “CYTB7433R”, 5° — GC(AT)CCAAT
TCA(AG)GTTA(AG)TAA (Monteiro et al., 2003). As amostras foram colocadas em
um termociclador Veriti® 96 Well (Applied Biosystems), ajustado para as seguintes
condigdes: 94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 94 °C, por 30 segundos, 48 °C
por 30 segundos, e 72°C por 45 segundos, e ainda uma extenséo final de 10 minutos a
72°C. A purificacdo dos produtos amplificados pela PCR foi feita utilizando os Kkits
GFX™ PCR DNA and gel band purification (GE Healthcare) ou HiYeld gel/PCR

DNA extraction (Real Genomics'), de acordo com as recomendagdes dos fabricantes.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas para ambas as fitas de DNA,

utilizando o kit ABI Prism® BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
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Biosystems), com os mesmos iniciadores usados na amplificacdo, sendo submetidas
no termociclador Veriti® 96 Well (Applied Biosystems) & 96 °C durante 10 segundos,
50 °C por 5 segundos e 60 °C a 4 minutos, sendo estas condic¢des repetidas em 30
ciclos. Os produtos da reacdo de sequenciamento foram purificados, seguindo o
protocolo de precipitacdo com isopropanol para remocéo dos didedxi-nucleotideos
excedentes. Os produtos purificados foram ressuspendidos em formamida Hi-Di ™
(Applied Biosystems) e analisados em um sequenciador automatico de 48 capilares
ABI 3730 (Applied Biosystems), pertencente a Plataforma Genbémica -
Seqlienciamento de DNA/ PDTIS - FIOCRUZ.

4.4. Amplificagdo pela PCR, clonagem e sequenciamento do ITS-2

A amplificacdo do ITS-2 (de aproximadamente 720-pb) foi feita com o uso
dos iniciadores 5.8T, 5> — CTGAGCGGCGGATCACTCGG ¢ 28T, 5> — GCACTATC
AAGCAACACGACTC (Marcilla et al., 2001). As reacOes foram feitas em um
termociclador Veriti® 96 Well (Applied Biosystems), programado para a seguinte
ciclagem: desnaturacdo a 94 °C (5 minutos), seguido de 40 ciclos de 94 °C (45
segundos), 60 °C (1 minuto) e 72 °C (1 minuto e meio), e uma extensédo final de 15

minutos a 72 °C.

A purificagdo dos produtos amplificados para a etapa de clonagem foi feita
utilizando o kit GFX™ PCR DNA and gel band purification (GE Healthcare), de
acordo com as recomendacdes dos fabricantes para a purificagdo direta das reacdes da
PCR. Os DNAs purificados foram submetidos a reacdo de ligacdo do vetor a selecao
das coldnias, foram feitas de acordo com o sugerido pelo fabricante, exceto pelo fato

de utilizar bactérias Escherichia coli quimio-competentes (cepa DH5a) e meio LB.

Apo6s o crescimento das bactérias (indicado pela turvacdo do meio), seus
DNAs foram extraidos (mini-prep) por lise alcalina. Para avaliar a extracdo do DNA
plasmidial, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 0,8%. A
enzima EcoRI (Promega) foi utilizada para a digestio do DNA extraido, para
confirmar que o inserto (ITS-2) estava presente. O DNA foi incubado com a enzima
por duas horas, a 37 °C e posteriormente submetidas a eletroforese em gel de agarose
a 0,8%.
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Os plasmideos que continham o inserto foram purificados com
polietilenoglicol 8000 (PEG 8000) e submetidas a reacdo de sequenciamento (nas
mesmas condicOes apresentadas na secdo 4.3 para mtCytb). As amostras foram
analisadas no sequenciador automético de 48 capilares ABI 3730 (Applied
Biosystems), pertencente a Plataforma Genémica - Sequenciamento de DNA/ PDTIS
—FIOCRUZ.

4.5. Andlise de microssatélites

As amostras de R. robustus s.l. coletadas em simpatria e molecularmente
identificadas com base no mtCytb como pertencentes a linhagens distintas de R.
robustus s.I. foram analisadas para 10 loci de microssatélites. Estes loci foram
previamente caracterizados em R. prolixus, sendo cinco (R4, R8, R13, R26 e R31)
selecionados dos 10 loci descritos por Harry e cols. (2008b) e outros cinco (List14-
010, List14-013, List14-021, List14-025 e Listl4-064) dos 10 descritos por
Fitzpatrick e cols. (2009). Os alelos de microssatélites foram amplificados pela PCR
no termociclador Veriti® 96 Well (Applied Biosystems) nas seguintes condicdes: 95
°C por 1 minuto, seguida de 40 ciclos a 94 °C, por 30 segundos, temperatura de
anelamento Ta por 30 segundos (Tabela 4.4), e 72°C por 45 segundos, e ainda uma
extensdo final de 10 minutos a 72°C. Os fluordforos de 2° geragdo 6-FAM e HEX
(Applied Biosystems) foram utilizados para marcagdo dos iniciadores senso (Tabela
4.4).

Todos os produtos de PCR foram analisados a partir da comparagdo com 0s
tamanhos padrdo de GS500 LIZ (Applied Biosystems) de 50, 75, 100, 139, 150, 160,
200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490 e 500-pb, em sequenciador ABI 3730xl|
Genetic Analyser (Applied Biosystems) da Plataforma de Anélise de Fragmentos /
PDTIS — FIOCRUZ. As analises dos fragmentos e identificacdo dos alelos foram
efetuadas no programa PEAK SCANNER™ v.2.0 (Applied Biosystems), apds a

remocao dos picos gerados pelo anelamento dos iniciadores.
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Tabela 4.4. Caracteristicas gerais dos 10 loci analisados.
Ta — temperatura de anelamento; F — fita senso; R — fita anti-senso; pb — pares de base; A —

adenina; C — citosina; G — guanina; T —timina; N — qualquer um dos quatro nucleotideos.

Tamanhos | Tamanhos
Locus Iniciadores (5' - 3") Esperados* | obtidosf [Repeticio Ta Fluordforo |Autores

(ph) [(:1)]
F: AAGTGGTTAAAATGAAAATATTCC . . R B o ) s
R4 R COGGTAAGACGCAGAGTAC 252-258 240-266  [(GT),T,(GT),; 50 °C FAM  [Harry etal. (2008)

F: ATGGCAACTTTAATTTCAAGTATTC
R: TCTGACGAAACGCCACTG

RI3 FTACATCTTCAATAATCATCACACAC | 0 105 | 188-190 [(AC)GC(AC 4g°c| FAM  |H 1. (2008
R: AAGTAAATTGAATGAATGCCC - - (AC)GCAC), arry et al. (2008)

F: AGAAGGAATCTATCCACTTTCGC
R: CCTCGCTATCAGCTGCTACG
F: TGTGGTAAGTCCTGTGTAGAAGG

20. - 3 °oC F J .
R31 R: TCTGTTGGTCCAGACACGG 129-133 120-126  [(GT)y, 52°C FAM Harry et al. (2008)

. F: AATGATGACTGTATTGATGGGC .
List14-01 311-339 307-31 A 52 FAM Fitzpatrick 1. (2009
IS4 010 | T TCGACCAACAACAACTTCCC 07317 (€A 2 itzpatriek et al. (2009)
. F: CATACTACACGCACACAAGACC < cc o . . "
List14-013 R: ATACTCGCATCAAGCCATTTGG 335-345 333-337  [(AC)y 55°C FAM Fitzpatrick et al. (2009)
. F: AACCTCTGAACACATCAAATGG - . . . .
-2 29] - . B n
List14-021 R: AGCTACCTCTTGCCTCTACG 291-299 280-307 [(TG)yy 55°C HEX Fitzpatrick et al. (2009)

. F: CCGCTCTATCAACTACTCC . . . .
14 - 51- ") 7 C); | 50° atrick et al. E
List14-025 R: GATCCCTTATGTTTCTCAGC 163-181 151-173  [(TC)o(AC)HN5(AC) 0°C HEX Fitzpatrick et al. (2009)
s F: AGAAAATGAGCAAAACGGCC . .
List14-064 i - . - 237-247 243-260 GT 57°C HEX Fitzpatrick 1. (2009
* R: ACAGGCAAACAACTATGACG (GDw ¢ itzpatrick et al. (2009)
* Variagao do tamanhos dos alelos encontrada nos trabalhos publicados (Fitzpatrick et al. 2009; Harry et al. 2008).

RS 203-205 200-202  [(GT)y 50°C HEX Harry et al. (2008)

R26 112-120 112-118  [(CA);CT(CA), 54°C HEX Harry et al. (2008)

¥ Variagio do tamahos dos alelos encontrada neste estudo.

O programa MICRO-CHECKER foi utilizado para a possivel deteccdo em
cada populacdo analisada dos loci que apresentaram abandono de alelos (do inglés
allele drop out) e alelos nulos (Van Oosterhout et al., 2004). Os equilibrios de ligacao
(LE) foram testados entre todos os pares de loci de cada ponto de coleta utilizando os
procedimentos implementados no ARLEQUIN v. 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010).

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) foram calculados em cada
populacdo no programa GENALEX v. 6.5 (Peakall e Smouse, 2012), para cada locus
analisado. Deficiéncias significativas de heterozigotos, corrigidas para testes
maltiplos pelo algoritmo de FDR (Benjamini e Yekutieli, 2001), indicaram possiveis
misturas populacionais (efeito Wahlund), alta taxa de endocruzamentos, ou a presenca
de hibridos naturais. Estes resultados serviram de sinalizadores para analises

subsequentes.

A frequéncia alélica dos loci e 0 nimero de alelos privados das amostras de
cada local de coleta foram estimados tal como implementado no programa
GENALEX v. 6.5 (Peakall e Smouse, 2012). O teste do Chi-Quadrado aplicado as
analises de Shannon foi feito no mesmo programa. Com base neste teste, é possivel
saber se as diferencas entre as frequéncias alélicas observadas em cada locus das

populacdes analisadas séo estatisticamente significantes.
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O coeficiente de endogamia (F;s) e a diferenciagdo genética entre populagdes
(usando Fst e Rst) foram examinados usando o programa ARLEQUIN v. 3.5
(Excoffier e Lischer, 2010). A anélise de componentes principais (PCA) foi realizada
para a definicdo preliminar dos agrupamentos populacionais mais provaveis foi feito
no programa GENALEX v. 6.5 (Peakall e Smouse, 2012).

A estruturacdo das populacbes pertencentes a linhagens distintas de R.
robustus s.l. coletadas em simpatria foi estimada no programa STRUCTURE v. 2.3
(Hubisz et al., 2009; Pritchard et al., 2000), que utiliza um método bayesiano de
agrupamento. Nesta andlise, define-se o nimero mais provavel de populactes
presentes na amostragem, baseando-se na premissa de equilibrio de H-W e LE dentro
das populacdes. Desta forma, os individuos genotipados sdo atribuidos a uma
determinada populacdo de maneira a minimizar o desequilibrio de ligacdo e de H-W
em cada agrupamento. A vantagem de se utilizar esta andlise é a de ndo definir a
priori as populacGes, levando em consideracdo apenas a localidade de coleta da

amostra.

O modelo de ancestralidade de mistura (admixture model), no qual ndo é
considerada nenhuma informacdo geografica prévia a respeito das populacdes, foi
assumido como sendo verdadeiro. O modelo de frequéncia dos alelos utilizado foi o
correlacionado. Neste modelo é assumido que nenhuma populagdo contém genotipos

muito divergentes.

Foram estabelecidas 1,8 x 10° cadeias Markov Monte Carlo (MCMC), com
1,0 x 10° iteracBes e o descarte das primeiras 300.000 cadeias. As cadeias MCMC
foram checadas visualmente quanto a convergéncia e estabilizacdo de todos os
parametros calculados. Vinte rodadas independentes foram executadas para cada
namero de populacbes a posteriori (ou K). Ao todo, foram testados de dois a seis

agrupamentos.

Os valores de verossimilhanca e a probabilidade dos dados serem verdadeiros
para cada numero de K foram calculados e posteriormente utilizados em uma analise
estatistica ad hoc, chamada de delta K (A K), que leva em consideracéo o erro-padrao
nos dados entre sucessivos valores de K (neste caso, de 2 a 6), para definir o nUmero

de populagbes K mais provavel (Evanno et al., 2005).
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4.6. Isolamento de novos marcadores moleculares no genoma de R. prolixus

4.6.1. Desenvolvimento de um método diagndstico para R. prolixus e R. robustus s.l.
Durante a primeira etapa do projeto genoma, chamada de genome survey
sequencing (GSS), foram desenvolvidos 96 pares de iniciadores, desenhados com
base em 10.000 sequéncias aleatorias do genoma de R. prolixus, que amplificassem
400-500-pb de regibes ndo-codificantes. Parametros como a reprodutibilidade,
variabilidade dos amplicons e a presenca de regides espécie-especificas entre 0s
tdxons analisados foram levados em consideracdo para a sele¢do preliminar de sete

marcadores com o potencial diagndstico para R. prolixus.

Maiores detalhes acerca da geracdo das sequéncias durante o GSS e
amplificacdo dos marcadores, bem como o0 método de busca utilizado para localizar o
marcador diagndstico no genoma, sdo apresentados na secdo de metodologia do artigo

em anexo a esta tese (Anexo 1).

4.6.2. Identificacdo dos genes ortdlogos do reldgio circadiano de R. prolixus

A busca pelos genes ortélogos relacionados ao ritmo circadiano per, tim, cryl
e cry2 de insetos foi realizada no banco de dados UNIPROT (Apweiler et al., 2004),
utilizando como palavras-chave o “nome do gene” e “Insecta”. A inclusdo na anélise
preliminar das sequéncias de aminoécidos contidas nesse banco de dados foi feita com
base em trés critérios previamente estabelecidos: (1) utilizacdo de apenas sequéncias
completas da proteina; (2) obtencdo de sequéncias manualmente anotadas e revisadas,
contidas no banco de dados de conhecimento da estrutura de proteinas Swiss-Prot
(European Bioinformatics Institute®); (3) escolha de sequéncias provenientes de
Ordens de insetos distintas, de maneira a representar da melhor forma a variabilidade
da sequéncia de cada proteina em Insecta. Na auséncia de sequéncias de organismos
proximamente relacionados a Rhodnius prolixus que satisfizessem tais critérios,
proteinas ndo revisadas e automaticamente anotadas foram obtidas no banco de dados
TrEMBL (European Bioinformatics Institute®) e comparadas por similaridade de

aminoacidos com as demais proteinas curadas. Neste caso, foram comparadas as
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regibes de dominio das proteinas, por serem as regides mais conservadas

evolutivamente.

As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando o programa MUSCLE
(Edgar, 2004), implementado no MEGA 5 (Tamura et al., 2011). As penalidades de
abertura de gaps foram estabelecidas em -4,5 (a fim de facilitar a abertura de gaps),
de extensdo de gaps em zero e o multiplicador de hidrofobicidade em 2,5 (maior
agrupamento de proteinas hidrofobicas e hidrofilicas com as suas semelhantes). O
método de agrupamento utilizado foi o UPGMB, com tamanho minimo da diagonal
(lambda) igual a 30. Cada alinhamento foi revisado manualmente em uma etapa

posterior ao alinhamento automatico.

As regides conservadas entre as sequéncias de especies de insetos foram
utilizadas como base para a busca subsequente dos genes homologos de interesse nos
contigs do genoma de R. prolixus. As proteinas completas dos genes relacionados ao
controle dos ritmos circadianos de D. melanogaster foram usadas de maneira
alternativa como base para as buscas, uma vez que este foi o primeiro inseto a ter os
genes de interesse caracterizados. O mesmo foi feito com as sequéncias dos genes
homologos de organismos mais proximamente relacionados a R. prolixus. Estas
abordagens foram utilizadas com o objetivo de confirmar a localizacdo das regiGes-

alvo no genoma de R. prolixus.

Os genes de interesse foram procurados na base de dados de transcritos
preditos no genoma de R. prolixus (RproC1, linhagem CDC) com o uso do
TBLASTN (Altschul et al., 1997), implementado na pagina web VectorBase
(http://rprolixus.vectorbase.org/Tools/BLAST/). Este método compara peptideos
inseridos pelo usuario com os nucleotideos traduzidos do genoma de R. prolixus. Os

critérios estabelecidos na busca foram de tamanho de palavra = 3 e e-value = 1.

A proteina codificante predita que apresentou 0s maiores escores obtidos no
alinhamento (Altschul et al., 2009) e os menores e-values foi escolhida como sendo a
representante do gene homologo correspondente. Foi considerada como homologa a

proteina que obtivesse e-value menor que 10 e escores maiores que 100.

Os genes, as regides transcritas e os peptideos pertencentes a predicdo C1
(predicdo génica VectorBase pipeline usando o agrupamento v3.0), denominada
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“predigdo VectorBase”, foram obtidas na pagina web VectorBase (http://vectorbase-
cap.ensemblgenomes.org/). A predi¢ao alternativa, chamada de “predigdo Lagerblad
3.0” foi feita no programa GENEID v1.3 (Blanco et al., 2007), treinado com uma base
de dados de ESTs de R. prolixus no agrupamento v3.0 do genoma de R. prolixus
(disponivel na pagina web VectorBase). As estruturas de éxons e introns preditas
segundo os dois modelos foram comparadas visualmente. As predi¢des dos genes
homologos de R. prolixus foram posteriormente curadas pelo colaborador Dr. Jose
Manuel Latorre Estivalis, do Centro de Pesquisas René Rachou, Fiocruz.

4.6.3. Andlise filogenética dos genes homélogos de per, tim e cry

O relacionamento filogenético entre as sequéncias de cada um dos genes
homdlogos analisados (de R. prolixus e dos outros insetos) foi inferido no programa
MEGA 5 (Tamura et al., 2011), utilizando o método de agrupamentos vizinhos
(Neighbor-Joining, ou NJ) (Saitou e Nei, 1987). O método de substituicdo empregado
foi 0 Modelo de distribuicdo de Poisson (Nei, 1987). A confiabilidade dos clados foi
inferida a partir de 1000 replicacdes de bootstrap.

4.6.4. Escolha das regides génicas dentro de cada gene do rel6gio circadiano a serem
utilizadas como novos marcadores moleculares aplicados a sistematica de
triatomineos

A escolha das regides génicas com aplicabilidade potencial em estudos de
sistematica molecular foi estabelecida com base em trés critérios: (1) selecdo de
introns ao invés de éxons, por serem as regides de maior variabilidade nos genes, que
sejam flanqueados por éxons igualmente preditos em ambos os modelos “VectorBase”
e “Lagerblad” (i.e. inicio ¢ fim dos éxons ndo conflitantes nos dois modelos), uma
vez que a técnica escolhida para a amplificacdo dos fragmentos do gene foi a de
anelamento dos iniciadores senso e anti-senso nos exons para a cobertura de um
intron, ou EPIC (Exon-Primed Intron-Crossing); (2) escolha de introns com mais de
200 e menos de 1300-pb, uma vez que estes sé@o os limites respectivos inferior e
superior de nucleotideos analisados com acuracia em um sequenciador automatico de
48 capilares ABI 3730 (Applied Biosystems). A utilizacdo do primeiro critério é

relevante para a posterior aplicacdo destes marcadores em estudos de sistemética
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molecular envolvendo outras especies da subfamilia Triatominae, uma vez que 0s

iniciadores estdo localizados em regides (potencialmente) mais conservadas do gene.

O desenvolvimento dos iniciadores foi feito no programa PRIMER-BLAST,
disponivel na pagina web do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).
A sequéncia utilizada como molde para o desenvolvimento do par de iniciadores de
cada marcador continha os 100-250 nucleotideos finais e iniciais dos éxons
localizados nas regides 5’ ¢ 3’ do intron, respectivamente, além da sequéncia do
intron flanqueado. Foram estabelecidos como parametros para o desenvolvimento dos
iniciadores: (1) a regido de anelamento dos iniciadores deveria amplificar, além do
intron completo, 5 a 150-pb de cada éxon; (2) o tamanho do produto da PCR deveria
ser maior que o tamanho do intron e menor que 1300-pb; (3) a temperatura de
anelamento (Ta) minima deveria ser 52 °C, 6tima de 60 °C e mé&xima de 65 °C, com
diferenca entre as Ta dos iniciadores senso e anti-senso de até 2 °C; e (4) o tamanho

dos iniciadores ndo poderia ser inferior a 18 e superior a 25 nucleotideos.

4.6.5. Amplificagdo dos marcadores pela PCR e sequenciamento

Amostras de R. prolixus (provenientes da Guatemala) e R. robustus Il (de
Loreto, Per) foram submetidas a diferentes condi¢BGes nas reacGes de PCR para a
amplificacdo das regides de interesse. A quantidade de reagentes para cada reacdo foi
ajustada ap0s os seguintes testes: (1) variacdo na quantidade de DNA (de 10 a 80ng);
(2) variacdo na quantidade de cloreto de magnésio [MgCl, é o co-fator para 0 bom
funcionamento da enzima Taq Platinum® DNA polimerase (Invitrogen) — 0,5; 0,75;
1,0; 1,25; e 1,5mM]; (3) variacdo na quantidade dos iniciadores senso e anti-senso (5;
10; 12,5; 15; e 20mM); (4) variacdo na quantidade da enzima polimerase (de 1 a 6
unidades). As amostras foram submetidas a gradientes de temperatura de anelamento
(Ta), de 47 °C a 67 °C (com variagdes a cada 2 °C), a diferentes tempos nas fases de
anelamento dos iniciadores (de 30 segundos a 2 minutos, com variacdes a cada 30
segundos) e de extensdo (de 1 a 3 minutos, com varia¢do de 30 segundos). Todas as
reacdes de PCR foram feitas em um termociclador Veriti® 96 Well (Applied

Biosystems), programado para 40 ciclagens.

A avaliacdo da correta amplificacdo dos fragmentos foi feita apos a submissao

das amostras a eletroforese em gel de agarose 2% e verificagdo visual quanto ao
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aparecimento de uma banda com o tamanho esperado para o fragmento génico isolado
e a presenca/auséncia de bandas inespecificas (i.e. amplificacdo de fragmentos com
tamanhos diferentes do esperado). Como os introns podem apresentar polimorfismo
de tamanho, foi considerado um desvio-padrdo de 300-pb no tamanho do produto
amplificado. As amostras que tiveram apenas o fragmento de interesse amplificado
foram purificadas e diretamente sequenciadas, assim como mencionado nas sec¢des 4.3
e4.5.

Como um dos objetivo desta tese era a de utilizar estes marcadores em um
estudo estritamente filogenético, as informagfes obtidas pelo sequenciamento direto
sdo validas, desde que os sitios variaveis entre as fitas de DNA sejam poucos
(inferiores a 10% do total de pares de base). Este nivel de variacao foi checado através

da andlise de qualidade dos eletroferogramas gerados ap6s o sequenciamento.

Apbs o ajuste das condices da PCR, foram selecionadas para amplificacéo e
sequenciamento direto dos novos marcadores amostras coletadas de R. robustus
amazonicos, além de amostras de R. prolixus cedidas pelos nossos colaboradores
(Tabela 4.3). Foram descartadas das analises filogenéticas as sequéncias que
apresentaram grande quantidade de picos duplos (em mais de 10% da sequéncia) nos
eletroferogramas. De maneira semelhante, os marcadores que apresentaram um baixo
sucesso na amplificacdo pela PCR ou baixa resolugdo no sequenciamento direto

foram descartados das analises subsequentes.

4.7. Edicdo e alinhamento das sequéncias

A edicdo das sequéncias das fitas senso e anti-senso de cada amostra e a
geracdo da sequéncia consenso de cada individuo para cada marcador molecular foi
feita no programa SEQMAN LASERGENE v.7 (DNAStar, Inc.). Todos os sitios
ambiguos foram verificados, para que fossem corrigidos os possiveis erros de leitura
durante o sequenciamento. As sequéncias dos iniciadores de mtCytb e AmpG foram
removidas, assim como os fragmentos dos éxons que flanqueiam o ITS-2 e os demais

marcadores nucleares sequenciados.

As sequéncias do mtCytb foram alinhadas manualmente, por se tratar de uma

regido codificante, e portanto, de facil avaliacdo das relagdes de homologia entre os
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sitios. Os alinhamentos preliminares das sequéncias de ITS-2, per, tim e cry foram
feitos utilizando o programa MUSCLE (Edgar, 2004), implementado no MEGA 5
(Tamura et al., 2011). As condig¢Bes utilizadas nesta andlise foram idénticas as
apresentadas na secdo 4.7.2. Cada alinhamento foi revisado manualmente em uma

etapa posterior ao alinhamento automatico.

4.8. Analises filogenéticas e de distancia genética intra e interespecificas

4.8.1. mtCytb

As distancias genéticas intra e interespecificas foram calculadas de acordo
com a distancia de 2-parametros de Kimura (K2-p) (Kimura, 1980). De maneira
complementar, as sequéncias foram analisadas utilizando o método de co-variancia na
Analise de Componentes Principais (PCA), presente no programa GENALEX v. 6.5
(Peakall e Smouse, 2012), para verificar o relacionamento entre as espécies. A técnica
multivariada da PCA permite encontrar e ilustrar graficamente os padrdes principais
de variacdo nucleotidica nos dados analisados. Este é um processo matematico
complexo no qual os eixos principais de variacdo sdo ortogonais e localizados dentro
dos dados de maneira multidimensional. Cada eixo sucessivo do grafico explica
proporcionalmente menos do total da variagdo, isto €, o primeiro eixo contém a maior
informacdo acerca da variabilidade entre os dados, seguido pelo segundo eixo e assim
sucessivamente. Na maioria das vezes, dois ou trés eixos sdo suficientes para revelar
grande parte da variagdo entre os individuos. Apenas os sitios variaveis sdo incluidos
na andlise e a identificacdo taxonémica a priori dos espécimes foi feita com base na

topologia da arvore de mtCytb obtida.

O modelo de substituicdo nucleotidica adotado nas reconstrucées filogenéticas
das sequéncias de mtCytb foi selecionado de acordo com os Critérios de Informacéo
Akaike e Bayesiano (AIC e BIC, respectivamente), implementados no programa
JMODELTEST v. 2 (Darriba et al., 2012). Os calculos de verossimilhanga incluiram
sete esquemas de substituicdo com freqliéncias de base iguais ou desiguais (+F),
proporcao de sitios invariaveis (+1) e presenga/auséncia de distribuigdo gama (+1'),

totalizando 56 modelos testados.
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As reconstrucdes filogenéticas das sequéncias de mtCytb de R. prolixus e R.
robustus s.l. foram feitas utilizando os métodos de méaxima-verossimilhanca (ML),
implementado no programa MEGAS (Tamura et al., 2011), e Inferéncia Bayesiana
(Bl), no programa BEAST v.1.7 (Drummond et al., 2012). A confiabilidade dos
clados obtidos pelo primeiro método foi estimada a partir de 1000 replicaces de
bootstrap. Maiores detalhes acerca do segundo método sdo apresentados nas secoes
4.83e485e49.1.

O conceito filogenético de espécies (Mishler e Brandon, 1987) foi aplicado a
identificacdo dos espécimes sequenciados. Individuos agrupados em clados

monofiléticos foram considerados com sendo pertencentes a uma mesma espécie.

4.8.2.1TS-2

Os célculos de distancia genética entre as sequéncias de ITS-2 foram feitos de
acordo com Mas-Coma e Bargues (2009), que levaram em consideragdo os valores
obtidos a partir da andlise de (1) porcentagem de substituicbes nucleotidicas e
insercbes e delegbes (indels) ndo resultantes de mini e microssatélites; (2)
porcentagem de substituicdes nucleotidicas; e (3) porcentagem de substituicdes

nucleotidicas e todos os indels obtidos.

As reconstruces filogenéticas de ITS-2 de R. prolixus e R. robustus s.l. foram
realizadas segundo os métodos de ML e BI. Para a analise do primeiro modelo, as
regibes de sequéncias que continham indels foram excluidas (op¢do de delecdo
completa). Para fins de comparacéo, foram adicionadas sequéncias de R. prolixus, R.
robustus I-1V e R. robustus 6.4 (sensu Justi 2009), além de R. nasutus como grupo
externo (estas sequéncias serdo chamadas de sequéncias-padrdo). A confiabilidade
dos clados obtidos pelos dois métodos foi estimada a partir de 1000 replicacBes de

bootstrap (ML) e probabilidade posterior (Bl).

O modelo de substituicdo nucleotidica adotado nas reconstrugdes filogenéticas
das sequéncias de ITS-2 foi selecionado de acordo com os mesmos critérios adotados

na segdo anterior (4.9.1).

Levando em consideracdo as mdaltiplas copias de ITS-2 presentes em cada

individuo, foi realizada uma terceira reconstrucdo filogenética utilizando o método de
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ML. Nesta reconstrucéo, foi levada em consideracao a proporcao da divergéncia entre
sequéncias intraespecificas de ITS-2 e mtCytb esperada em espécies de triatomineos
pertencentes a um complexo de espécies. Ao comparar as sequéncias de ITS-2 de
individuos pertencentes ao grupo de espécies “1A” do complexo Triatoma dimidiata
(Bargues et al., 2008), provenientes do sul do México, América Central e Coldmbia,
foi encontrada uma divergéncia intraespecifica de 1,7%. Monteiro e cols. (dados ndo
publicados), ao comparar sequéncias do mtCytb de individuos provenientes destas
mesmas localidades, encontraram uma porcentagem média de divergéncia
intraespecifica de 4,5%, ou seja, este gene parece evoluir 2,65 vezes mais rapido que
ITS-2. Portanto, é de se esperar que as sequéncias de 1TS-2 de uma mesma linhagem
de R. robustus s.1. ndo ultrapassassem 0,57% de divergéncia, quando comparadas com
as sequéncias-padréo [levando em consideracéo o valor limite de 1,5% de divergéncia
entre sequéncias do mtCytb de uma mesma espécie de Rhodnius (Monteiro et al.
2003)]. As sequéncias que apresentaram porcentagens de divergéncia intraespecificas
superiores a este valor em comparagGes com as sequéncias-modelo foram excluidas

da anélise filogenética.

Esta abordagem de estabelecer um valor méximo de divergéncia

intraespecifica para as sequéncias de ITS-2 de Rhodnius teve os seguintes objetivos:

(1) minimizar a possibilidade de incluir na analise genétipos que podem refletir
mais o fluxo génico entre as linhagens ancestrais de R. robustus s.l.
amazonicas do que o fluxo génico recente (i.e. retencdo de polimorfismo
ancestral). Este fendbmeno pode ser visivel em marcadores de copia mdultipla
quando sdo analisadas espécies proximamente relacionadas que divergiram
recentemente. Como as cépias de ITS-2 de Rhodnius ndo sdo completamente
homogeneizadas pela evolucdo em concerto (Lazoski, Pavan e Monteiro,
dados ndo publicados), apenas uma parte destas cOpias deve representar a
homogeneizacdo das caracteristicas genéticas da populagédo local (Mas-Coma
e Bargues, 2009).

(2) evitar a selecdo de coOpias paralogas de ITS-2 ou pseudogenes. Quando
presentes, paralogos e pseudogenes podem gerar interpretacdes filogenéticas
erroneas (Buckler et al., 1997; Harris e Crandall, 2000). Como estes eventos
sd0 pouco comuns, é de se esperar que estas copias estejam em menor

frequéncia no individuo.
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Posteriormente, as sequéncias intraespecificas que divergiram em mais 0,6%
das sequéncias-modelo foram inseridas uma a uma nas analises filogenéticas, com o

objetivo de compreender o efeito de sua incluséo na topologia resultante.

Um problema encontrado nas analises filogenéticas de sequéncias de ITS-2 se
refere ao tratamento analitico a ser dado para os indels. A técnica mais utilizada para a
analise dos indels é a de substituir os gaps de alinhamento por nucleotideos ficticios
(Bargues et al., 2006). Contudo, estas regides evoluem de maneira independente dos
demais sitios nucleotidicos do alinhamento, ja que no processo evolutivo relacionado
aos indels mais de um nucleotideo pode ser inserido ou deletado em um Unico evento
(Warnow, 2012). Mesmo que um indel contendo mais de um nucleotideo (e os gaps
de alinhamento correspondentes) seja substituido por um nucleotideo ficticio, os
modelos de substituicdo nucleotidica ndo refletem o modo de evolugdo das insercdes e
delecdes no genoma.

Os modelos evolutivos de indels atualmente mais aceitos envolvem principios
de parcimdnia e processos estocasticos de nascimento, imigracdo e morte (Nicholls e
Gray, 2008). O principio de parcimoénia de Wagner (Kluge e Farris, 1969) assume que
os estados de um carater sdo reversiveis e com mesma probabilidade de surgimento e
perda. Ja o modelo Dollo de parciménia (Farris, 1977) assume que a transicdo de
presenca para auséncia tem uma probabilidade associada de ocorréncia negligivel.
Neste contexto, é atribuida ao ancestral a auséncia de um carater (estado zero) — este
estado pode sofrer apenas uma Unica transicdo, de auséncia para presenca (zero para
um). Uma vez que o carater ancestral é modificado, ndo € permitida a transi¢do de

presenca para auséncia (Farris, 1977).

A aplicacdo dos principios de Wagner e Dollo aos processos estocasticos
depende da natureza do carater evolutivo do indel, i.e., se deve ser tratado como sendo
um evento raro (Dollo) ou extremamente volatil (Wagner). A mudanca dos estados
dos indels (insercéo para delecdo, ou vice-versa) pode ser modelada por transicdes das
cadeias de Markov de tempo-continuo (Suchard et al., 2001), para encontrar o estado
ancestral de cada carater em uma matriz binaria (0 e 1). Se, por exemplo, quatro
sequéncias em um total de quatro analisadas apresentam uma insercao (carater 1), o
ancestral tera esta inser¢do (1), mas se duas apresentarem este carater (1) e outras

duas ndo (0), o carater ancestral pode ser 0 ou 1 (Figura 4.4). De maneira
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simplificada, podemos dizer que o0 modelo de Dollo seria empregado no primeiro
exemplo e o de Wagner no segundo. Esta chance das mudancas de carater ocorrer
com frequéncia (Wagner) ou raramente (Dollo) sdo medidas segundo o modelo
estocéastico Dollo de multi-estado (Alekseyenko et al., 2008). A partir desta analise, é
possivel criar inferéncias filogenéticas com base nas informacdes genéticas contidas

nos indels.
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Figura 4.4. Ganho e perda de caracteres desde o nascimento.

O surgimento de um novo carater é representado pelos raios azuis. Esses caracteres
sobrevivem (linhas pretas) até um evento de morte (estruturas vermelhas). As observagdes séo
feitas em um dado ponto no tempo presente (regido cinza). Modificado de Alekseyenko et al.
(2008).

As reconstruces filogenéticas das sequéncias de ITS-2 foram feitas utilizando
0 método de BI, implementado no programa BEAST v.1.7 (Drummond et al., 2012).
Todas as copias de ITS-2 de cada individuo sequenciado (1 a 14 cépias por individuo)
foram adicionadas nesta analise. Para fins de comparacdo, foram adicionadas
sequéncias de R. prolixus, R. robustus I-1V e R. robustus 6.4 (sensu Justi, 2009)
(Tabela 4.3).

Como no programa BEAST v.1.7 todos os modelos a priori relacionados ao
tratamento dos nds das arvores se baseiam em coalescéncia (aplicaveis a populagdes
que representem uma Unica espécie) ou especiacdo (cujos nos das arvores representam
eventos de especiagdo), em cada uma das sequéncias foi atribuido um carater discreto
a priori — a identificacdo das sequéncias pelo nome das espécies. Para esta designacao
foi utilizada a identificacdo molecular obtida a partir do sequenciamento do mtCytb.
A utilizagdo deste carater é relevante para a diferenciacdo durante a analise dos nos

das arvores que representam coalescéncia daqueles que representam especiacdo. Esta
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abordagem ¢é feita no pacote StarBeast, ou *BEAST (Heled e Drummond, 2010),
implementada no programa BEAST v.1.7 (Drummond et al., 2012).

O modelo de especiacdo assumido a priori para 0s nos das arvores foi o0 Yule
(Hardin, 1971) e a arvore filogenética a priori foi gerada de maneira aleatéria. As
duas particbes de sequéncias de ITS-2 foram concatenadas em *BEAST, tanto as
sequéncias sem os indels quanto a matriz binaria que representa os indels. Nesta
matriz binaria foram atribuidos os valores “1” para cada nucleotideo presente em uma

insercdo e “0” para cada lacuna (gap) de alinhamento.

Dez anélises preliminares contendo 10’ geracdes de cadeias MCMC foram
realizadas para observacdo da convergéncia dos dados e ajuste fino dos operadores.
Posteriormente, duas andlises independentes foram efetuadas nas MCMC por 1,5 x
10® gerages, com um descarte das primeiras 1,5 x 10" geraces. A convergéncia dos
parametros e a mistura apropriada das cadeias de MCMC foram confirmadas pelo
céalculo do tamanho amostral efetivo (ESS) no programa TRACER v. 1.5 (Drummond
e Rambaut, 2007), excluindo 10% das cadeias iniciais de cada andlise. Todos 0s
parametros acima de 200 foram considerados como calculados apropriadamente
(sensu Drummond et al., 2006). As andlises foram combinadas no programa
LOGCOMBINER, e as arvores de maxima credibilidade determinada com base nas
300.000 arvores geradas (descarte das 60.000 arvores iniciais), com limite de
probabilidade posterior de 0.6, no programa TREE ANNOTATOR (ambos os
programas sdo parte do pacote BEAST). A confiabilidade dos clados obtidos pelo foi

estimada a partir do método de probabilidade posterior.

4.8.3. Arvore filogenética de espécies com base nas sequéncias de mtCytb e ITS-2
Existem muitas fontes potenciais de discrepancia entre arvores de genes e
arvores de espécies, em funcdo de fendbmenos biologicos como transferéncia
horizontal, separacdo incompleta das linhagens (do inglés incomplete lineage sorting
ou ILS) e duplicacdo/extin¢do génica (Heled e Drummond, 2010). Estas fontes de
inconsisténcia foram alvos de pesquisas envolvendo a concepcdo de inferéncias
estatisticas para a geracao da correta reconstrucdo filogenética de espécies (revisado
em Huang e Knowles, 2009). De maneira simplificada, no pacote *BEAST as arvores

filogenéticas de cada gene sdo concatenadas em uma Unica arvore de espécies a partir
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da contabilizacéo dos valores de verossimilhancga de cada alinhamento de sequéncias,
dada a arvore de um gene, e dos tamanhos populacionais efetivos atuais e ancestrais
de cada uma das linhagens (Heled e Drummond, 2010). O numero de espécies
presentes na arvore filogenética de espécies é definido a priori e as arvores de genes
funcionam como pardmetros de “perturbagdo” da priori, a serem contabilizados na

distribuicdo posterior.

A arvore filogenética das espécies de R. robustus s.I. e R. prolixus foi
reconstruida com base nas sequéncias de mtCytb e ITS-2 (contendo suas duas
particbes concatenadas) utilizando o *BEAST (Heled e Drummond, 2010). O grupo
externo utilizado foi composto por R. pictipes e R. pallescens | e 11. O carater discreto
a priori de identificacdo da espécie que cada sequéncia representa foi feito com base

nos resultados obtidos a partir do sequenciamento do mtCytb.

Dez analises preliminares contendo 10" geragdes de cadeias MCMC foram
realizadas para a observagédo da convergéncia dos dados e ajuste fino dos operadores.
Posteriormente, foram feitas duas analises independentes contendo 2 x 10° geragtes
de cadeias MCMC em cada, com um descarte das primeiras 2 x 10" geragdes. A
convergéncia dos parametros e a mistura apropriada das cadeias MCMC foram
confirmadas da mesma maneira apresentada na secdo anterior, assim como a
combinacdo das andlises. A arvore de maxima credibilidade foi determinada com base
nas 400.000 arvores geradas (descarte das 40.000 arvores iniciais), com limite de
probabilidade posterior de 0.6, no programa TREE ANNOTATOR (ambos os
programas sdo parte do pacote BEAST). A confiabilidade dos clados obtidos foi
estimada a partir do método de probabilidade posterior.

4.8.4. Reconstrucdo filogenética das sequéncias dos marcadores relacionados ao
ritmo circadiano

As reconstrucdes filogenéticas de cada um dos novos marcadores foram feitas
utilizando os métodos de ML e BI. O primeiro método foi acessado no programa
MEGADS (Tamura et al., 2011) e o segundo no programa BEAST 1.7 (Drummond et
al., 2012). Na reconstrucédo filogenética segundo o primeiro método, as regides das

sequéncias que continham indels foram excluidas (opc¢do de delecdo completa), assim
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como realizado nas analises do ITS-2. A confiabilidade dos clados obtidos pelo

primeiro método foi estimada a partir de 1000 replicacGes de bootstrap.

Os modelos de substituicdo nucleotidica adotados nas reconstrugdes
filogenéticas das sequéncias dos ortélogos de per e tim foram selecionados de acordo
com o Critérios de Informacdo Bayesiano (BIC) e na reconstrucdo filogenética das
sequéncias do homodlogo de cry foi selecionado de acordo com o Critérios de
Informacdo Akaike, corrigido para amostragens menores que 30 sequéncias contendo
menos de 1000-pb em cada (AICc¢).

As inferéncias bayesianas foram feitas exatamente iguais aquelas apresentadas
na secdo 4.8.2, inclusive quanto ao tratamento dos indels. Contudo, o numero de
cadeias de MCMC geradas em cada uma das duas anélises foi de 4 x 10%, com
descarte de 4 x 10’ e o total de 800.000 &rvores analisadas foi analisado (descarte das
primeiras 160.000). Os marcadores pertencentes a um mesmo gene foram

concatenados, por evoluirem numa mesma taxa.

4.8.5. Arvore filogenética de espécies com base nas sequéncias de mtCytb, ITS-2 e
dos marcadores relacionados ao ritmo circadiano

A inferéncia bayesiana para a busca da arvore de espécies foi feita de maneira
idéntica aquela apresentada na secao 4.9.3. Contudo, 0 nimero de cadeias de MCMC
geradas em cada uma das duas analises foi de 4 x 108, com descarte de 4 x 10" e o

total 800.000 &rvores foi analisado (descarte das primeiras 160.000).

O objetivo desta analise é o de avaliar o quanto cada um destes marcadores
analisados influenciam e contribuem para a determinacdo dos clados filogenéticos das
espécies de R. prolixus e R. robustus s.l., comparando estes resultados com aqueles

obtidos a partir da analise das arvores filogenéticas de mtCytb e mtCytb + ITS-2.
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4.9. Analises filogeograéficas e biogeograficas

4.9.1. Calibracgdes das datacbes dos eventos cladogenéticos

Para as analises filogeogréaficas e o teste de hipoteses biogeograficas foram
utilizadas as sequéncias obtidas do mtCytb de R. prolixus e R. robustus s.I. O grupo
externo foi composto por trés sequéncias de R. pictipes e R. pallescens | e 1l (Tabela
4.3).

O método do reldgio molecular aleatério (do inglés Random Local Clock, ou
RLC) foi empregado com o objetivo de avaliar se a taxa de mutacdo entre as linhagens
estudadas era a mesma ou ndo, i.e., se 0s dados se encaixavam nas premissas da
hip6tese do reldgio molecular ‘fixo’ ou do relégio molecular ‘relaxado’. Este método
foi realizado no *BEAST (Heled e Drummond, 2010). Foram geradas 2 x 10° cadeias
de MCMC, com descarte das 2 x 10’ cadeias iniciais. A hipdtese aceita para o
conjunto de dados foi a de que as linhagens apresentam taxas evolutivas distintas (cf.

secdo 5.6.1 dos Resultados para maiores detalhes).

Para os calculos de divergéncia entre as linhagens de R. prolixus e R. robustus
s.l. e entre as espécies de R. robustus s.l. foram empregadas diferentes calibracdes dos
eventos cladogenéticos resultantes da especiacdo das linhagens representadas na
topologia da arvore. A hipotese de separacao de R. pictipes e R. prolixus entre 51,5 e
44,2 Maa, calculada por Gaunt e Miles (2002), foi levada em consideracdo nas
analises. O periodo geoldgico de maior elevacdo dos Andes entre 12 e 8 Maa (cf.
Hoorn et al., 2010) foi assumido como sendo responsavel pela cladogénese de R.
pictipes e R. pallescens | e 1l. Essa premissa teve como base estudos anteriores acerca
da ecologia e filogeografia das espécies (Abad-Franch et al., 2009; Pavan, 2009). Foi
assumido ainda que a Ultima grande elevacdo dos Andes teria sido responsavel pela
separacdo de R. pallescens | e I, entre 2,5 e 1,5 Maa (Abad-Franch et al., 2009).
Todos estes valores das “calibragdes suaves” foram delineados de forma a assumirem
uma distribuicdo normal, por se tratarem de eventos geoldgicos ou de valores obtidos
empiricamente. As influéncias das trés “calibragdes suaves” impostas a priori nas
datacdes posteriores foram analisadas a partir de quatro abordagens distintas (Tabela
4.5):

(1) Calibragao ‘frouxa’ de um no da arvore — datacdo do evento de separacéo

entre R. pictipes e R. pallescens | e Il.

79



(2) Calibragéo ‘estrita’ de um n6 da arvore — datacdo do evento de separacdo entre
R. pictipes e R. pallescens 1 e II.

(3) Calibragao ‘estrita’ de dois nos da arvore — (a) datacdo dos eventos de
separacdo entre R. pictipes e R. pallescens | e 11, e entre R. pallescens | e Il; e
(b) datacédo das separacgdes entre R. pictipes e R. pallescens | e 11 e ainda entre
R. prolixus e R. pictipes.

(4) Calibragao ‘estrita’ de trés n6s da arvore — datagdo dos eventos de separacéo
entre R. pictipes e R. pallescens I e Il, entre R. prolixus e R. pictipes e entre R.

pallescens I e 1l.

As calibragbes ‘frouxa’ e ‘estrita’ se referem ao tamanho do intervalo de
confianca assumido para as datacbes dos eventos geoldgicos (maior ou menor,
respectivamente). Com base na informacéo prévia a respeito das taxas de mutagdo
encontradas em insetos do género Triatoma [5,5 x 102 a 9,0 x 10 (Pfeiler et al.,
2006)] e da Classe Insecta [1,15 x 10 (Brower, 1994)], em todas as analises foi
imposta a priori uma distribui¢cdo normal logaritmica com média -4,4 e desvio-padrao
de 0,9 da taxa de mutacdo (variacio da taxa de mutacdo entre 2,1 x 107 e 7,16 x 107,
com média de 1,2 x 10?). Para cada uma das analises de calibracdo das arvores
filogenéticas, foram realizadas trés corridas independentes, das quais 2 x 10° cadeias
de MCMC foram analisadas (descarte das primeiras 2 x 10’ cadeias). A convergéncia
dos pardmetros e a mistura apropriada foram confirmadas da mesma maneira
apresentada na secdo 4.8.2, assim como a combinacdo das analises. A arvore de
méaxima credibilidade foi determinada com base nas 120.000 arvores geradas
(descarte das 24.000 arvores iniciais), com limite de probabilidade posterior de 0.6, no
programa TREE ANNOTATOR (ambos 0s programas sdo parte do pacote BEAST).
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Tabela 4.5. Tipos de calibracao utilizados nos nés das arvores filogenéticas.
Estas calibragbes foram utilizadas no modelo de ‘relogio molecular relaxado’, e os
respectivos valores a priori das médias, medianas, desvios-padrdo e alcances obtidos segundo

distribuicdes normais dos valores. Maa — MilhGes de anos atrés.

Média e Desvio-

Calibracao Evidéncia da calibragdo* Mediana | padréo '?‘;Z::;: :
(Maa)** (Maa)

S‘eparaga}o entre R. pictipes de R. pallescens s.1. Geoldgica - orogénese dos 130 2,40 177-83
(‘frouxa’) Andes
S‘epar_ag’ao entre R. pictipes de R. pallescens s.1. Geoldgica - orogénese dos 10,0 1,05 121-79
(“estrita’) Andes

N e Geoldgica - tltima grande }
Separacdo entre R. pallescens | e Il (‘estrita’) elevacio dos Andes 2,5 0,55 36-14
Separagdo entre R. prolixus e R. pictipes Empirica - Gaunt e Miles )
(estrita’) (2002) 48,0 2,00 51,9-44,1

* A evidéncia da separagdo das espécies por conta do evento vicariante de orogénese dos Andes teve como base os trabalhos
publicados de Abad-Franch et al. (2009), Hoorn et al. (2010) e Pavan (2009). A evidéncia da separacdo das espécies por conta do
evento vicariante da Ultima grande elevagéo dos Andes teve como base os resultados obtidos por Abad-Franch et al. (2003, 2009)
e Ribas et al. (2003).

** A média e mediana sdo iguais, por se tratar de distribuicdes normais.

+ Levando em consideracéo os valores contidos no intervalo de confianca de 2,5 a 97,5% da distribuicdo normal.

4.9.2. Testes das hipoteses biogeogrdficas de ‘“incursées marinhas” e “refugios
pleistocénicos™

Os tempos estimados a partir do rel6gio molecular ‘relaxado’ serviram de base
para a determinacdo do tempo geologico de separacdo das espécies. Adicionados a
estes resultados, analises acerca da genealogia e estrutura populacional de cada uma
das espécies foram consideradas para a comparacdo com as predicGes das hipdteses
biogeograficas de ‘incursdes marinhas’ e ‘refugios pleistocénicos’. Nas analises
descritas nesta e na secao seguinte, R. prolixus e cada uma das espécies de R. robustus
s.|. foram consideradas como sendo representantes de populacGes de uma Unica
linhagem ancestral. A idéia central da analise biogeografica é a de analisar
retrospectivamente a informacdo genética contida nas ‘“folhas” das arvores
(individuos sequenciados) para compreender como 0s “ramos” (clados) se bifurcaram.
As sequéncias dos individuos de uma mesma espécie contém uma série de sitios
conservados que representa a sequéncia do ancestral comum mais recente. Portanto,
em uma analise retrospectiva, € possivel tratar as sequéncias atuais de uma mesma
espécie (mesmo aquelas provenientes de localidades distintas) como pertencentes a

uma Unica populacéo ancestral.
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O polimorfismo intraespecifico das sequéncias foi analisado pelo célculo dos
indices 7 (diversidade nucleotidica) (Nei e Li, 1979) e Hd (diversidade haplotipica)
(Nei, 1987), utilizando o programa DNASP v.5 (Librado e Rozas, 2009).

Redes genealdgicas foram construidas para R. prolixus e cada uma das
linhagens de R. robustus utilizando o programa Network v. 4.6 (Fluxus Technology®
2012). A partir dessa abordagem € possivel observar com mais clareza o
relacionamento entre os haplétipos de uma mesma linhagem. O método de median-
joining (Bandelt et al., 1999) com um processo posterior de maxima-parcimonia foi
utilizado para a geragdo das genealogias. Neste método é gerada uma arvore contendo
0 menor somatdrio do comprimento de todos os bracos necessarios para a conexao de
todos os hapl6tipos (minimum-spanning). Posteriormente vetores intermediarios
(haplotipos ndo amostrados ou extintos) sdo adicionados segundo os critérios de

maxima-parcimonia.

A consisténcia das redes foi testada a partir da modificacdo das taxas de
transicdo e transversdo (1:1 ou 1:3), do peso dos caracteres de acordo com suas
posicBes no cddon (peso de 1:1:1 ou 2:3:1 para primeira, segunda e terceira posi¢oes
do cddon, respectivamente) e dos parametros epsilon (foram testados os valores 0, 10,
30 e 50). Os valores de épsilon conferem um peso as medidas de distancia genética.
Quanto maior o valor deste parametro, maior o peso de cada substituicdo nucleotidica.

Para inferir na rede a localizacdo do haplétipo mais semelhante ao do
ancestral, uma sequéncia representante de uma linhagem proximamente relacionada
foi adicionada como grupo externo em cada uma das redes genealdgicas construidas.
A partir da inclusdo desta sequéncia, espera-se que o haplo6tipo que apresentar menor
distancia em relacdo ao grupo externo represente o haplétipo ancestral.

O teste de neutralidade Fs de (Fu, 1997) foi realizado utilizando o programa
Arlequin v. 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010) com o objetivo de saber se alguma
populacdo ancestral (representadas por cada uma das espécies analisadas) sofreu uma
expansdo populacional recente. Neste teste, resultados de Fs menores que -2,0 (p <
0,02) indicam com um nivel de significancia de 5% que existe um excesso de alelos

raros na populacédo, provavelmente por conta de uma expanséo populacional subita.
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Para testar se cada uma das espécies amazonicas de R. robustus s.l. sofreu
rapida e recente expansdo populacional, foram feitas analises de Bayesian Skyride
utilizando o programa BEAST 1.7 (Drummond et al., 2012). Nesta andlise, admitiu-se
que a taxa de mutagdo ndo varia entre as sequéncias (modelo de ‘relégio molecular
fixo’), uma vez que os individuos analisados pertencem a uma mesma espécie e,
portanto, devem apresentar o tempo de geracdo, tamanhos populacionais, taxa
metabdlica e eficacia na reparacdo do DNA semelhantes. Com base na informacéo
prévia publicada na literatura (Brower, 1994; Pfeiler et al., 2006), a taxa de
substituicdo fixa foi delineada entre 5,5 x 10 e 1,15 x 10 por milh&o de anos. O
tamanho populacional inicial definido a priori para todas as espécies foi de 10 a 1000
individuos (media = 100). Esse intervalo dilatado reflete a falta de informag&o prévia
acerca desta variavel. Dois modelos de crescimento populacional foram testados:
constante (a populacdo cresce em uma taxa constante) e variavel (a populacdo pode
apresentar, em funcdo do tempo, variagdes na tendéncia da curva de crescimento).
Duas analises independentes para cada um dos dois modelos foram realizadas a partir
de 1,5 x 10® geragdes de cadeias de MCMC (descarte das 1,5 x 10’ cadeias iniciais). A
escolha do modelo que melhor reflete o crescimento populacional de cada uma das
espécies foi feita a partir do Fator de Bayes (do inglés Bayes Factor, ou BF), que é

calculado pela equacdo:

BF1, = mL(modelol) - mL(modelo2), onde

mL = valor de verossimilhanca marginal

Segundo Kass e Raftery (1995), os valores de BF entre 0 e 1 sdo considerados
como evidéncia pouco apoiada; se 1 < BF < 3, h4d uma evidéncia positiva a favor do
modelo 1; se BF > 3, ha uma forte evidéncia a favor do modelo 1; e se BF > 5, uma
fortissima evidéncia a favor do modelo 1. Os valores de verossimilhanga marginais
foram obtidos por amostragem direcional (do inglés path sampling, ou PS) e
amostragem em stepping-stone (SS) (Baele et al., 2012). Para estes calculos foram
amostradas 1 x 10° cadeias de MCMC e os valores armazenados a cada 1 x 10°. Estes

métodos de amostragem garantem a obtencdo de valores de verossimilhanca mais
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acurados do que aqueles calculados nas analises de Bayesian Skyride (Baele et al.,
2012).

4.9.3. Teste de hipdteses quanto a origem e dispersdo da linhagem ancestral de R.
prolixus e R. robustus s..

As analises de coalescéncia entre R. prolixus e as linhagens de R. robustus s.l.
foram realizadas utilizando inferéncias bayesianas de genealogias de fluxo génico
para a geracdo de hipoteses acerca da origem e dispersdo das espécies na regido pan-
amazonica, utilizando o programa MIGRATE-N v. 3.3 (Beerli e Palczewski, 2010).
Nesta analise, R. prolixus e R. robustus s.l. foram consideradas como popula¢des
distintas de uma Unica espécie (i.e., populacbes da linhagem ancestral), Os testes de
hipdteses biogeograficas foram feitos de acordo com duas escalas geograficas
distintas. Em uma macroescala, foram consideradas nas analises as sequéncias
provenientes da regido do Orinoco e da Amazonia, para a determinagéo da origem das
espécies na regido pan-amazénica. Em uma mesoescala, foram utilizadas as
sequéncias das espécies amazonicas de R. robustus s.l. para determinar como as
populacdes ancestrais teriam se dispersado nesta regido e originado o padrdo de
espécies observado hoje em dia. Cada uma das sequéncias utilizadas foi agrupada de
acordo com a area biogeografica (sensu Morrone, 2006) de ocorréncia da populacao
ancestral de origem (Tabela 4.3). No caso de uma espécie ocorrer em mais de uma
area biogeogréfica, os resultados das genealogias das espécies atuais foram levados
em consideracdo para determinar sua possivel area biogeografica de origem (ao
observar a localidade geogréafica de ocorréncia do hapl6tipo apontado como mais
semelhante ao hapldtipo ancestral). Vinte sequéncias provenientes de cada area
biogeogréafica foram utilizadas nas analises em macroescala e 10 sequéncias de cada
linhagem amazodnica de R. robustus s.1. para as analises em mesoescala, em funcédo da
limitacio de tempo computacional. Esta quantidade de sequéncias parece ser
suficiente para atingir a convergéncia das cadeias de MCMC e calcular corretamente
0os parametros de interesse (Beerli, comunicagdo pessoal). As sequéncias
representantes de cada espécie foram selecionadas aleatoriamente. Quando nas
analises em macroescala duas ou mais espécies atuais eram provenientes de uma
mesma area biogeogréafica, foram selecionadas quantidades iguais de sequéncias para

cada espécie, de maneira a somar 20 individuos.
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As hipoteses foram construidas de acordo com quatro modelos de dispersao:
migracdo completa, migracdo por stepping-stones, migracdo por source-sink e
isolamento completo. A premissa do modelo de migracdo completa é a de que todas
0S agrupamentos apresentam migracdo bidirecional, mas de alguma forma a deriva
genética permanece atuante em cada grupo. No modelo de stepping-stones é
estabelecida migracéo bidirecional entre agrupamentos geograficamente adjacentes. O
modelo de source-sink representa a hipotese de fluxo génico direcional, ocorrendo de
uma populagdo fonte para uma regido adjacente, cuja sustentabilidade é dependente
de um constante provimento de novos imigrantes. Finalmente no modelo de
isolamento completo € estabelecida a hipotese de que a linhagem ancestral ocupava
todas as regides analisadas e, com o surgimento de barreiras geogréficas naturais, as

populagdes se isolaram e eventualmente especiaram em alopatria.

Todos os eventos cladogenéticos estimados segundo o modelo de “relogio
molecular relaxado” para as sequéncias de mtCytb que resultaram em especiagdo
foram datados em um periodo mais antigo do que duas vezes o tamanho efetivo da
populagdo. Portanto, os resultados obtidos refletem o compartilhamento de
polimorfismo ancestral entre as espécies e ndo o fluxo génico atual (Beerli, 2006). O
programa MIGRATE-N retorna estimativas da distribuicdo posterior dos valores de
migracdo entre as populagdes, escalonado pela taxa de mutacdo (M), e tamanho
populacional efetivo (@), assim como os valores de verossimilhanga marginais para
cada hipotese gerada (Beerli, 2006). Como as analises envolvem eventos
cladogenéticos antigos, M e © foram apenas utilizados para a conferéncia da

convergéncia dos valores estimados nas MCMC.

O modelo de substituicdo assumido no programa MIGRATE-N ¢é o F84
(Felsenstein, 1981), com ou sem distribuicdo gama para a variacdo das taxas de
substituicdo nucleotidica entre os sitios. A estimativa do modelo que melhor se
emprega nos dados utilizados, assim como as estimativas de maxima-verossimilhanca
(MLEs) para as taxas de transi¢do/transversao, frequéncia nucleotidica e o pardmetro
alfa (a), foram calculadas no programa PAUP*, de acordo com 0 proposto por
Gongalves da Silva e cols. (2012). De maneira resumida, o teste de correlagdo de
verossimilhanca foi utilizado para a selecdo do modelo de substituicdo mais adequado
para os dados. Posteriormente, uma arvore inicial de NJ foi estimada utilizando o

modelo de distancia logDet/paralinear (Massingham e Goldman, 2007). Todas as
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MLEs foram obtidas e adicionadas ao modelo de substituicdo selecionado. Estes
valores foram utilizados para a busca heuristica de arvores filogenéticas com o critério
de ML, utilizando a adicdo aleatdria passo-a-passo de amostras e bifurcacéo-
reconexdo na arvore. Novas MLEs foram obtidas com base na arvore filogenética
gerada. Esse processo foi repetido até as MLEs se estabilizarem entre as geracdes de
novas arvores. Os valores finais foram entdo utilizados como parametros iniciais no
programa MIGRATE-N.

As hipoteses de origem e dispersdo da linhagem ancestral de R. prolixus e R.
robustus s.I. foram delineadas em uma macroescala ap6s a selecdo de sequéncias
provenientes de trés agrupamentos de areas biogeograficas: (1) regido do Orinoco; (2)
regido do Napo; e (3) Guiana-Inambari-Imeri-Rondénia-Para-Belém (Figura 4.5). As
areas foram agrupadas desta forma em funcdo de analises filogeograficas anteriores
de PAE e andlises cladogenéticas de areas biogeograficas (analises de UPGMA),
utilizando informacdes acerca da riqueza de unidades taxondmicas operacionais
(OTUs) da Sub-Familia Triatominae na regido pan-amazénica. Abad-Franch e cols.
(2009) constataram que a regido do Orinoco possivelmente € a regido de origem da
tribo Rhodniini. Contudo, a descoberta de uma nova linhagem de R. robustus
filogeneticamente mais basal em relacdo aos clados R. prolixus + R. robustus I-1V +
R. neglectus + R. nasutus (cf. secdo 5.2.1 dos Resultados) levantou a possibilidade de
que a origem da linhagem ancestral do grupo poderia ser em outra area biogeografica
— a de sua ocorréncia, no Napo.
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Figura 4.5. Areas biogeograficas da América do Sul e América Central.

Em destaque de cores, 0s agrupamentos criados para o teste de hipdteses em macroescala.
Cada cor (vermelho, amarelo e verde) representa um agrupamento distinto analisado em uma
macroescala. Modificado de Abad-Franch et al. (2009).

Duas hipoteses foram delineadas segundo o modelo stepping-stones (Figura
4.6): (A) populacdo ancestral do Orinoco teria migrado (ou se expandido)
primeiramente para a area biogeografica do Napo. Uma vez estabelecida esta nova
populacdo, um novo evento de migragédo (ou expansdo populacional) teria ocupado as
areas biogeograficas da Guiana, Inambari, Imeri, Rondénia, Para e Belém; (B) a
populacdo presente no Napo teria migrado (ou se expandido) para a area do Orinoco.
Uma vez estabelecida esta nova populacdo, um novo evento de migracdo (ou
expansao populacional) teria ocupado as areas biogeograficas de Guiana, Inambari,
Imeri, Ronddnia, Para e Belém. Outras trés hipdteses foram delineadas segundo o
modelo source-sink (Figura 4.6): (C) parte da populacdo ancestral do Orinoco teria
servido de fonte de migrantes para o estabelecimento da populagdo ancestral
proveniente do Napo e de Guiana, Inambari, Imeri, Rondo6nia, Para e Belém; (D) parte
da populacdo ancestral do Orinoco teria servido de fonte de migrantes para o
estabelecimento da populagéo ancestral proveniente do Napo. Uma vez estabelecida,

esta teria sido a fonte de migrantes para as areas biogeogréaficas adjacentes de Guiana,
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Inambari, Imeri, Rondo6nia, Para e Belém; e (E) a populacdo ancestral do Napo teria
servido de fonte de migrantes para o estabelecimento da populacdo ancestral do
Orinoco. Uma vez estabelecida, esta teria sido a fonte de migrantes para as areas
biogeograficas adjacentes da Guiana, Inambari, Imeri, Rondbnia, Para e Belém. Além
dessas hipoteses, foram testadas ainda outras trés que tiveram como base os modelos
de (F) migracdo completa (hipotese nula ou Hp); (G) panmixia; e (H) isolamento
completo entre as populagGes. As amostras de R. robustus Il, inclusive as coletadas da
area biogegréafica do Napo, foram consideradas como pertencentes ao terceiro
agrupamento (Figura 4.5, em amarelo), uma vez que a ocorréncia atual de populagdes
desta espécie nesta area biogeografica parece ser resultante de uma ocupacédo

secundaria (cf. secdo 5.6.2 dos Resultados para maiores detalhes).

Apenas as sequéncias de R. robustus Il e R. robustus IV foram testadas como
possiveis representantes da populacdo ancestral que teria originado as espécies
amazonicas atuais de R. robustus II, 111, IV e n.sp. Esta imposicao se deve ao fato de
que estas duas espécies apresentam distribuicdes geograficas mais adjacentes ao
Orinoco e Napo (possiveis areas biogeograficas de origem de R. prolixus e R.
robustus s.l.) do que as demais espécies (Tabela 4.3). Foram testadas duas hipoteses
segundo o modelo stepping-stone (Figura 4.7): (A) as populacGes ancestrais da regido
de ocorréncia de R. robustus Il teriam dispersado (ou expandido) para as regides de
ocorréncia de R. robustus IV e R. robustus Ill. Posteriormente, as populagdes
ancestrais da regido de ocorréncia de R. robustus I11 teriam dispersado (ou expandido)
para as regides de ocorréncia de R. robustus n.sp.; e (B) as populacdes ancestrais da
regido de ocorréncia de R. robustus IV teriam dispersado (ou expandido) para as
regibes de ocorréncia de R. robustus Il e R. robustus Ill. Posteriormente, as
populagdes ancestrais da regido de ocorréncia de R. robustus 11l teriam dispersado (ou
expandido) para as regides de ocorréncia de R. robustus n.sp. Posteriormente, as
populacOes ancestrais da regido de ocorréncia de R. robustus Il teriam dispersado (ou
expandido) para as regides de ocorréncia de R. robustus n.sp. Outras duas hipéteses
foram delineadas segundo o modelo source-sink (Figura 4.7): (C) idéntico a (A), mas
com populagdes-fonte ancestrais na regido de ocorréncia de R. robustus Il e
posteriormente de R. robustus IlI; e (D) idéntico a (B), mas com populag¢bes-fonte
ancestrais da regido de ocorréncia de R. robustus IV e posteriormente de R. robustus

I1l. Foram analisadas ainda duas hipdteses de isolamento completo: (E) a linhagem
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ancestral teria ocupado toda a regido amazonica e uma barreira natural ao fluxo
génico teria surgido de maneira a separar R. robustus Il de R. robustus IlI, IV e n.sp.;
e (F) a linhagem ancestral teria ocupado toda a regido amazonica e barreiras naturais
ao fluxo génico teriam surgido de maneira a separar R. robustus Il, R. robustus IlI, R.
robustus IV e R. robustus n.sp. Além destas hipoteses, foi testada ainda outra que teve
como base o modelo de (G) migracdo completa (hipdtese nula ou Ho); e (H) o modelo

panmitico.
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Figura 4.6. Hipoteses biogeogréaficas de dispersdo testadas em uma macroescala.

Cada circulo representa um agrupamento testado. As cores dos circulos seguem 0 mesmo
padrdo apresentado na Figura 4.5. As setas indicam a direcdo de fluxo génico. As linhas
pontilhadas interrompidas por uma barra preta significam isolamento entre 0s agrupamentos.
O triangulo representa uma populacdo panmitica. Maiores detalhes acerca das hipdteses sdo
apresentados no texto. Ori — Orinoco; Nap — Napo; Am — agrupamento amazonico contendo
representantes das &reas biogeogréficas de Guiana, Inambari, Imeri, Rondénia, Para e Belém;
Np = NUmero de parametros calculados em cada hipétese.

As hipdteses testadas em macro e mesoescalas diferiram no ndmero de
parametros estimados, de 1 a 9 e de 1 a 16, respectivamente (Figuras 4.6 e 4.7), de

maneira a permitir analises de panmixia, isolamento, migracao assimeétrica e migragao

89



completa. Quanto maior o nimero de parametros a serem estimados, maior 0 numero
de cadeias de MCMC necessarias para a convergéncia dos parametros estimados. A
maneira encontrada para acomodar esses valores é a de utilizar um ndmero de cadeias
de MCMC que sejam suficientes para convergir todos os parametros calculados no

modelo com o maior numero de parametros (neste caso o de migracdo completa).
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Figura 4.7. Hipoteses biogeogréaficas de dispersado testadas em uma mesoescala.

Cada circulo representa um agrupamento testado. Os circulos seguem o mesmo padrdo de
cores das distribuicbes geogréaficas das espécies, observadas na Figura 4.1A (com a excegado
de “nsp”, cuja distribuigdo ndo ¢ observada no mapa). As setas indicam a dire¢do de fluxo
génico. As linhas pontilhadas interrompidas por uma barra preta significam isolamento entre
0s agrupamentos. O tridngulo e o quadrado representam populagdes panmiticas testadas.
Maiores detalhes acerca das hipdteses sdo apresentados no texto. 11 — R. robustus II; 111 - R.
robustus Ill; 1V — R. robustus 1V; nsp — R. robustus n.sp.; Np = NUmero de parametros
calculados em cada hipétese.

Para cada um dos modelos de hipoteses, foram analisadas 30 réplicas, nas
quais foram realizadas oito cadeias paralelas de temperatura (1,00; 1.17; 1,40; 1,75;
2,33; 3,50; 7,00; e 1,00 x 10°%; Metropolis-coupled MCMC, ou MCMCMC) (Suchard
et al., 2001), com possivel troca entre as cadeias a cada 10 passos. Os valores
estabelecidos a priori, assim como as janelas de amostragem para a determinagédo dos

valores de M e ® foram mantidos conforme o padréo do programa. Em cada réplica
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foram gravados 10* passos das MCMC, em 10° intervalos, totalizando 10’ passos,
com descarte dos 10° iniciais. A convergéncia dos parametros e a mistura apropriada
das cadeias de MCMCMC foram inspecionadas visualmente (Kuhner, 2009) e
confirmadas pelos valores de ESS maiores que 10° e probabilidade de genealogias

aceitas maior do que 10%.

As genealogias de fluxo génico foram ranqueadas de acordo com os fatores

logaritmicos de Bayes (LBF), calculados da seguinte forma:

LBF = In(mL(modelol)) — In(mL(modelo2)), onde o modelo 2 é o maior valor de

maxima-verossimilhanca.

Para ranquear os modelos, os valores de LBF devem ser exponenciados. Os
modelos que apresentarem 0s maiores valores serdo 0s mais provaveis de estarem
corretos. O célculo da probabilidade de cada modelo ser o mais correto é feito a partir
do valor exponencial de LBF do melhor modelo dividido pela soma dos valores

exponenciais de LBF de todos os pares de modelos testados.

4.10. Andlise da atividade locomotora de R. prolixus e R. robustus s.l.

4.10.1. Escolha e preparo das amostras e delineamento experimental

O experimento de atividade locomotora foi feito com 123 R. prolixus
provenientes da Guatemala e mantidos na col6nia do Laboratério de Doencas
Parasitarias (I0C), e 67 R. robustus Il, provenientes de Loreto, Perl, e mantidas na
colonia do Laboratério de Referéncia Nacional e Internacional de Triatomineos
(I0C). Vinte representantes de cada colonia tiveram o mtCytb e o ITS-2
sequenciados, para identificacdo das espécies e a confirmacdo da pureza das colonias
(i.e., auséncia de hibridos). Os espécimes de R. robustus s.l. advindos do campo nao

foram utilizados, pois nenhum sobreviveu em condi¢6es de laboratério.

A analise locomotora foi feita no sistema desenvolvido para insetos do género
Drosophila, chamado monitor de atividade (Drosophila Activity Monitor, Trikinetics;
Waltham, MA, USA). Os monitores sdo estruturas que contém 32 canais, para o
encaixe de tubos de vidro contendo os insetos de estudo. Como as ninfas de R.

prolixus e R. robustus Il sdo maiores do que os adultos de Drosophila, foram
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utilizados monitores adaptados para o encaixe de tubos de vidro maiores. Uma ninfa
foi colocada em cada tubo medindo sete centimetros de comprimento por um

centimetro de didmetro, cujas extremidades sdo seladas com parafilm.

Os monitores sdo ligados em um computador para a contabilizacdo dos
movimentos de cada inseto. Em cada canal do monitor, um feixe de infravermelho
atravessa o tubo de vidro transversalmente. Portanto, a leitura dos movimentos das
ninfas é feita de maneira individual. A cada interrupcdo do feixe infravermelho,
decorrente da passagem de uma ninfa pelo meio do tubo, o programa DAMSystem
data collection software v. 2.0 (Trikinetics Waltham, MA, USA) contabiliza um
movimento (Figura 4.8). Estes movimentos foram armazenados em intervalos de

cinco e trinta minutos ao longo dos dias de experimento.

Todos os monitores contendo as ninfas foram mantidos em uma incubadora
Precision Scientific modelo 818 durante o experimento, sob a temperatura constante
de 25 °C (Figura 4.8). Uma parte destes monitores recebeu uma cobertura construida
com isopor envolvido. O objetivo de utilizar este aparato foi o de criar uma protecédo a
incidéncia de luz direta, para mimetizar um abrigo. Esta cobertura forma uma sombra
de 2,5 cm em uma extremidade do tubo, deixando livre para incidéncia de luz na
fotofase os 4,5 cm de comprimento restantes do tubo (Figura 4.9). Os insetos foram
mantidos em um regime de fotoperiodo de 6 dias com 12 horas de luz e 12 horas de
escuridao (LD 12:12), seguido de 20 dias de escuridao completa (DD) e 5 dias em LD
12:12. Foram escolhidos 6 dias de LD para garantir que os insetos sincronizassem o
ritmo de atividade de acordo com os indicadores de luminosidade (entrainment). A
escolha por 20 dias em DD foi feita ap6s alguns testes para avaliar quantos dias
seriam necessarios para que os picos de atividade voltassem pelo menos uma vez para
0 ZT determinado em LD. Com isso, é possivel calcular o periodo do relogio

circadiano de cada uma das espécies.

Os experimentos foram delineados de maneira a possibilitar a observagédo das
possiveis diferencas entre as atividades locomotoras de R. prolixus e R. robustus II
quando submetidos a diferentes condigdes: privacdo alimentar de dez e cinco dias
anteriores ao inicio do experimento (durante os 31 dias subsequentes todos o0s

espéecimes se mantiveram em jejum); influéncia da presenca de um abrigo no
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acréscimo ou decréscimo de atividade locomotora; analise de espécimes dos segundo

e terceiro estadios (N2 e N3).

B Feixe
infravermelho |

&

Figura 4.8. Experimento de atividade locomotora.

(A) Os insetos sdo colocados individualmente em tubos de vidro. Cada monitor contém 32
canais individuais de monitoramento da atividade locomotora (faixa preta na por¢cdo mediana
dos tubos) e é ligado a um computador, para contabilidade dos movimentos. (B) Em cada
canal é emitido um feixe infravermelho, que atravessa transversalmente a por¢do mediana do
tubo de vidro. A cada interrupgédo do feixe, contabiliza-se um movimento. (C) Os monitores
sdo colocados em prateleiras de uma incubadora, que produz regimes artificiais diarios de luz
(localizadas na porta do equipamento) e temperatura (Foto: Carla Gentile).
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Figura 4.9. Monitores para 0s experimentos de atividade locomotora.
(A) Monitor sem protecédo para a luz. (B) Monitor com o aparato de isopor encaixado para
criar uma protecdo a incidéncia de luz direta, mimetizando um abrigo.
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4.10.2. Analise dos dados de atividade locomotora

Os dados de atividade locomotora dos espécimes foram analisados de maneira
preliminar no programa EXCEL® (Microsoft™). Os insetos mortos foram
contabilizados e suprimidos da analise. O primeiro dia de LD foi tratado como um

periodo de “adaptacdao” ao regime claro e escuro e igualmente foi excluido da analise.

Os valores brutos das atividades, coletados a cada 30 minutos, foram
transformados utilizando a média movel simples (do inglés Simple Moving Average,
ou SMA), uma média ndo ponderada que é calculada da seguinte maneira:

SMA; = Val + Vag + Vaa; SMA, = Vag + Vag + Va4, WSMAN, = V_aM + VaM + Vau
3 3 3

Va = valor absoluto

N = nGmero de amostras representantes de um mesmo periodo de tempo.

Esses valores foram utilizados na confec¢do dos graficos de barras de atividade das
espécies para visualizacdo do periodo de maior atividade (diurno ou noturno) e os
tempos zeitgebers (ZT — tempo do ciclo ambiental medido em horas) com os maiores

picos de atividade de R. prolixus e R. robustus II.

As proporgdes das atividades diurnas e noturnas de cada individuo analisado
foram calculadas para uma melhor definicdo de qual periodo as espécies apresentaram
maior atividade e comparadas a partir do teste t de Student, ao nivel de significancia
de 5%. Como os valores de proporcdes ndo sdo variaveis aleatorias continuas e,
portanto, ndo apresentam uma distribuicdo normal, estes devem ser transformados
pelo célculo do arco-seno da raiz quadrada do valor da proporcdo. Apbés a
transformacdo, a normalidade dos dados foi avaliada utilizando os testes de
Komolgorov-Smirnov (Massey, 1951) e Shapiro-Wilk (Shapiro e Wilk, 1965),
disponiveis no programa SPSS v. 17 (IBM® 2008, Chicago, EUA). Os dados foram
ainda visualmente checados quanto a escala, ao enviesamento e a localizagdo em um
histograma e um grafico de quantis (ou grafico Q-Q), para comparagdo dos valores
transformados com uma populacdo normal padrdo. Os graficos foram desenhados no
programa SPSS v. 17 (IBM® 2008, Chicago, EUA).
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A comparacdo dos valores de arco-seno da raiz quadrada da atividade
locomotora de ninfas N2 e N3 de R. prolixus e R. robustus Il obtidos sob as diferentes
condigOes de privagdo alimentar e presenga/auséncia de abrigo foi feita utilizando a
andlise de variancia de quatro sentidos (four-way ANOVA), no programa SPSS v. 17
(IBM® 2008, Chicago, EUA), ao nivel de significancia de 5%.

Os actogramas foram feitos no plug-in ACTOGRAMJ (Schmid et al., 2011),
disponivel no programa FIJI (Schindelin et al., 2012). A funcdo de suavizacédo
gaussiana das atividades em fungdo da média com valor sigma igual a 100 foi
aplicada para uma melhor visualizagdo dos picos de atividade locomotora. Foram
selecionados de 10-22 actogramas para cada espécie e condicdo testada nas analises
de four-way ANOVA.

Os periodos dos reldgios circadianos de R. prolixus e R. robustus Il foram
determinados a partir do atraso ou adiantamento diario dos picos de maior atividade
observados nos actogramas durante o regime de DD. Os calculos foram feitos com
base nos 20 dias ou nos 15 dias iniciais de DD. Para esta analise foram selecionados
22 actogramas de R. prolixus e 10 de R. robustus Il que apresentaram as melhores
defini¢bes dos picos de atividade. O método utilizado foi o de Lomb-Scargle (Lomb,
1976; Scargle, 1982; Townsend, 2010), ao nivel de 5% de significancia. O periodo
dos reldgios circadianos de R. prolixus e R. robustus Il, indiretamente definidos pela
atividade locomotora, foram comparados visualmente em graficos de caixa (boxplots),
gerados no programa SPSS v. 17 (IBM® 2008, Chicago, EUA).

5. RESULTADOS

5.1. Coleta e identificacdo morfoldgica dos triatomineos

A coleta ao longo do primeiro transecto, definido entre as areas de distribuicao
geografica de R. robustus Il e IV [de Belem (Pard) até Palmas (Tocantins)], foi
realizada no fim do periodo seco de 2009. Os cinco primeiros pontos de coleta, de um
total de 18, foram visitados em uma época na qual ndo chovia ha um més. Entretanto,
do 10° ao 21° (e ultimo) dia de coleta [do ponto de Ulianopolis (Para) em diante], o
ambiente ficou bastante Umido, em decorréncia de pancadas de chuva nos fins de

tarde [entre as 16 e 17h; pluviosidade mensal = 450 mm (Veronez, 2011)]. Ao todo,
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foram obtidos 395 espécimes de triatomineos, dentre os quais 137 foram identificados
por critérios morfologicos (Lent e Wygodzinsky, 1979) como pertencentes ao

complexo de linhagens cripticas R. robustus s.I. (Tabela 4.1).

A vegetacdo dos trés primeiros pontos localizados no Para (Beléem, Ponta das
Pedras e Santa Maria) € caracteristica de floresta pluvial tropical. As palmeiras
Attalea maripa amostradas estavam localizadas em areas sem sinais visiveis de
desmatamento recente e apresentavam escores de matéria organica em decomposi¢édo
(MOD) de “+” (sensu Abad-Franch et al., 2005). A infestacdo por triatomineos das
palmeiras foi baixa (com apenas duas palmeiras positivas de um total de 14
amostradas — 14,3%), assim como a densidade de triatomineos por palmeira (0,43).
Em Ponta das Pedras foram coletados cinco R. robustus s.l. e em Santa Maria, apenas
um (Tabela 4.1). Nesta ultima localidade, havia uma Iguana iguana co-habitando a

palmeira de onde foi coletado o espécime de R. robustus s.l.

Em Aurora do Pard e Paragominas (Para) o ambiente silvestre estava
completamente modificado, em funcdo de queimadas e desmatamento para criagéo de
monoculturas e cultivos de gado. As poucas palmeiras encontradas apresentavam
sinais de queimada (troncos com fuligem) e escore de MOD “1/2+”. Nenhum

triatomineo foi encontrado nas cinco palmeiras A. maripa amostradas (Tabela 4.1).

A vegetacdo dos sete pontos seguintes [Uliandpolis, Maraba, Paraupebas, Sao
Domingos do Araguaia (Pard), Imperatriz (Maranhdo), Estrela e S&o Bento do
Tocantins (Tocantins)] pode ser caracterizada por uma transicdo gradual de floresta
pluvial tropical para uma regido de cerraddo (Cerrado), chamada de floresta pluvial
aberta. Nesta floresta, a fitomassa e o fitovolume vao diminuindo gradativamente de
densidade, desde o fim do periodo chuvoso (dezembro a maio) até o fim do periodo

seco (junho a novembro).

Em quase todas as cidades visitadas que apresentavam esse tipo de vegetagédo
foi possivel amostrar palmeiras com escore de MOD entre “+” e “+++”, excetuando-
se em Imperatriz, onde o padrdo era semelhante aquele observado em Aurora do Para
e Paragominas. Em Uliandpolis, S&o Domingos do Araguaia, Rondon do Para (Para) e
Sdo Bento do Tocantins (Tocantins) foram amostradas palmeiras do peridomicilio (a
menos de 50 m das casas). Nestes pontos, espécimes de R. robustus s.l. foram

coletados em maior quantidade [além de Maraba (Pard); Tabela 4.1]. Nas demais
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localidades foram amostradas palmeiras em areas de mata secundaria ou em bordas de
mata primaria. A infestacdo e a densidade de triatomineos em palmeiras de florestas
pluviais abertas foram altas, j& que nove das 14 palmeiras analisadas foram positivas
(64,3%). Nove triatomineos foram encontrados, em média, por palmeira amostrada.
Ao todo, foram coletados 126 R. robustus s.l., 35 R. neglectus, 4 R. pictipes e 1 P.
lignarius (Tabela 4.1).

Um fato interessante foi observado em Rondon do Parad enquanto os ramos da
palmeira derrubada estavam sendo retirados — diferentes espécies de triatomineos
notavelmente ocupavam diferentes “estratos” (ou microambientes) da copa. Em um
estrato inferior (na base da copa), foram encontrados 4 R. pictipes. Cerca de 20 cm
acima, 1 Panstrongylus lignarius foi coletado. Em seguida (aproximadamente 40 cm
acima), 35 R. neglectus foram encontrados juntos a um ninho de péassaro
aparentemente abandonado. Na por¢éo mais alta da copa da palmeira (cerca de 50 cm
acima do ponto anterior) foram encontrados préximos a um porco-espinho (Coendou

prehensilis) 20 R. robustus s.1.

A vegetacdo dos Ultimos cinco pontos de coleta [Tocantindpolis, Araguaina,
Palmeirante, Presidente Kennedy e Colméia (Tocantins)] é caracteristica de uma
transicdo gradual de floresta pluvial aberta (Tocantindpolis e Araguaina) para regido
de cerraddo (Cerrado). Todas as palmeiras Attalea speciosa amostradas apresentaram
um escore de MOD entre “+” e “+++”. A maior porcentagem de infestacdo das
palmeiras por triatomineos e a maior densidade média de triatomineos por palmeira
dos pontos amostrados neste transecto foram observados nessa regido (100% e 37,2%,
respectivamente). Ao todo, foram coletados em Tocantindpolis, Araguaina,
Palmeirante, Presidente Kennedy e Colméia (Tocantins) 217 individuos
morfologicamente identificados como R. neglectus e 1 R. pictipes. R. robustus s.l. foi
encontrada apenas em Araguaina, Tocantins (cinco individuos). Em Palmas
(Tocantins), ndo foi possivel encontrar uma regido adequada ao trabalho de campo

(i.e. propriedade privada cujo dono autorizasse a derrubada de palmeiras).

A coleta ao longo do segundo transecto que atravessa areas de distribuicdo
geografica de R. robustus Il, Il e IV (de Manaus, Amazonas, até Porto Velho,
Rondonia) foi feita no meio/fim do periodo seco em 2010. Nesta época o ambiente

estava muito seco, devido a falta de chuva por aproximadamente trés meses. Em

97



apenas um dos 15 dias de coleta houve precipitacdo. Cento e trés espécimes do género
Rhodnius foram coletados, dos quais 91 foram identificados preliminarmente por
critérios morfolégicos (Lent e Wygodzinsky, 1979) como sendo R. robustus s.l.
(Tabela 4.2).

Apesar dos seis primeiros pontos visitados estarem inseridos em uma regido
de floresta pluvial tropical, a vegetacdo estava seca e com muitos focos de queimada.
As palmeiras amostradas apresentaram escores de MOD entre “+” ¢ “++”. Onze das
46 palmeiras estavam infestadas por triatomineos, com densidade média de 1,7
triatomineos por palmeira. Foram coletados nestas localidades 40 R. robustus s.l. e 12

R. pictipes.

A comunidade localizada entre 0 Km 450 da BR-319 e a cidade de Humaita
(Amazonas) estdo em uma area de transicdo entre floresta pluvial tropical e floresta
pluvial aberta. O escore de MOD das palmeiras amostradas foi de “+”. Nesta regido,
apenas uma das 11 palmeiras estava infestada, na qual dois R. robustus s.I. foram
coletados (densidade media de 0,18 triatomineo por palmeira).

Os ultimos dois pontos de coleta se inserem em uma regido de floresta pluvial
aberta. Foram amostradas nestas localidades apenas palmeiras do peridomicilio (a
menos de 50 m das casas), com escore de MOD de “+”. Quatro das 13 palmeiras
amostradas estavam infestadas por triatomineos (30,8%), nas quais foram coletados
50 R. robustus s.I. (densidade média de 3,9 triatomineos por palmeira).

De todos os triatomineos coletados em ambos os transectos, somente 10 R.
robustus s.l. provenientes de Paraupebas (Pard) sobreviveram em condicGes de
laboratdrio. Consequentemente, ndo foi possivel obter amostras suficientes para 0s
experimentos de comportamento, em funcdo do nimero de individuos fundadores da
colonia de laboratério ter sido baixo e do tempo de geracdo da espécie ser

relativamente longo (aproximadamente quatro meses).
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5.2. Filggenia de R. prolixus e R. robustus s.l. e divergéncia molecular entre as
sequéncias
5.2.1. MtCytb

Duzentos e cinquenta e quatro espécimes de R. prolixus e R. robustus s.l.
tiveram o fragmento de mtCytb sequenciado. Apesar do fragmento alvo conter 682-
pb, algumas sequéncias obtidas ficaram menores em funcdo da baixa qualidade dos
eletroferogramas na extremidade inicial (proxima a regido de anelamento do iniciador
senso). Os 19 sitios iniciais do fragmento foram excluidos do alinhamento final das
sequéncias com o objetivo de padronizar o tamanho do fragmento a ser utilizado nas
analises (663-pb).

A analise do fragmento de 663-pb do mtCytb revelou a existéncia de 47
haplotipos distintos, definidos por 141 sitios variaveis. A partir do padrdo das
substituicdes nucleotidicas dos dados (tais como distribuicdo das substituicdes ao
longo do fragmento, proporcdo de transicOes e transversdes e de regifes menos
variaveis), o programa jModeltest (Darriba et al., 2012) selecionou como mais
adequado o modelo de Hasegawa, Kishino e Yano (Hasegawa et al., 1985) com uma
proporcdo de sitios invariaveis e quatro parametros da distribuicdo gama (HKY +I
+I).

A topologia das arvores geradas a partir das analises de Bl e ML foram
semelhantes. Praticamente todos os individuos amostrados dentro das reas estimadas
de ocorréncia de R. prolixus e do complexo parafético de espécies cripticas de R.
robustus (I, I, 11l e IV) foram genotipados como sendo representantes da espécie
correspondente a regido. Ao todo, foram obtidas nestas areas sequéncias do mtCytb de
49 R. prolixus, oito R. robustus I, 74 R. robustus Il, 60 R. robustus Il e 39 R.
robustus IV (Tabela 4.3). No nordeste do Equador e no sudoeste da Colémbia, onde
se esperava encontrar espécimes de R. robustus Il, foram descobertas duas novas

linhagens.

A primeira linhagem foi evidenciada a partir da analise molecular de um
individuo proveniente de uma localidade proxima & Manaus, Amazonas. Este
individuo é filogeneticamente mais proximo de R. prolixus € R. robustus | do que das
linhagens amazonicas de R. robustus [bootstrap (BS) = 99, probabilidade posterior

(PP) = 0,99; Figura 5.1]. Deste ponto em diante esta linhagem ser4 chamada de R.
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robustus V. A segunda linhagem foi evidenciada a partir da analise das sequéncias de
mtCytb de outros dois individuos de Sucumbios, Equador, e de dois insetos coletados
em Putumayo, Colémbia. Esta linhagem parece formar um grupo basal do complexo
de espécies R. prolixus e R. robustus s.l. (BS = 100; PP = 1,0; Figura 5.1).
Adicionalmente, foram observadas diferencas morfoldgicas entre R. robustus e 0s
espécimes desta segunda linhagem (Abad-Franch F, Monteiro FA, Jaramillo N, Pavan
MG, Palomeque FS et al. Manuscrito em preparacdo; Anexo 2). Daqui em diante
nesta tese, essa linhagem sera chamada de Rhodnius barretti.

A investigac&o das areas de possivel contato entre R. robustus 111 e 1V revelou
a surpreendente presenca de uma terceira linhagem nova, filogeneticamente mais
préxima de R. robustus Il1l, chamada aqui de R. robustus n.sp. (BS = 99; PP = 0,95).
Seis individuos desta linhagem foram encontrados em uma palmeira amostrada em
Uliandpolis (Pard) co-habitada por individuos molecularmente identificados como R.
robustus Ill. Adicionalmente, as seis amostras coletadas apds um surto de infeccao
oral por T. cruzi em uma fazenda no municipio de Sdo Roberto, Maranhéo (ponto fora
das areas de distribuicdo conhecidas das espécies amazo6nicas de R. robustus) também
foram agrupadas neste clado e, portanto, identificadas como R. robustus n.sp.

Em relagdo as amostras coletadas nas &reas de possivel contato entre R.
robustus 11, 111 e 1V, no segundo transecto (Anamé e Careiro Castanho, Amazonas),
0s quatro individuos analisados foram agrupados no clado de R. robustus Il (BS = 90;
PP = 0,98). Ndo foi observado qualquer indicio de gradiente genético entre R.
robustus II, 111 e 1VV. As amostras de Careiro Castanho e Anama (R. robustus II)
divergem das amostras de R. robustus IV encontradas no ponto de coleta adjacente de
Manaus, Amazonas [distancia geografica média (dm) = 100 Km] em 2,8-3,4% e de R.
robustus Il de Carajas, Pard, em 3,8-4,1% (dm = 800 Km). A porcentagem de
divergéncia entre essas amostras e aquelas provenientes de Porto Velho, Rondodnia,
identificadas como R. robustus Il é de 0,3-0,8% (dm = 700 Km).
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Figura 5.1. Arvore filogenética do mtCytb.

Arvore consenso de 100.000 arvores construidas pelo método bayesiano com base em uma
matriz de distancias HKY +I +I" para as 254 sequéncias do mtCytb de R. prolixus e R.
robustus s.I. A confianga dos agrupamentos foi testada a partir do célculo da probabilidade
posterior (mostrados na parte de cima de cada ramo) e 1000 replicacbes de bootstrap
(mostrados na parte de baixo de cada ramo), calculados na inferéncia filogenética feita pelo
método de méxima verossimilhanca. A barra de escala esté representada em substituicdes. O
grupo externo da arvore é formado por duas sequéncias de R. pallescens I, uma sequéncia de
R. pallescens Il e trés sequéncias de R. pictipes. A linhagem descoberta na possivel regido de
encontro entre R. robustus Ill e IV, chamada de R. robustus n.sp., é filogeneticamente mais
préxima de R. robustus Ill. A segunda linhagem descoberta, R. robustus V, apesar de ter sido
coletada na Amazobnia brasileira (regido biogeografica do Imeri), esta mais préxima das
espécies do Orinoco R. prolixus e R. robustus | do que das demais linhagens de R. robustus
amazonicas. A terceira nova linhagem apresentada aqui, R. barretti, parece formar um clado
mais basal em relacdo ao complexo R. prolixus e R. robustus s.1.

A porcentagem da divergéncia genética entre os oito clados da arvore
filogenética do mtCytb calculada com base na distancia K2-p (em comparag6es par-a-
par) atingiu valores médios superiores a 2%. Portanto, cada um dos oito clados
formados por R. prolixus, R. robustus I, R. robustus V, R. robustus Il, R. robustus IlI,
R. robustus n.sp., R. robustus IV e R. barretti representa uma linhagem distinta
(Tabela 5.1). O carater parafilético do complexo de espécies cripticas de R. robustus

s.l. é evidenciado pelo fato de R. robustus I e R. robustus V serem filogeneticamente
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mais proximas a R. prolixus (porcentagens médias de K-2p entre 3,3 e 3,5%), do que

as linhagens amazoénicas I, 11 e IV de R. robustus (7,1-7,8%).

Tabela 5.1. Porcentagem de divergéncias genéticas (K-2p) interespecificas (abaixo da
diagonal fundo branco) e intraespecificas (na diagonal, fundo cinza) das sequéncias do mtCyb
de R. prolixus, R. robustus s.l. e R. barretti calculadas em comparacdes par-a-par.

Os valores de desvio padrdo foram calculados a partir de 1000 iteracdes de bootstrap e sdo
mostrados entre paréntesis.

1 2 3 4 5 6 7 8
0,2
1. R. prolixus
(£0,1)
33 15

2. R. robustus 1
(x0,7) (x0,3)

35 4,5
3. R. robustus V
(£0,7) (£0,8)

6,2 7,7 75 04
4. R. robustus 1l
=10 =11 =11 (*0,)

6,1 75 7,1 3,9 0,2
5. R. robustus 11
(0,9 (x11) (1,0 (x0,8) (x0,1)

7,6 8,6 8,38 4,6 2,6 0,3
6. R. robustus n.sp.
(£1,1) (£11) (£1,2) (£0,8) (£0,6) (£0,2)

6,6 7,7 78 34 23 3,0 0,8
7. R. robustus IV
(1,0 (x1,4) (x11) (x0,7) (£ 0,5) (x0,6) (x0,2)

13,9 15,6 14,9 13,4 14,2 14,8 14,0 0,5
8. R. barretti
=*13) (x0,8) =14 =*13) (*13) (*14) *13) (x0,2)

R. barretti é a linhagem mais divergente do complexo R. prolixus e R.
robustus s.l., apresentando porcentagens médias de K-2p entre 13,9 e 15,6%. R.
robustus Il e IV sdo as linhagens filogeneticamente mais proximas, quando
comparados os oito clados identificados, atingindo em média 2,3% de divergéncia. R.
robustus n.sp. diverge de R. robustus Il em uma porcentagem um pouco maior, cerca
de 2,6% (Tabela 5.1). J& R. robustus Il diverge de R. robustus Ill, IV e n.sp. em 3,9,
4,6 e 3,4%, respectivamente.

O resultado dos agrupamentos obtidos na analise de componentes principais

(PCA) foram distintos daqueles encontrados nas inferéncias filogenéticas bayesiana e
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de maxima verossimilhanca. Nas analises filogenéticas foi possivel separar as
sequéncias de mtCytb em oito agrupamentos, diferentemente da PCA, que a partir da
andlise de trés eixos as separou em apenas sete. Os individuos de R. robustus | e de R.
prolixus ndo foram identificados como pertencentes a grupamentos distintos (Figura
5.2).

Aproximadamente 80% da variacdo nucleotidica pdde ser explicada em trés
coordenadas, sendo 45% desta variacdo informativa para separacdo das linhagens na
primeira cordenada, 22% na segunda e 13% na terceira coordenada. A primeira
coordenada foi suficiente para separar claramente as linhagens amazonicas 11, 11,
n.sp. e IV entre si (sendo R. robustus Il considerada a linhagem mais distante deste
grupo) e ainda separa-las de R. prolixus, R. robustus I, R. robustus V e R. barretti.
Com base na segunda coordenada, foi possivel observar que R. robustus V forma um
agrupamento distinto de R. prolixus e R. robustus I, e a partir da observacdo da
terceira coordenada, foi possivel adicionar a informacdo de que R. barretti € o

agrupamento mais distante do complexo R. prolixus e R. robustus s.1.

As porcentagens médias de divergéncia intraespecificas foram menores do que
2%, variando entre 0,2 e 1,5% (Tabela 5.1). Nas 49 amostras de R. prolixus foram
observados cinco haplétipos. Apesar de haver uma alta diversidade haplotipica (Hd =
0,76), a diversidade nucleotidica observada nas sequéncias desta espécie foi a mais
baixa (n = 1,60E-04), quando comparada com aquelas encontradas nas sequéncias de
mtCytb dos representantes do complexo R. robustus s.l. (Tabela 5.2). A outra espécie
presente na regido do Orinoco, R. robustus I, foi representada por oito individuos que
compartilham trés haplétipos distintos. Apesar de haver uma alta diversidade
haplotipica (Hd = 0,71), assim como observado em R. prolixus, a diversidade
nucleotidica foi baixa (x = 1,51E-03).
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Figura 5.2. Gréfico das trés coordenadas utilizadas na analise de PCA.
De cima para baixo (eixo X e eixo Y) — Coordenada (Coord.) 1 x Coord. 2; Coord. 1 x Coord.

3; e Coord. 2 x Coord. 3.
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Tabela 5.2. indices de variabilidade e testes de neutralidade.
Ns = numero de amostras analisadas; Ny = numero de haplétipos observados; Hd —
diversidade haplotipica; = = diversidade nucleotidica; D — teste de neutralidade de Tajima; Fs

= teste de neutralidade de Fu.

Ns Ny Hd Pi (m) D Fs

R. prolixus 49 5 0,76 1,60E-04 0,17 -0,38
R. robustus | 8 3 0,71 1,51E-03 1,10 0,20
R. robustus V 1 1

R. robustus 11 78 16 0,68 3,88E-03 -1,88* -5,03
R. robustus Il 65 7 0,58 1,81E-03 -0,13 -1,07
R. robustus n.sp. 11 2 0,53 3,20E-03 1,95 4,19
R. robustus IV 39 10 0,86 8,10E-03 031 1,67

*P<0,05

Nos 193 individuos representantes das linhagens amazonicas de R. robustus
foram observados 16 haplétipos de R. robustus I, sete de R. robustus Ill, dois de R.
robustus n.sp. e 10 de R. robustus 1V. A diversidade haplotipica observada foi de
moderada a alta, variando de 0,53 (R. robustus Il) a 0,86 (R. robustus 1V). J& a
diversidade nucleotidica de cada uma dessas quatro linhagens amazénicas foi maior
do que aquelas observadas em R. prolixus e R. robustus I, variando entre 1,81E-03
(em R. robustus I11) a 8,10E-03 (em R. robustus V).

52.2.ITS-2

As amostras coletadas nas regides geograficas de possivel encontro de R.
robustus II, 11l e IV (Careiro Castanho, Amazonas, e Ulianopolis, Para) tiveram o
ITS-2 sequenciado para a identificacdo de possiveis eventos de hibridacdo e
introgressdo de DNA mitocondrial. Nao foi possivel obter sequéncias de ITS-2 das
amostras provenientes de Sucumbios (Equador) e Putumayo (Colémbia) identificadas
a partir da andlise do mtCytb como R. robustus V e R. barretti. As amostras
provenientes de Ulianopolis (Pard), identificadas como R. robustus Ill, e de Anama
(Amazonas), identificadas como R. robustus Il, tampouco tiveram o ITS-2

sequenciado com sucesso.
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Ao todo, foram obtidos 13 clones de ITS-2 a partir de dois espécimes
provenientes de Careiro Castanho identificados com base nas sequéncias do mtCytb
como R. robustus 11 e 36 clones de trés espécimes de Uliandpolis identificados como
R. robustus n.sp. Foram incluidas nas analises outras 34 sequéncias de R. robustus
n.sp. (provenientes de trés espécimes coletados em Sdo Roberto, Maranh&o), além de
10 sequéncias de R. robustus Ill (Estrela, Tocantins) e 11 de R. robustus IV
(Abaetetuba, Pard). Para fins de comparacdo, foram analisadas ainda seis sequéncias
(uma de cada linhagem) previamente genotipadas a partir de analises do ITS-2 de R.
prolixus, R. robustus 1, 11, 11, IV e 6.4 (sensu Justi 2009).

Os tamanhos das sequéncias de ITS-2 dos clones analisados variaram de 702 a
742-pb em funcao de insercdes e delecBes observadas no alinhamento das sequéncias
de R. prolixus, R. robustus I-1V, R. robustus n.sp. e R. robustus 6.4. Ao todo, foram
identificadas 25 regiGes de microssatélites (MSAT), sete regibes de indel ndo
resultantes de mini ou microssatélites (NMSAT) e 91 sitios polimorficos resultantes de
substituicdes nucleotidicas (MUT). Mais de 70% dessas regides variaveis e das
substituicdes nucleotidicas foram observadas quando apenas as linhagens amaz6nicas
de R. robustus Il, 11, n.sp. e IV foram analisadas (MUT=71, MSAT=21, nMSAT=5;
Tabela 5.3).

Tabela 5.3. Sitios variaveis encontrados nas comparacoes feitas entre as sequéncias de ITS-2.
MUT - sitios polimdrficos resultantes de substituicdes nucleotidicas; MSAT - regides de
microssatélites; NMSAT - regiBes de indel ndo resultantes de mini ou microssatélites.

MUT MSAT NMSAT
R. prolixus + R. robustus | + R. robustus II-1V + R. o1 25 7
robustus n.sp. + R. robustus 6.4
R. robustus I1-1V + R. robustus n.sp. + R. robustus 6.4 75 21 7
R. robustus I1-1V + R. robustus n.sp 71 21 5

N&o foi possivel confirmar a identidade taxondmica das amostras coletadas
nas regides de possivel encontro entre R. robustus II, Il e IV (Careiro Castanho,
Amazonas, Uliandpolis, Pard, e Sdo Roberto, Maranhao) quando analisados todos 0s
clones de ITS-2 obtidos. Ao compara-los com as sequéncias-referéncia de R. robustus

I, 1, IV e 6.4, os clones das amostras de Careiro Castanho apresentaram
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porcentagens de divergéncias genéticas de 0-0,8%, 0,7-1,2%, 2,1-2,4% e 1,3-1,7%,
respectivamente, ao passo que os clones das amostras de Uliandpolis e Sdo Roberto
apresentaram divergéncias de 0,6-1,7%, 0,6-1,8%, 19-24% e 1,2-2,1%,

respectivamente.

Os intervalos dos resultados das comparacOes interespecificas extremamente
dilatados levaram aos seguintes questionamentos: (1) a reconstrucdo filogenética a
partir das sequéncias de ITS-2 representa uma classificacdo incompleta das linhagens
(ILS)? (2) Os clones sequenciados representam mais de um locus que evoluem de
maneira independente? Neste caso, (3) as linhagens R. robustus II, 11l e n.sp. podem

ser separadas de alguma maneira, com base nas sequéncias de ITS-2?

Para responder a primeira questdo, foram realizadas reconstrucdes
filogenéticas bayesianas e de ML com todas as sequéncias obtidas, para inferir se as

linhagens sdo agrupadas em clados distintos.

A segunda questdo pdde ser respondida indiretamente com base na observacao
das porcentagens de variabilidade genética intraindividual e de divergéncias
interespecificas. Caso houvesse mais de um locus, era de se esperar que a
variabilidade intraindividual nas sequéncias de ITS-2 fossem altas. Adicionalmente,
esperava-se que as amostras provenientes de areas geograficas com minimas (sendo
nenhuma) chances de encontro entre as linhagens apresentassem em comparagoes
interespecificas intervalos de divergéncia genética igualmente dilatados aos
observados nas comparacdes feitas com amostras coletadas em regides geograficas de

possivel encontro.

Por fim, a terceira questdo pdde ser respondida com base na comparacgdo entre
as sequéncias-padrdo de R. robustus s.l. e os clones obtidos neste estudo. Caso fosse
possivel obter uma filogenia de ITS-2 coerente com a de mtCytb, era de se esperar
que alguns clones sequenciados fossem divergentes das sequéncias-padrdo em menos
de 0,6% e que a divergéncia interespecifica fosse maior ou igual a 0,8%. Com base
nas respostas para estas trés questdes, foi possivel compreender melhor se R. robustus
I1, 111 e n.sp. sdo de fato espécies distintas (como observado nas arvores filogenéticas

de mtCytb) ou se ainda existe fluxo génico entre estas linhagens.
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A partir do padrdo das substituicdes nucleotidicas observado em regides
varidveis ndo resultantes de indels, o modelo de substituicdo nucleotidica adotado nas
reconstrugdes filogenéticas bayesianas e de ML das sequéncias de ITS-2 foi o de
Tamura e Nei (Tamura e Nei, 1993), com quatro pardmetros da distribuicdo gama
para a variacdo das taxas de substitui¢ao nucleotidica entre os sitios (TrN +I'). Nas
inferéncias filogenéticas bayesianas, foi utilizado o modelo estocastico Dollo de
multi-estado (Alekseyenko et al., 2008) para a andlise dos indels, substituindo os

nucleotideos e 0s gaps de alinhamento por “1” e “0” em uma matriz binaria.

As reconstruc@es filogenéticas bayesianas e de ML (Figura 5.3) realizadas a
partir da analise das sequéncias de todos os clones de ITS-2 (excluindo as regides de
indels) confirmaram o relacionamento parafilético das linhagens de R. robustus s.l.
(BS = 100; PP = 1.0). R. robustus I e R. prolixus formam um clado separado das
demais linhagens de R. robustus (11, 111, n.sp., IV e 6.4), assim como observado nas
analises do mtCytb. Com base nestas reconstrucoes, é possivel perceber ainda que R.
robustus 6.4 é um taxon separado das demais linhagens amazonicas analisadas (BS =
80; PP = 0.94). Contudo, as sequéncias de R. robustus I, I, n.sp. e IV nédo foram

agrupadas em clados separados e bem apoiados estatisticamente.

A andlise dos indels observados nas sequéncias de R. prolixus e R. robustus
s.l. ndo adicionaram informac@es filogenéticas relevantes. Sessenta e cinco clones de
R. robustus II, 111, n.sp. e IV foram agrupados com R. prolixus e R. robustus I, ao
passo que 0s 42 clones demais de R. robustus Ill, n.sp. e IV foram agrupados em

outro clado (dados ndo mostrados).
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Figura 5.3. Arvore filogenética consenso de ITS-2.

Arvore construida pelo método bayesiano com base em matriz de distancias TrN +T para as
112 sequéncias do ITS-2 de R. prolixus e R. robustus s.I. A confianga dos agrupamentos foi
testada a partir do calculo da probabilidade posterior (mostrados na parte de cima de cada
ramo) e 1000 replicagdes de bootstrap (mostrados na parte de baixo de cada ramo). O
enraizamento da arvore foi feito no ponto médio.

A comparacdo entre clones obtidos de um mesmo individuo revelaram uma
alta variabilidade intraindividual das sequéncias de ITS-2, comprovando gue as copias
deste marcador ndao foram completamente homogeneizadas por evolucdo em concerto.
Os 13 clones obtidos a partir das amostras coletadas em Careiro Castanho revelaram
10 sequéncias distintas, ao passo que os 36 clones de Uliandpolis, 34 de Sdo Roberto,
Maranhdo (identificados com o mtCytb como R. robustus n.sp.), 10 de Estrela,
Tocantins (identificados como R. robustus I11) e 12 de Abaetetuba, Para (identificados
como R. robustus V) apresentaram, respectivamente, 20, 20, 8 e 11 sequéncias
diferentes. Apenas os individuos provenientes das localidades de Uliandpolis e Sao
Roberto compartilharam sequéncias idénticas (cinco, ao todo).

As sequéncias de ITS-2 obtidas a partir das amostras coletadas nas areas de
possivel encontro das linhagens R. robustus II-IV revelaram porcentagens de
divergéncia intraindividual de 0 a 1%, ao passo que as sequéncias das amostras
provenientes de regides com minimas chances de encontro entre as linhagens (Estrela,

Tocantins, e Abaetetuba, Para) apresentaram divergéncias entre 0 e 3% (Tabelas 5.4).
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Tabela 5.4. Porcentagem de divergéncia K2-p intraindividual das sequéncias de ITS-2 de R.
robustus 11, Il e IV.
N¢ — ntimero de clones de ITS-2 analisados a partir de um mesmo individuo.

Espécie* Amostra Ne  K-2p (%)

Careiro Castanho (AM) 1 9 0-0,6
R. robustus |1
Careiro Castanho 2 (AM) 2 4 0-0,8

S&o Roberto (MA) 1 10 0-0,8
R. robustus n.sp. S&o Roberto (MA) 2 12 0-1,0
S&o Roberto (MA) 3 12 0-1,0
Uliandpolis (PA) 1 10 0-04
R. robustus n.sp. Uliandpolis (PA) 2 12 0-0,9
Uliandpolis (PA) 3 14 0-04
R. robustus 11 Estrela (TO) 10 0-1,6
R. robustus IV Abaetetuba (PA) 12 0-3,0

* |dentidade taxondmica obtida a partir da analise do mtCytb.

A variabilidade intraindividual dos clones sequenciados foi maior do que a
divergéncia média observada nas comparacdes interespecificas entre R. robustus II,

Il e IV e ainda entre R. prolixus e R. robustus | (Tabela 5.5).

Este resultado foi observado mesmo quando as amostras provenientes das
possiveis areas de encontro entre as linhagens de R. robustus 11-1V foram retiradas da
analise (para descartar a possibilidade de estar analisando possiveis hibridos). Os
clones de ITS-2 do individuo proveniente de Estrela (R. robustus IlI), quando
comparados com R. robustus Il e R. robustus Ill apresentam limites maximos de
divergéncia genética muito proximos (1,4% e 1,5%, respectivamente). Um padrdo
semelhante foi observado quando os clones do individuo proveniente de Abaetetuba
(R. robustus 1V) foram analisados — o intervalo observado para as porcentagens de
divergéncia entre estas sequéncias e a de R. robustus IV foi tdo alto (0,7-2,6%), que se
sobrep0ds aos intervalos de divergéncia interespecificos (1,3-3,0% quando comparadas

com R. robustus Il e 1,5-3,1%, quando comparadas com R. robustus Il1).
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Tabela 5.5. Porcentagem de divergéncias genéticas (K-2p) interespecificas (abaixo da
diagonal fundo branco) e intraespecificas (na diagonal, fundo cinza) das sequéncias de ITS-2.
Os valores de erro padrdo foram calculados a partir de 1000 iteracfes de bootstrap e séo
mostrados entre paréntesis. Em vermelho sdo destacados os valores de divergéncia genética
calculados em comparagdes interespecificas que atingiram valores iguais ou menores aqueles
obtidos em comparac@es intraespecifica. A. Distancia genética 1: %[mutacBes + todos os
indels — indels resultantes de mini e microssatélites]; B. Distancia genética 2: %[mutacdes];
C. Distancia genética 3: %[mutacdes + todos os indels].

A. Distancia 1 1 2 3 4 5 6 7
1. R. prolixus -

2. R. robustus | 0,8 (x0,3) -

3. R. robustus 11 31(x06) 30(x06) 05(x072)

4. R. robustus 111 35(x07) 35(x07) 09(x02)  07(x0,2)

5. R. robustus n.sp. 3,3(x0,6) 3,2 (x0,6) 0,7 (£0,2) 0,7 (£0,2) 0,5 (x0,2)

6. R. robustus IV 4,0(x0,7) 3,8(x0,7) 1,7 (£ 0,3) 2,1(x0,4) 1,9 (x0,3) 1,7 (£ 0,4)

7. R. robustus 6.4 34(x0,7) 3,3(x0,7) 12 (+0,4) 1,6 (£0,4) 1,4 (x0,4) 2,2(x04) -
B. Distancia 2 1 2 3 4 5 6 7
1. R. prolixus i

2. R. robustus | 08(x03)

3R, robustus Il 27(x06) 25(x06) 04(x072)

4 R robustus I 31(x06) 30(x06) 08(x02) 07 (+02)

5. R, robustus nsp. 28(x06) 28(x06) 06(x02) 07(x02) 05(+02)

6. R. robustus IV 36(06) 35(06) 16(x02) 20(x04) 18(x03) 1,7 (x04)

7 R robustus 6.4 30(206) 28(x06) 12(x04) 17(x05) 14(x04) 22 (£05) -

C. Distancia 3 1 2 3 4 5 6 7
1. R. prolixus i

2. R. robustus | 0.7 (+03)

3. R. robustus II 38(x0,7) 3,6(x0,7) 0,5 (£0,2)

4 R robustus 11 37(07) 3707 09(x02)  07(+02)

5. R, robustus nsp. 35(07) 35(07) 07(x02) 07(x02) 05 (+0,1)

6. R. robustus IV 42(x07) 41(x07) 18(x03) 22(x04) 19(x03) 18(£04)

7. R. robustus 6.4 38(07) 36(07) 15(x04) 17(x04) 15(x04) 26(x05) ®

Alguns clones de um mesmo individuo e de individuos coletados em uma
mesma localidade apresentaram porcentagens acima do esperado em comparacoes
intraespecificas (> 0,6%). Como estes clones também divergiam muito das
sequéncias-padréo (i.e. previamente identificadas com base na anélise do ITS-2), eles
foram excluidos das analises por existir a suspeita de se tratarem de sequéncias
provenientes de loci diferentes daquele amostrado nas sequéncias-padrdo. Ao retirar
essas sequéncias das analises, as divergéncias entre as linhagens foram recalculadas
(Tabela 5.6).
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Tabela 5.6. Porcentagem de divergéncias genéticas (K-2p) interespecificas (abaixo da
diagonal fundo branco) e intraespecificas (na diagonal, fundo cinza) das sequéncias de ITS-2
gue apresentaram porcentagens de divergéncia inferiores a 0,6% em comparacdes
intraespecificas.

Em vermelho s&o destacados os valores de divergéncia genética calculados em comparacdes
interespecificas que atingiram valores iguais ou menores aqueles obtidos em comparagdes
intraespecifica. A. Distancia genética 1: %[mutacfes + todos os indels — indels resultantes de
mini e microssatélites]; B. Distancia genética 2: %[mutagdes]; C. Distancia genética 3:
%[mutacdes + todos os indels].

A. Distancia 1 1 2 3 4 5 6 7

1. R. prolixus

2. R. robustus | 08(x03) )

3R, robustus Il 35(07) 33(x07) 02(+01)

4 R robustus I 38(x07) 36(07) 11(x03) 01 (+01)

5. R, robustus nsp. 32(x06) 33(x06) 10(x03) 12(x03) 04 (+01)

6. R. robustus IV 43(x08) 42(x08) 27(x06) 31(x06) 28(x06) 05 (+02)

7. R. robustus 6.4 3407 3307 15(x03) 18(x04) 15(x04) 27(x06) ®

B. Distancia 2 1 2 3 4 5 6 7

1. R. prolixus

2. R. robustus | 08(x03) )

3R, robustus Il 3307 31(x07) 02 (+01)

4 R robustus 11 36(07) 34(07) 10(03) 01(x0,1)

5. R, robustus nsp. 30(#07) 3107 11(x03) 14(x03) 02 (+01)

6. R. robustus IV 43(x08) 41(x08) 26(x04) 29(x05) 25(x05)  05(£02)

7. R. robustus 6.4 3207 31(07) 14(x03) 17(x04) 16(x04) 25(x05) =

C. Distancia 3 1 2 3 4 5 6 7

1. R. prolixus

2. R. robustus | 08(x03) )

3. R, robustus I 40(07) 38(x06) 0,1 (+0,1)

4 R robustus 11 38(07) 36(07) 10(x03) 01 (+01)

5. R, rabuSILS .. 37(x07) 40(x07) 14(x03) 15(x03) 0,1(+0,1)

6. R, robustus IV 43(07) 42(07) 29(x05) 29(+05) 3,1(x06) 05 (+0,1)

7 R robustus 6.4 38(x07) 3,6(x07) 16(x04) 17(x04) 19(x04) 28 (0,6) =
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Nessa reanalise as médias das porcentagens de divergéncia entre as sequéncias
em comparacOes intraespecificas foram todas menores do que aquelas obtidas em
comparacOes interespecificas (0,1-0,5% e 0,8-4,3%, respectivamente). Como
resultado, a topologia da arvore de ITS-2 mostrou claramente a separacdo entre as
espéecies amazénicas de R. robustus s.l. (II, 11, 1V e 6.4), com apoio estatistico de
bootstrap acima de 75 (Figura 5.4). Os clones das amostras provenientes de Careiro
Castanho foram agrupadas dentro do clado de R. robustus Il. J& os clones analisados
de Uliandpolis e de S&o Roberto, assim como na topologia obtida a partir do mtCytb,
foram agrupados em um clado separado das demais espécies amazonicas (R. robustus
n.sp.; BS = 82). As diferencas entre as topologias obtidas com base nas sequéncias de
ITS-2 e mtCytb foram: (1) R. robustus Il estd filogeneticamente mais relacionada
com R. robustus Il do que com R. robustus 1V; (2) R. robustus Il1 é filogeneticamente

mais proxima de R. robustus 1l do que de R. robustus n.sp.

R. robustus |

s
82 108V Surneci P10 R. barretti

0.0030

Figura 5.4. Arvore filogenética de ITS-2 ap6s anélise de homologia das sequéncias.

Arvore consenso construida construida por ML com base em matriz de distancias TrN +T" das
46 sequéncias de ITS-2 de R. prolixus e R. robustus s.l. selecionadas. A confianca dos
agrupamentos foi testada a partir de 1000 replicacdes de bootstrap. O enraizamento da arvore
foi feito no ponto médio. Diferente do observado na reconstrucdo filogenética a partir do
mtCytb, R. robustus Il est4 filogeneticamente mais proximo de R. robustus Il do que de R.
robustus 1V.
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5.2.3. Arvore filogenética de espécies com base nas sequéncias de mtCytb e ITS-2

A inferéncia filogenética bayesiana concatenando as informacgdes genéticas
contidas nas sequéncias de mtCytb e nos clones de ITS-2 foi realizada com o objetivo
de saber qual o consenso obtido em relacdo ao relacionamento entre R. robustus I,
I, IV e n.sp. e se os clones de ITS-2 que apresentaram porcentagens de divergéncia
nucleotidica acima do esperado em comparacOes intraespecificas representam uma
classificacdo incompleta da linhagem (ILS). Para esta analise, foram incluidos todos
o0s clones de ITS-2 de cada um dos espécimes sequenciados, além das sequéncias do
mtCytb obtidas neste estudo.

A partir da topologia resultante da arvore concatenada de mtCytb e ITS-2
(Figura 5.5), foi possivel confirmar a parafilia de R. robustus s.I. — R. robustus | é
filogeneticamente mais préxima de R. prolixus do que das demais espécies de R.
robustus (PP = 1.0). Em relacdo ao grau de parentesco das espécies de R. robustus
amazonicas, diferente do observado na topologia do mtCytb, R. robustus IV foi
agrupada mais proximamente a R. robustus Il do que a R. robustus Ill. R. robustus
6.4, diferente do observado na topologia da arvore de ITS-2, estad proximamente mais
relacionada a R. robustus 11 (PP = 0,93).

O clado formado por R. robustus Il e R. robustus n.sp. foi o Unico ndo
resolvido na arvore filogenética. Apesar destas duas espécies terem sido agrupadas em
um clado distinto das demais espécies amazonicas de R. robustus s.I. (PP = 1.0), a

separacdo entre elas teve baixo apoio estatistico (PP = 0,39).
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Figura 5.5. Arvore filogenética consenso de espécies obtida a partir da concatenagio das
sequéncias de mtCytb e ITS-2.

A confianca dos agrupamentos foi testada a partir do célculo da probabilidade posterior. O
enraizamento da arvore foi feito no ponto médio. A topologia final se assemelhou mais aquela
obtida a partir das sequéncias de ITS-2 do que a obtida com base em mtCytb.

5.3. Andlise de microssatélites

A partir da descoberta inesperada de seis individuos molecularmente
identificados como R. robustus Il e seis identificados como R. robustus n.sp.
habitando uma mesma palmeira em Ulianépolis (Pard), foi possivel testar se ha fluxo
génico entre estas linhagens. Este teste foi realizado com base na andlise de 10 loci de
microssatélites previamente descritos em R. prolixus (Fitzpatrick et al., 2009; Harry et
al., 2008b). Para fins de comparagéo, foram adicionadas cinco amostras provenientes
de S&o Roberto, Maranhdo (R. robustus n.sp.), e cinco de Rondon do Pard, localidade
adjacente de Uliandpolis, onde foram encontrados somente espécimes de R. robustus
.

Todos os 10 loci foram amplificados com sucesso nas 17 amostras
provenientes de Uliandpolis e Rondon do Pard. Apenas o locus R8 ndo foi

amplificado nas cinco amostras de S&o Roberto. Nove dos 10 loci isolados de R.
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prolixus apresentaram em R. robustus Il e n.sp. tamanhos diferentes do esperado
(Tabela 4.4).

Dois a sete alelos foram observados em cada um dos loci analisados [média de
3,5 alelos por locus (Awm)]. List014-21 e List014-64 foram os mais polimérficos,
apresentando seis e sete alelos, respectivamente. JA& R8 e List014-13 foram
considerados monomorficos, por apresentarem frequéncias do alelo mais comum em

proporcdes maiores que 95% e, portanto, foram excluidos das analises subsequentes.

Para testar a hipotese de que ha fluxo génico entre R. robustus Il e n.sp. em
areas simpatricas (H,), as amostras foram agrupadas em quatro populacées, sendo: (1)
seis espécimes de R. robustus n.sp. provenientes de Ulianopolis; (2) seis de R.
robustus 111 de Uliandpolis; (3) cinco de R. robustus n.sp. de Sdo Roberto; e (4) cinco
R. robustus Il de Rondon do Pard. A hipotese nula (Hp) neste caso € que o0s

individuos agrupados em 1 e 2 pertencem a mesma populacao.

Os loci R13 e List014-21 da populacdo de Sdo Roberto apresentaram
evidéncias para alelos nulos. Contudo, a inclusdo destes alelos nas anélises nédo
influenciou os resultados finais e, portanto, eles foram mantidos (dados ndo

mostrados).

Em nenhum dos agrupamentos da Hy ou H; foi detectado indicios de abandono
de alelos (allele drop out). Ao agrupar as amostras de acordo com a Hy, 0 numero de
alelos observados em cada locus variou de um a quatro em cada populagdo. As
populacbes de R. robustus n.sp. de Uliandpolis e R. robustus 1l de Rondon do Para
foram as que apresentaram a maior media de alelos por locus (Ami = 2,22; Awz =
1,78; Amz = 1,33; Aws = 2,22) e a populacdo 3 foi a que mais apresentou loci

monomorficos (Lmy = 1; Lmz = 3; Lms = 4; Lwsa = 1; Tabela 5.7).
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Tabela 5.7. Resumo da variabilidade dos 10 loci de microssatélites encontrada nas quatro
populagdes de R. robustus 111 e n.sp. analisadas.

ULRr n.sp. = amostras de R. robustus n.sp. coletadas em Uliandpolis (Pard); UL Rr 11l =
amostras de R. robustus Il coletadas em Uliandpolis (Pard); MA Rr n.sp. = amostras de R.
robustus n.sp. coletadas em Sdo Roberto (MA); RP Rr 11l = amostras de R. robustus Il
coletadas em Rondon do Paré (Pard); N = numero de amostras analisadas; L = nimero de
loci analisados; Ly = nimero de loci monomdarficos; Ar = nimero de alelos privados.

Populacéo N La Lm Au Ap
1. UL Rr n.sp. 6 10 1 2,22 1
2.ULRrll 6 10 3 1,78 1
3. MA Rr n.sp. 5 9 4 1,33 3
4. RP Rr 11 5 10 1 2,22 8

Nos oito loci analisados, foram encontrados ao todo 13 alelos privados (Tabela
5.7), sendo um na populacdo 1 (120 em R31), um na populagdo 2 (308 em List014-
21), trés na populagdo 3 (280 em List014-21, 250 e 254 em List014-64) e oito na
populagéo 4 (257 em R4, 153 em List014-25, 130 em R31, 309 em List014-10, 112 e
118 em List014-10, 302 em List014-21 e 256 em List014-64).

Apos a correcdo dos niveis de significancia de todos os testes com multiplas
comparagoes (oo = 0,015), foi possivel observar que as diferencas nas frequéncias
alélicas de todos os loci (ndo monomorficos) foram informativos para a separacao das
populagdes (Tabela 5.8). Os resultados obtidos no teste do Chi-Quadrado dos valores
G aplicados nas analises de Shannon (Tabela 5.9) mostraram entre as populacfes 1 e
3 diferencas significativas nas frequéncias alélicas de dois loci (List014-10 e List014-
21). Adicionalmente, as frequéncias alélicas de 4 loci (List014-25, R26, List014-21 e
List014-64) foram significativamente distintas nas comparagdes entre as populacdes 1
e 4. J& as comparacgOes entre as populacfes 2 e 3, 2 e 4, e ainda 3 e 4 resultaram na
identificacdo de diferencas significativas nas frequéncias alélicas de cinco (List014-
25, List014-10, List014-21 e List-014-64), quatro (List014-25, R26, List014-21 e
List014-64) e cinco (List014-25, List014-10, R26, List014-21 e List014-64) loci,
respectivamente. Apesar de néo ter sido encontrado nenhum locus diagnostico para as
populacbes simpétricas de R. robustus n.sp. e R. robustus Ill, estas apresentaram no

locus R31 frequéncias alélicas significativamente distintas (P = 0,01).

Com base nas andlises de PCA, foi possivel observar trés agrupamentos,

compostos pela populagéo 3, populagédo 4 e populagdes 1 e 2 (Figura 5.6). Portanto,
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ndo foi possivel separar as populacdes de R. robustus Il e n.sp. coletadas em uma

mesma palmeira.
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Tabela 5.8. Frequéncia alélica encontrada em cada uma das quatro populac@es dos 10 loci de
microssatélites analisados.

Locus Alelos ULRrnsp ULRrlll MARrnsp RPRrlll

R13 188 0,167 0,000 0,400 0,000
190 0,833 1,000 0,600 1,000

R4 253 0,750 0,667 1,000 0,900
257 0,000 0,000 0,000 0,100

266 0,250 0,333 0,000 0,000

List014-25 151 0,833 0,500 1,000 0,000
153 0,000 0,000 0,000 0,100

170 0,167 0,500 0,000 0,900

R31 120 0,333 0,000 0,000 0,000
126 0,667 1,000 1,000 0,800

130 0,000 0,000 0,000 0,200

List014-010 307 0,500 0,500 0,000 0,800
309 0,000 0,000 0,000 0,100

311 0,250 0,333 0,000 0,000

317 0,250 0,167 1,000 0,100

R26 112 0,000 0,000 0,000 0,800
116 1,000 1,000 1,000 0,000

118 0,000 0,000 0,000 0,200

List014-21 280 0,000 0,000 0,400 0,000
298 0,250 0,000 0,600 0,500

300 0,500 0,500 0,000 0,000

302 0,000 0,000 0,000 0,500

304 0,250 0,333 0,000 0,000

308 0,000 0,167 0,000 0,000

List014-64 244 0,167 0,333 0,000 0,100
250 0,000 0,000 0,200 0,000

252 0,583 0,667 0,600 0,000

254 0,000 0,000 0,200 0,000

256 0,000 0,000 0,000 0,400

258 0,083 0,000 0,000 0,400

260 0,167 0,000 0,000 0,100
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Tabela 5.9. Valores do indice G calculados a partir de comparagdes par-a-par das frequéncias alélicas interpopulacionais de cada um dos 8 loci polimérficos analisados.

O indice de significancia alfa foi corrigido para 0,014 pelo método de FDR. Em vermelho, os P-valores obtidos pelo método do Chi-Quadrado das comparagdes
estatisticamente significativas. Note que a populacdo 1 (R. robustus n.sp. proveniente de Uliandpolis, Pard) apresenta frequéncias alélicas do locus R31 significativamente
distintas das observadas na populagdo simpatrica de R. robustus 111 (Pop 2). A numeracdo das populacdes esta de acordo com o apresentado no texto. Pop = Populagéo; gl =
graus de liberdade; Chi = Chi-Quadrado.

Comparacgoes

Pop 1 x Pop 2

Pop 1 x Pop 3

Pop 2 x Pop 3

Pop 1 x Pop 4

Pop 2 x Pop 4

Pop 3 x Pop 4

2,96

151

7,40

2,59

6,56

R13

gl P (Chi)
1 0086
1 0219
1 0007*
1 0108
0 1

1 001*

0,20

4,03

5,59

5,36

6,81

144

R4

gl

(Chi)

0,653

0,045

0,018

0,068

0,033

0,23

G

3,10

2,59

9,15

19,8

10,1

21,7

List014-25
gl P (Chi)
1 0,078
1 0,108
1 0,002*
P<
2
E-04*
2 0,006*
P<
2
E-04*

120

6,35

5,59

8,14

3,40

2,99

R31

o]

P (Chi)

0,012*

0,018

0,017

0,065

0,084

G

0,35

16,3

19,5

6,67

7,38

21,0

List014-10
gl P(Chi)
2 0,842
P<
2
E-04*
P<
2
E-04*
3 0,082
3 0,061
P<
2
E-04*

30,32

30,32

27,73

R26
gl P(Chi)
0 1
0 1
0 1
P<
2
E-04*
P<
2
E-04*
P<
2
E-04*

List014-21
P
G d (chi
708 3 007
P<
1886 3
E-04*
P<
3032 4
E-04*
P<
1973 3
E-04*
P<
3032 4
E-04*
1257 2 0,002

List014-64

P
G 9 chp
491 3 0179
1237 5 003
11,19 3 0011*
1767 4 0001*

P<
2531 4

E-04*

P<
2773 6

E-04*
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Figura 5.6. Gréafico das trés coordenadas utilizadas na analise de PCA dos loci de
microssatélites analisados.

De cima para baixo (eixos X e eixos Y) — Coordenada (Coord.) 1 x Coord. 2; Coord. 1 x
Coord. 3; e Coord. 2 x Coord. 3. Pop = Populacéo; gl = graus de liberdade.

Né&o foi observado qualquer indicio de desequilibrio de ligacdo nos loci de
cada populagio (P > 0,015). Em referéncia ao equilibrio das populagdes da H;
segundo o modelo de Hardy-Weinberg (H-W), apenas List014-10 e List014-21 na
populacdo 1 apresentaram desvios significativos do equilibrio (Tabela 5.10). Quando
1 e 2 foram agrupadas em uma Unica populacdo (Ho), ndo foram observados desvios

significativos (dados ndo mostrados).
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Tabela 5.10. Teste Chi-Quadrado das frequéncias alélicas dos marcadores microssatélites das
populagdes de R. robustus 111, IV e sp. nov.

Anélise feita para avaliar se as frequéncias alélicas encontradas em cada populacéo dos oito
loci polimorficos estdo de acordo com o esperado caso estivesse em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Somente a populagdo 1 apresentou dois loci em desequilibrio, List014-10 e
List014-21.

Pop 1 - UL Rr nsp Pop2-ULRrII Pop 3—- MA Rr nsp Pop4-RPRr Il
Locus Chi- Chi- Chi- Chi-
Quadrado gl P Quadrado gl P Quadrado gl P Quadrado gl P
R13 0,240 1 0624 0,240 1 0,624 5,000 1 0,025 5,000 1 0,025
R4 0,667 1 0414 1,500 1 0221 1,500 1 0221 0,062 1 0804

List014-25 0,240 1 0624 6,000 1 0016 6,000 1 0016 0,062 1 0,804
R31 0,375 1 0540 0,375 1 0540 0,375 1 0540 5,000 1 0,025
List014-10 12,000 3 0,007 6,000 3 0112 6,000 3 0112 10,000 3 0,019
R26 - - - - - - - - - 5,000 1 0,025
List014-21 12,000 3  0,007* 6,000 3 0112 5,000 1 0,025 5,000 1 0,025
List014-64 6,245 6 039 1,500 1 0221 10,000 3 0019 15,000 6 0,020

* valor significativo apds a corre¢do do valor-P pelo algoritmo de FDR (P = 0,012) para multiplas comparagdes.

Nenhum dos valores de Fs calculados para cada populagédo apresentou valores
significativos, possivelmente em funcdo do tamanho amostral (P > 0,08) (Tabela
5.11). Ao contrario do observado em compara¢Ges intrapopulacionais, as
comparacOes interpopulacionais feitas com base nos indices de Fst e Rst (Tabela
5.11) revelaram que praticamente todas as populagdes estdo estruturadas. A excegéo
foi observada justamente quando as populacdes simpatricas de R. robustus Il e n.sp.
foram comparadas (Fst = 0,03, P =0,18; Rst = 0,12, P = 0,05).
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Tabela 5.11. Valores dos indices de Rsr (abaixo da diagonal) e Fsr (acima da diagonal)
calculados a partir de comparacdes par-a-par das frequéncias alélicas interpopulacionais dos
oito loci polimorficos analisados.

O indice de significancia alfa foi corrigido para 0,014 pelo método de FDR. Note que 0s
valores de Rst e Fst ndo foram significativos apenas na comparacao entre as populacdes 1 e 2.
Na diagonal (em cinza), os valores de Fs calculados a partir de comparacdes par-a-par das
frequéncias alélicas intrapopulacionais dos oito loci polimérficos analisados. Nenhum dos
valores foi significativo, provavelmente em funcdo do baixo ndmero amostral de cada

populagéo.

Populagéo 1 2 3 4
1. UL Rr nsp 0,11 0,03 0,25* 0,43*
2. ULRrlN 0,12 -0,61 0,36* 0,41*
3. MA Rr nsp 0,99* 0,99* 0,78 0,66*
4. RP Rr I 0,34* 0,34* 0,99* 0,07
* P < 0,0001

Nas andlises bayesianas para a definicdo do nimero de agrupamentos (K) em
que as populacbes amostradas estariam inseridas, as cadeias de MCMC
permaneceram visualmente estiveis e ndo apresentaram nenhuma tendéncia. Com
base na observacdo dos valores de AK (Figura 5.7), as populacdes da H; foram

separadas em agrupamentos distintos (Figura 5.8).
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Figura 5.7. Gréafico dos valores de verossimilhanca para definicdio do numero de
agrupamentos (K).

A esquerda, o gréfico dos valores de verossimilhanca calculados a partir do log natural da
probabilidade dos dados em agrupamentos (K) de dois a seis populagdes. Note que o valor de
verossimilhanca do agrupamento contendo quatro populacBes apresentou 0 menor desvio-
padrdo em relacdo a média e antecede imediatamente o platd do gréafico. A direita, os valores
de Delta K (AK) plotados em um grafico. Note que o maior valor obtido foi para o
agrupamento contendo quatro populacdes.

Apesar da falta de um locus diagndstico, os individuos de R. robustus Il e

n.sp. coletados em uma mesma palmeira foram identificados como representantes de
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populagdes distintas. O Unico indicio de fluxo génico significativo entre as quatro
populacdes foi evidenciado no agrupamento de R. robustus 111 proveniente de Rondon
do Pard. Um individuo desta localidade apresentou 93,4% de chances de pertencer ao
agrupamento de R. robustus s.I. de Uliandpolis. Este resultado indica um possivel

evento de hibridacédo entre R. robustus 1l e n.sp. em Rondon do Para.

Figura 5.8. Gréfico da estruturacdo das quatro populagdes
analisadas.

A partir do resultado, foi possivel confirmar a separacdo das
populagbes simpétricas de R. robustus n.sp. e R. robustus IlI
provenientes de Uliandpolis (PA). Um individuo da populacdo
de R. robustus Ill de Rondon do Para (PA) foi identificado
como geneticamente mais semelhante aos individuos
pertencentes a populagdo de R. robustus n.sp. de Uliandpolis.

5.4. Isolamento de novos marcadores moleculares no genoma de R. prolixus e
analises filogenéticas

5.4.1. Marcador molecular diagnostico para R. prolixus - AmpG

Em uma etapa inicial do estudo, com o objetivo de identificar marcadores
diagnosticos para R. prolixus, sete amplicons foram testados em 27 R. prolixus, dois
R. robustus I, quatro R. robustus I, quatro de R. robustus Il e seis de R. robustus 1V
(Tabela 1 do Anexo 1). Nesta primeira andlise, as amostras amplificadas por PCR e
sequenciadas para esses sete marcadores revelaram 13 polimorfismos, nove dos quais
sdo polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) [Tabela A.2 do Anexo 1]. Um
destes SNPs, localizado no sitio 280 da regido de 364-pb amplificada do AmpG com
os primers AmpGF, 5° - GAG AGC TGA AGA TAG GCA AGC G, e AmpCR, 5’ -
TGA TAA CTG GAT TAG GCG CAG C foi diagndstico para R. prolixus (i.e. todos
os R. prolixus tém uma adenina, ao invés de uma guanina, neste sitio). Para confirmar
a consisténcia e utilidade deste SNP como marcador diagnostico para identificacdo de

R. prolixus foram sequenciados outros 154 espécimes, dos quais 46 R. prolixus, sendo
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23 provenientes da Guatemala, Colémbia, Venezuela (além de 23 de uma localidade
desconhecida), dois R. robustus | (Trujillo, Venezuela), 83 R. robustus II,
provenientes do Equador (Sucumbios), Brasil (uma localidade do Amazonas e sete do
Pard) e Bolivia (uma localidade de Pando e quarto de Santa Cruz); 19 R. robustus Ill,
provenientes do Brasil (quatro localidades do Para e duas de Tocantins); e quatro R.
robustus IV, sendo um do Brasil (Para) e trés da Guiana Francesa (Cayenne e Remiré)
(Tabela 4.3; Tabela 1 do Anexo 1). O sitio 280 permaneceu sendo diagndstico para R.

prolixus.

O resultado filogenético da arvore bayesiana consenso e da rede de hapl6tipos
construida a partir das sequéncias do AmpG confirmaram a natureza parafilética de R.
robustus s.I. com respeito a R. prolixus (Figura 2 do Anexo 1). R. prolixus e R.
robustus | compartilham oito sitios polimérficos, trés dos quais informativos para as
andlises de parciménia (A, C, and A, nas posicBes 174, 270 e 360, respectivamente;
Tabela 2 do Anexo 1). A porcentagem de divergéncia K-2p entre as sequéncias destas
espécies € de 0,6%, em contraste com 1,1-1,7% observados nas comparacgdes entre
sequéncias de R. robustus | e R. robustus 1I-1V (Tabela 3 do Anexo 1). A regido do
AmpG (amplicon contendo o SNP diagndstico para R. prolixus) esta localizada no
quarto intron do gene hipotético de cdpia Unica Proteina Transmembrana 165
(TP165), que parece estar localizado no cromossomo X de R. prolixus (Figura 3 do
Anexo 1). Maiores detalhes acerca dos resultados desta se¢cdo podem ser encontrados
no Anexo 1.

5.4.1. Genes do reldgio circadiano
Nestas analises, ndo foi possivel obter sequéncias de R. robustus | e V e de R.

barretti, devido ao mal estado de conservacao dos espécimes obtidos.

5.4.2. period
Foram utilizadas as sequéncias das proteinas homoélogas de PER de Antheraea
pernyi, Drosophila melanogaster, Periplaneta americana, Apis mellifera, Culex

quinquefasciatus, Gryllus bimaculatus, Pediculus humanus corporis, Riptortus
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pedestris e Tribolium castaneum (das quais as trés primeiras foram anotadas

manualmente e revisadas) para a definicdo das regides conservadas em insetos.

A partir do alinhamento da sequéncia de D. melanogaster com as de outros
oito insetos, foi possivel identificar em todos os ortélogos de PER as regibes de
dominio protéico PAS-1 e PAS-2. Os dominios de R. pedestris (Hemiptera:
Coreoidea) foram escolhidos como base para buscar a regido homologa
correspondente no genoma de R. prolixus, por conta da maior proximidade
filogenética desta espécie com os triatomineos. Oito hits foram encontrados em
regides no sentido senso do Supercontig 18070 (GL563191). A regido com maior
similaridade (escore = 157 bits; e-value = 5e-39) esta inserida na proteina codificante
RPTMP03145-RA (na posicao 5234661-5264037), criada a partir das predigoes “C1”
e “Lagerblad”.

Quando a sequéncia completa de PER de D. melanogaster foi utilizada na
busca, foram encontrados 13 hits, cujas regiées mais similares continuaram inseridas
na proteina predita RPTMP03145-RA (melhor hit com escore = 396 e e-value = le-
110). O resultado foi semelhante ao de quando a sequéncia completa do ortélogo de
PER de R. pedestris foi submetida como base para a busca (20 hits, todos na regido de
RPTMP03145-RA; melhor hit com e-value = 0 e escore = 706). De acordo com a
predigdo “C1”, a proteina candidata a ser homologa de PER apresenta 1.136 AA
(entre as posicBes 5240104 e 5263201 do Supercontig 18070), 88 AA a menos que a
maior das proteinas de insetos selecionadas para as andlises (D. melanogaster). O
gene predito € composto por 23.198 pares de base, que compdem em 26 éxons e 25
introns. Na predigdo “Lagerblad”, a proteina RPTMP03145-RA foi predita como
sendo um pouco menor, com 884 AA, localizados entre as posicdes 5249785 e
5263307 do mesmo Supercontig. Nesta predicdo, a regido do genoma de R. prolixus
que abrange os cinco éxons e introns iniciais da predicdo “C1” ndo foi considerada
como pertencente ao gene (Figura 5.9).
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Figura 5.9. Exons (quadrados em ciano) e introns (linhas em cinza e ciano) do gene per
predito.

Cada uma das trés linhas formadas por barras verticais pretas representa um quadro de leitura
do éxon (o mais alto representa leitura na primeira base). As setas voltadas para a direita no
retangulo abaixo dos quadros de leitura representam a leitura do gene no sentido senso. As
setas em vermelho indicam a posicao dos éxons 6 e 7 em que 0s iniciadores foram
desenhados, de forma a amplificarem pela PCR um fragmento de 986-pb contendo o intron 6
por completo (908-pb).

Quando as sequéncias de AA de ambas as predicdes foram inseridas no
alinhamento das proteinas de insetos homdélogas de PER, observou-se que a predicao
“C1” € mais correta do que a “Lagerblad”. Os aminoacidos da predigao “C1” foram
alinhados no inicio da sequéncia de R. pedestris, sendo os primeiros 50 idénticos. J& a
sequéncia da predicdo “Lagerblad” foi alinhada apenas no 175° aminoacido dessa
espécie. As andlises posteriores de curadoria confirmaram que a predigdo “C1” estava

correta (resultados ndo mostrados).

Com base no alinhamento das sequéncias de proteinas homologas de PER com
RPTMP03145-RA, foi possivel identificar os dominios PAS-1 e PAS-2 na sequéncia
de R. prolixus. Ademais, a topologia da arvore filogenética dos ortélogos de PER de
insetos confirmaram que RPTMPO03145-RA é a proteina ortéloga de PER em R.
prolixus (Figura 5.10). Esta sequéncia foi agrupada com a de R. pedestris em um
mesmo clado. R. prolixus e R. pedestris sdo filogeneticamente mais relacionadas as
espécies das Ordens Dyctioptera e Orthoptera (P. americana e G. bimaculatus) do que

as espécies da Ordem Diptera (D. melanogaster e Cx. quinquefasciatus).

A regido escolhida para o anelamento dos iniciadores é bastante conservada
em insetos da Ordem Hemiptera. O iniciador senso (PER_F 5 -
GTGGTTATGCCCTCGTGGAA) esta ancorado na porcéo final do dominio PAS-2 e
0 anti-senso (PER_R 5’- CGTTACATCAGGATTGGTGGG) no éxon subsequente.
Além do intron de 908-pb, os iniciadores amplificam os 25 aminoacidos finais de

PAS-2 e dois amino&cidos do éxon seguinte, totalizando 989-pb.
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Apbs os diferentes testes nas reacdes de PCR para amplificacdo de amostras
de R. prolixus e R. robustus Il, os melhores resultados foram obtidos a partir da
utilizagdo, em cada volume final de rea¢do de 25ul, de 10ng de DNA, 2,5 uL de
tampéo, 1,25 pL de cloreto de magnésio (MgCly), 2,5 uM de cada primer e 1,25
unidades de Tagq Platinum® DNA polimerase (Invitrogen). As amostras foram
submetidas a 96 °C por 5 min, seguido de 94 °C por 30 segundos, 63 °C por 3 min e

72 °C por 3min, e ainda & uma extensdo final de 72 °C por 30 min.
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Figura 5.10. Arvore filogenética de NJ construida com base em sequéncias de aminoacidos
dos ortélogos de PER em Insecta.

O modelo de substitui¢do utilizado foi o Dayhoff. Apenas as regides das proteinas que nao
continham gaps de alinhamento foram analisadas. A confianca dos agrupamentos foi testada a
partir de 1000 replicagdes de bootstrap. Somente os valores maiores ou iguais a 70 sdo
mostrados. Note que a sequéncia de AA de R. prolixus se insere em um agrupamento interno
da avore dos ortélogos de PER (estd proximamente relacionada a um outro hemiptero, R.
pedestris), provando que o gene isolado do genoma de R. prolixus é ortélogo de per. Em
vermelho, o ramo da &rvore representado por R. prolixus.

Cinquenta e uma amostras tiveram o fragmento ort6logo de per sequenciado
(nove R. prolixus, 21 R. robustus Il, 17 R. robustus Ill, um R. robustus n.sp. e trés R.
robustus 1V). Trinta e nove sitios variaveis e nove indels (que variam de 1 a 38

nucleotideos) foram observados.
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O modelo de substituicdo nucleotidica adotado nas reconstrucdes filogenéticas
bayesianas e de ML das sequéncias do ortélogo de per foi o Hasegawa, Kishino e
Yano (Hasegawa et al., 1985), com quatro pardmetros da distribuicdo gama para a
variagdo das taxas de substituicdo nucleotidica entre os sitios (HKY +I'). Nas
inferéncias filogenéticas bayesianas, foi utilizado o modelo estocastico Dollo de
multi-estado (Alekseyenko et al., 2008) para a analise dos indels, substituindo os

nucleotideos e os gaps de alinhamento por “1” e “0” em uma matriz binaria.

Com base na topologia resultante da analise das sequéncias de per sem 0s
indels (Figura 5.11), é possivel identificar a separacdo entre R. prolixus e R. robustus
s.l. Contudo, 0 mesmo ndo pode ser dito em relacdo as linhagens de R. robustus s.I.
Quatro clados foram observados na arvore filogenética resultante. No primeiro clado,
as amostras de R. prolixus foram agrupadas separadamente das demais (ML = 100;
PP = 1.0). No segundo clado foram agrupados todos os espécimes de R. robustus Il
com quatro espécimes de R. robustus Ill provenientes de Paraupebas (Para). Este
clado é filogeneticamente mais distante dos outros dois clados de R. robustus s.I. (BS
= 95; PP =1,0). No terceiro, estdo agrupados os demais individuos de R. robustus Il1.
Finalmente, o quarto clado foi composto por sequéncias de R. robustus IV e R.
robustus n.sp. A separacdo entre as sequéncias destas duas espécies ndo foi bem

apoiada estatisticamente (BS < 70 e PP < 0,8).

A topologia da arvore contendo as informacdes dos indels (Figura 5.12)
confirmou a separacdo entre R. prolixus e R. robustus s.I. (PP = 1.0). Entretanto, ndo

foi observada nenhuma separacéo confiavel entre os demais clados (PP < 0,8).
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Figura 5.11. Arvore filogenética de per.

Arvore consenso construida pelo método bayesiano com base em matriz de distancias HKY
+1 +I" para as sequéncias de per de R. prolixus e R. robustus s.l. A confianca dos
agrupamentos foi testada a partir do célculo da probabilidade posterior (mostrados na parte de
cima de cada ramo) e 1000 replicacbes de bootstrap (mostrados na parte de baixo de cada
ramo), calculados na inferéncia filogenética feita pelo método de méaxima verossimilhanca.
Apenas os valores de probabilidade posterior acima de 0,8 e de bootstrap acima de 80 sdo
mostrados. O enraizamento da arvore foi feito no ponto médio. Note que o segundo e terceiro
clados (de cima para baixo) agrupam sequéncias de R. robustus Il com algumas de R.
robustus 11, e de R. robustus IV com as de R. robustus n.sp., respectivamente.
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Figura 5.12. Arvore filogenética dos indels de per.

Arvore consenso construida pelo método bayesiano com base no algoritmo Dollo de
multiestado para os indels do ort6logo de per de R. prolixus e R. robustus s.l. codificados em
uma matriz binaria. A confianca dos agrupamentos foi testada a partir do célculo da
probabilidade posterior. Apenas os valores de probabilidade posterior acima de 0,8 sdo
mostrados. O enraizamento da arvore foi feito no ponto médio. Note que a partir da analise
dos indels, é possivel diferenciar apenas R. prolixus de R. robustus s.l.

5.4.3. timeless

A definicdo das regides mais conservadas nas proteinas homaélogas de TIM em
insetos foi realizada com base no alinhamento das sequéncias de aminoacidos (AA)
de D. melanogaster (isoforma D), T. castaneum (isoforma A), P. humanus corporis e
Cx. quinquefasciatus. Apenas a proteina de D. melanogaster foi anotada manualmente

e revisada.

Foi feita uma busca no alinhamento das sequéncias homoélogas de TIM por
uma regido de AA ja conhecida em D. melanogaster, que estd relacionada ao bom
funcionamento do relogio circadiano (5° — VSTLQKLLSLWFEASLSESSEDNESNT
SPPKQ). Devido a sua importancia funcional, esperava-se que esta regido fosse
conservada nas demais proteinas homdlogas e, portanto, muito Gtil para uma busca

inicial no genoma de R. prolixus pela proteina homdloga de TIM.

Apenas no penultimo aminoacido dessa regido funcional foi encontrada uma

substituicdo (de K para E) em T. castaneum e P. humanus corporis. Adicionalmente,
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0s 17 aminoéacidos anteriores a regido-alvo eram idénticos em todos 0s insetos (5° —
WGVTMVQLIALIYKDQH). Portanto, além da regido de importancia funcional ja
conhecida em D. melanogaster, esses 17 amino&cidos foram adicionados a sequéncia-
base para a comparagdo com R. prolixus.

Quando esta sequéncia de AA foi buscada no genoma de R. prolixus, o e-value
e 0 escore resultantes foram insatisfatorios (5e-07 e 49 bits, respectivamente),
provavelmente em funcdo do tamanho curto da sequéncia-base. Contudo, esta busca
inicial revelou uma regido no Contig de R. prolixus GL562808 (Supercontig 17687)
de grande identidade com a sequéncia-base (25 aminodcidos semelhantes de 29
comparados), levantando a suspeita de que esta deveria ser a provavel localizacdo da
proteina homéloga de TIM em R. prolixus. Esta sequéncia de 29 AA esta inserida em
uma proteina predita por “C1” ¢ “Lagerblad”, chamada RPTMP07247-RA.

Uma nova busca foi realizada, desta vez utilizando a sequéncia completa de
AA de TIM de D. melanogaster, por ser esta a Unica anotada manualmente e revisada.
A proteina codificante predita RPTMP07247-RA no sentido anti-senso foi confirmada
como a principal candidata a ser homdloga de TIM em R. prolixus (melhor hit com

escore de 543 bits e e-value igual a 1e-154).

A proteina RPTMP07247-RA predita por “C1” esta inserida entre as posigdes
123097 e 144756 do Supercontig 17687 do genoma de R. prolixus, e contém 1086
AA, sendo, portanto, a terceira maior proteina homologa de TIM em relacdo aquelas
selecionadas de outros insetos (21 AA a menos que a isoforma A de T. castaneum e
10 a mais que a proteina de P. humanus corporis). O gene de RPTMP07247-RA
apresenta 21.660 nucleotideos que compbem 27 éxons e 26 introns. A predicdo
“Lagerblad” esta localizada no meio da predigdo “C1” (posi¢cdes 130468-135093;
Figura 5.13), contendo apenas 513 AA, quase a metade do tamanho da menor proteina
selecionada de insetos (996 AA, em Cx. quinquefasciatus). O gene predito por
“Lagerblad” contém 12 éxons e 11 introns e negligencia os éxons 1-12, 24, 26 e 27 do
gene de “C1”. Adicionalmente, as predi¢des sdo discordantes em relacdo a posigéo de
inicio dos éxons 13 e 22 e do fim dos éxons 15, 19 e 25 de “C1” (1 e 11; 3,7 e 13 em

“Lagerblad”, respectivamente).
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Figura 5.13. Exons (quadrados em ciano e amarelo) e introns (linhas em cinza e ciano) do
gene ortdlogo tim predito.

Cada uma das trés linhas formadas por barras verticais pretas representa um quadro de leitura
do éxon (o mais alto representa leitura na primeira base). O retangulo em vermelho
representam os éxons preditos erroneamente. As setas voltadas para a direita no retangulo
cinza acima dos quadros de leitura representam a leitura do gene no sentido antissenso. As
setas em vermelho indicam a posicdo dos éxons 15 e 16 em que 0s iniciadores foram
desenhados, de forma a amplificarem pela PCR um fragmento de 731-pb contendo o intron 15
por completo (623-pb).

Ao comparar a sequéncia de aminoacidos da predicdo “C1” com as sequéncias
homologas de TIM, foi possivel encontrar a regido conservada em insetos que esta
relacionada ao bom funcionamento do reldgio circadiano (37 de 44 AA idénticos).
Contudo, os trés altimos aminoacidos desta regido foram separados por 123 AA,
produtos dos éxons 7 a 12. A sequéncia aminoacidos da predicdo “Lagerblad” se
inicia nestes trés Gltimos aminodcidos da regido conservada e, portanto, parece ndo
abranger a proteina homologa de TIM por completo. Com base nas analises
posteriores de curadoria, foi possivel identificar que a regido entre os éxons 7 e 12
eram uma predicdo errbnea e, consequentemente, foram retirados da analise. A

proteina TIM de R. prolixus contém 963 AA e o0 gene 21 éxons e 20 introns.

Com base na topologia da arvore, foi possivel confirmar que RPTMP07247-
RA é a proteina homologa de TIM de R. prolixus (Figura 5.14). Esta proteina parece
ser filogeneticamente mais proxima do clado formado pelas proteinas de espécies da
Ordens Coleoptera e Phthiraptera (T. castaneum e P. humanus corporis,
respectivamente) do que do clado das espécies da Ordem Diptera (D. melanogaster e
Cx. quinquefasciatus). Contudo, devido aos baixos valores de bootstrap na arvore, 0s
resultados acerca do parentesco ndo séo conclusivos. Para fins de comparagéo, a
proteina homdloga de TIM em mamiferos (ou m-TIM) de Mus musculus foi

adicionada na analise filogenética como grupo externo.

Como o intron subsequente da regido mais conservada entre insetos era muito

curto (29-pb), a regido terminal do éxon 15 e inicial do éxon 16 foram escolhidas para
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para 0 desenho dos iniciadores senso e anti-senso (ambos os éxons foram igualmente
preditos por “C1” e “Lagerblad”). Os iniciadores (TIM_E1516F 5 — AATCGCGGTC
CAGTAACACA ¢ TIM _EI1516R 5 — AACAACATCGCCCACAGGAT) amplificam
em R. prolixus um fragmento de 731-pb, dos quais 623-pb sdo correspondentes ao
intron 15, 9-pb do éxon 15 e 93-pb do éxon 16.
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Figura 5.14. Arvore filogenética de NJ dos genes ortdlogos de TIM em Insecta.

O modelo de substitui¢do utilizado foi o Dayhoff. Apenas as regides das proteinas que nao
continham gaps de alinhamento foram analisadas. A confianca dos agrupamentos foi testada a
partir de 1000 replicagbes de bootstrap. Somente os valores maiores ou iguais a 65 sdo
mostrados. Note que a sequéncia de AA de R. prolixus se insere em um agrupamento interno
da avore dos ortlogos de TIM (estd proximamente relacionada a P. humanus corporis),
provando que o gene isolado do genoma de R. prolixus é ortélogo de tim. Em vermelho, o
ramo da arvore representado por R. prolixus.

Apos os diferentes testes nas reaces de PCR para amplificacdo de amostras
de R. prolixus e R. robustus I, os melhores resultados foram obtidos a partir da
utilizacdo, em cada um final de reacao de 25ul, das mesmas concentragdes de
reagentes utilizadas para amplificacdo do fragmento homologo de per. As amostras
foram submetidas a 96 °C por 5 min, seguido de 94 °C por 30 segundos, 65 °C por 2

min e 72 °C por 3min, e ainda a uma extensdo final de 72 °C por 20 min.
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Quarenta e cinco amostras tiveram o fragmento ortélogo de tim sequenciado,
sendo cinco R. prolixus, 16 R. robustus Il, 16 R. robustus Ill, dois R. robustus n.sp. e
seis R. robustus V. N&o foi possivel obter sequéncias de R. robustus | e V e de R.
barretti. Trinta e um sitios variaveis e oito indels (que variam de 1 a 156-pb) foram
observados. O intron 15 apresenta um polimorfismo de tamanho. As sequéncias de R.

prolixus apresentam 210-pb a mais que as de R. robustus s.1.

O modelo de substituicdo nucleotidica adotado nas reconstrucdes filogenéticas
bayesianas e de ML das sequéncias do ortélogo de tim foi 0 HKY (Hasegawa et al.,
1985), selecionado segundo BIC. Nas inferéncias filogenéticas bayesianas dos indels,
foi utilizado o modelo estocastico Dollo de multi-estado (Alekseyenko et al., 2008),
substituindo os nucleotideos e 0s gaps de alinhamento por “1”” e “0”, respectivamente,

em uma matriz binaria.

A topologia das arvores bayesiana e de ML (Figura 5.15) obtidas a partir das
substitui¢ces nucleotidicas mostraram claramente a separacéo entre R. prolixus e R.
robustus s.I (BS = 100; PP =1). As sequéncias de R. robustus s.l. foram separadas em
dois clados (BS = 99; PP = 1,0). O primeiro clado foi formado por todas as sequéncias
de R. robustus I, além de uma sequéncia de R. robustus Ill, proveniente de Maraba
(Pard), e as duas sequéncias de R. robustus n.sp. O segundo clado foi formado pelas
amostras restantes de R. robustus 111 e todas as amostras de R. robustus IV.

A éarvore filogenética bayesiana construida a partir dos indels (Figura 5.16)
mostrou apenas dois clados bem definidos (PP = 1): o primeiro formado por R.
prolixus e o segundo por R. robustus s.I. Desta forma, foi possivel concluir que os

indels do intron de tim analisado sdo filogeneticamente informativos.
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Figura 5.15. Arvore filogenética consenso de tim.

Arvore construida pelo método bayesiano e ML (HKY; PP; 1000 replicacdes de BP; raiz da
arvore no ponto médio) para as sequéncias de tim de R. prolixus e R. robustus s.I. Apenas 0s
valores de probabilidade posterior acima de 0,8 e de bootstrap acima de 70 s&o mostrados.
Note que a partir das sequéncias do ortélogo de tim é possivel diferenciar apenas R. prolixus
de R. robustus s.I.
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Figura 5.16. Arvore filogenética dos indels de tim.

Arvore consenso construida a partir do método bayesiano, utilizando o modelo Dollo
multiestado (PP; raiz da &rvore no ponto médio) dos indels de tim de R. prolixus e R. robustus
s.l. Assim como na reconstrucdo feita com base nas sequéncias de tim sem os indels, é
possivel diferenciar apenas R. prolixus de R. robustus s.I.

5.4.4. cryptochromel e cryptochrome?2
De acordo com as analises anteriores, foram selecionadas sequéncias de AA

de CRY1 de D. melanogaster e das proteinas homdélogas de Ae. aegypti e Cx.

quinguefasciatus (todas anotadas manualmente e revisadas), alem de CRY2 de Apis
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mellifera e as proteinas homologas de Bombus impatiens, Cx. quinquefasciatus e T.
castaneum para definir as regibes mais conservadas e exclusivas em cada uma das
duas proteinas em insetos. Esta abordagem inicial serviu para explorar primariamente

a variabilidade das proteinas homologas dos diferentes insetos.

As sequéncias de AA da proteina CRY1 de insetos sdo muito divergentes entre
si (entre 46 e 70% de divergéncia) e ndo apresentam uma regido claramente
conservada. Portanto, a sequéncia de D. melanogaster foi escolhida como sequéncia-
base de CRY1 para a busca no genoma de R. prolixus pela proteina homdloga
correspondente (por ter sido a primeira espécie que teve a proteina isolada). Dois hits
foram obtidos na comparacdo, ambos em uma proteina codificante predita no sentido
anti-senso por “C1” e “Lagerblad”, chamada RPTMP15799-RA. O escore e e-value
do melhor hit foi de 227 bits e 1e-59, respectivamente. A proporcao de semelhancas
encontradas nos aminoacidos analisados foi de 53% (194 de 360 aminoé&cidos),
indicando que RPTMP15799-RA poderia ser homéloga a CRY1.

Ao contrério do observado nas sequéncias de CRY1, todas as sequéncias de
CRY?2 analisadas sdao muito semelhantes, tanto no tamanho, como na composi¢do de
aminoacidos. A sequéncia mais divergente em termos de tamanho é a de Cx.
quinquefasciatus, que é composta por 828 aminoacidos (em compara¢do com
aproximadamente 550 AA nas demais proteinas) e diverge em aproximadamente 30%
das outras proteinas selecionadas (as outras sequéncias divergem entre si de 5 e 23%).
Devido a semelhanca entre as sequéncias, foi escolhida arbitrariamente a proteina de
A. mellifera como sequéncia base de CRY2. O critério estabelecido para esta escolha
foi arbitrario, levando-se em consideracdo simplesmente o fato de A. mellifera ter sido

a primeira espécie de inseto que teve esta proteina isolada.

Seis hits foram encontrados exatamente na mesma proteina predita no genoma
de R. prolixus apontada como candidata a ser homéloga de CRY1, a RPTMP15799-
RA. Contudo, o melhor hit nesta comparacdo apresentou escore e e-value muito
maiores do que na primeira observacdo (563 bits e le-164). A proporcdo de
semelhangas entre a sequéncia-base e a proteina predita de R. prolixus também foi
mais elevada do que na andlise anterior, onde 285 dos 348 aminoacidos (84%)

comparados foram semelhantes.

137



O resultado da éarvore filogenética confirmou que a proteina predita
RPTMP15799-RA no genoma de R. prolixus é de fato ortéloga a CRY2. A topologia
mostra dois grandes grupos, representados por sequéncias de CRY1 e CRY2 de
insetos. A sequéncia de R. prolixus foi agrupada no segundo grupo (CRY2) e esta
filogeneticamente mais proxima das sequéncias de insetos da Ordem Hymenoptera
(A. mellifera e B. impatiens) do que dos insetos das Ordens Coleoptera e Diptera (T.

castaneum e Cx. quinquefasciatus, respectivamente) (BS = 84 e 100; Figura 5.17).
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Figura 5.17. Arvore filogenética (NJ; Dayhoff; 1000 replicacdes bootstrap) construida com
base em sequéncias de aminoécidos dos homologos de CRY em Insecta.

Apenas as regides das proteinas que ndo continham gaps de alinhamento foram analisadas.
Somente os valores maiores ou iguais a 60 sdo mostrados. Note que a sequéncia de AA de R.
prolixus se insere no agrupamento da avore composto por outros dos ortélogos de CRY?2,
provando que o gene isolado do genoma de R. prolixus é ort6logo de cry2. Em vermelho, o
ramo da arvore representado por R. prolixus.

A semelhanca da proteina predita de R. prolixus com CRY1 e CRY2 se deve
ao fato de estas proteinas fotorreceptoras pertencerem as mesmas familias de
proteinas, as familias DNA-fotoliase e ligante-7 de FAD (base de dados Pfam -
http://pfam.sanger.ac.uk/). Estas familias protéicas apresentam regides de dominio
semelhantes e, portanto, parte de suas sequéncias de aminoacidos séo similares. Uma

nova busca por uma proteina ortdloga de CRY1 na montagem dos supercontigs,

138



transcritos e ESTs do genoma de R. prolixus foi feita utilizando o método TBLASTN,

mas nenhum resultado significativo foi encontrado (e-value < 1e-25).

A proteina RPTMP15799-RA estd localizada no Supercontig 17792 do
genoma de R. prolixus no sentido anti-senso, entre as posi¢oes 1460203 e 1467731.
As predigoes feitas por “C1” ¢ “Lagerblad” foram idénticas. A proteina contém 477
AA e é a de menor tamanho em comparagdo com as outras proteinas dos insetos
analisados. O gene homologo de cry2 tém 7.529-pb, distribuidos em 10 éxons e 9

introns (Figura 5.18).
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Figura 5.18. Exons (quadrados em ciano e amarelo) e introns (linhas em cinza) do gene
ortologo cry2 predito no genoma de R. prolixus.

Cada uma das trés linhas formadas por barras verticais pretas representa um quadro de leitura
do éxon (o mais alto representa leitura na primeira base). As setas voltadas para a direita nos
retangulos em amarelo representam a leitura do gene no sentido antissenso. As setas em
vermelho indicam a posicdo dos éxons 6 e 7 e ainda 8 e 9 em que os iniciadores foram
desenhados, de forma a amplificarem pela PCR fragmentos de 810-pb e 893-pb, contendo os
introns 6 (717-pb) e 7 (819-pb) por completo, respectivamente.

Como as sequéncias de aminoacidos do gene cry2 em insetos sdo
relativamente bem conservadas e as predi¢cGes da proteina-alvo de R. prolixus foram
idénticas, levou-se em consideracdo o tamanho dos introns para a escolha das regides
a serem amplificadas (introns com mais de 200-pb e menos de 1300-pb). Dois pares
de iniciadores foram desenhados. O primeiro par, cry2_E6 F 5° — GACCTGGAGTT
TGGCAAGGT e cry2 E7 R 5 — ATGGAAGCAGTGATTGCGGA, amplifica o
intron 5 (717-pb) mais 57-pb da regido terminal do éxon 5 e 36-pb da regiéo inicial do
éxon 6, totalizando 810-pb. O segundo par, cry2 E8 F 5’ — TGGGACAGAAATCCT
GAGGC e cry2 E9 R 5’ — ACCTTCTTCGCGTAACTGGG, amplifica o intron 8 de
809-pb, 48-pb finais do éxon 8 e 36-pb iniciais do éxon 9, totalizando 893-pb.
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Apbs os diferentes testes nas reacdes de PCR para amplificacdo de amostras
de R. prolixus e R. robustus Il, os melhores resultados foram obtidos a partir da
utilizagdo, em cada um final de reagdo de 25ul, das mesmas concentragdes de
reagentes utilizadas para amplificacdo dos fragmentos homdlogos de per e tim. As
amostras foram submetidas a 96 °C por 5 min, seguido de 94 °C por 30 segundos, 63

°C por 2 min e 72 °C por 3min, e ainda a uma extensao final de 72 °C por 20 min.

Vinte e cinco amostras tiveram o intron 6 do ortélogo de cry2 sequenciado,
sendo um R. prolixus, 11 R. robustus Il, quatro R. robustus Ill, trés R. robustus n.sp. e
quatro R. robustus IV. Quinze sitios varidveis e trés indels foram observados. Dois
destes indels (cada um de 1-pb) sdo autapomorfias de R. prolixus; o outro indel € uma

autapomorfia de R. robustus 1V.

O resultado obtido para o intron 8 do ortdlogo de cry2 de R. prolixus foi
semelhante. Quatorze sitios variaveis e quatro indels foram observados com base na
analise de trés sequéncias de R. prolixus, nove de R. robustus Il, uma de R. robustus
I11, trés de R. robustus n.sp. e trés de R. robustus IV. Assim como no intron 6, 0s
indels observados também separam R. prolixus de R. robustus s.l. (um indel de 1-pb)
e ainda R. robustus IV das demais linhagens de R. robustus (um indel de 1-pb e outro
de 14-pb).

O modelo de substituicdo nucleotidica adotado nas reconstrucdes filogenéticas
bayesianas e de ML das sequéncias dos introns 6 e 8 do ortologo de cry2 foi o
HKY+I+I' e HKY+I, respectivamente (Hasegawa et al., 1985). Nas inferéncias
filogenéticas bayesianas, foi utilizado ainda o modelo estocastico Dollo de multi-
estado (Alekseyenko et al., 2008) para a andlise dos indels, substituindo os

nucleotideos e 0s gaps de alinhamento por “1” e “0” em uma matriz binaria.

A topologia das arvores bayesiana e de ML obtida a partir das substituicdes
nucleotidicas dos introns 6 e 8 de cry2 (Figuras 5.19 e 5.20) mostraram, assim como
para per e tim, a separagéo entre R. prolixus e R. robustus s.I (BS = 100; PP = 1). A
maior diferenca entre as topologias das arvores dos introns foi que na primeira (intron
6) as linhagens de R. robustus Il e 11l foram agrupadas separadamente em dois clados
(BS =75; PP =0,9), ao passo que na segunda (intron 8), trés espécimes de R. robustus
Il [provenientes de Ouro Preto do Oeste e Porto Velho (Rondénia) e Careiro Castanho

(Amazonas)] foram agrupadas no clado de R. robustus I1l. Em ambas as topologias, as
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sequéncias de R. robustus IV foram agrupadas em um clado filogeneticamente mais
distante (BS =96 e PP =1, e BS = 90 e PP = 0,95) e as sequéncias de R. robustus
n.sp. agrupadas com R. robustus Ill. A partir destes resultados foi possivel concluir
que, apesar de estarem localizados em um mesmo gene, 0s introns 6 e 8 apresentam
diferencas quanto a informacéo filogenética gerada. As substitui¢cGes nucleotidicas do

intron 6 de cry2 sdo filogeneticamente mais informativas que as presentes no intron 8.

A érvore filogenética bayesiana construida a partir dos indels do intron 6 de
cry2 mostrou quatro clados bem definidos (Figura 5.21). Os primeiros trés clados
foram compostos por (1) R. prolixus (PP = 1.0), (2) R. robustus Il (PP =0,79), e (3)
R. robustus Il e R. robustus n.sp. (PP = 0,11). O quarto clado agrupou as sequéncias
de R. robustus 1V. Esta apareceu como a linhagem mais divergente do complexo R.
prolixus e R. robustus s.l. J& a topologia da arvore filogenética bayesiana construida a
partir dos indels do intron 8 de cry2 mostrou apenas uma clara separagdo entre R.
robustus IV e as demais linhagens de R. robustus s.I. e R. prolixus (Figura 5.23). E
possivel concluir com base nestes resultados que os indels ndo contém informacGes

filogenéticas relevantes.
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Figura 5.19. Arvore filogenética do intron 6 de cry2.

Arvore consenso (método bayesiano; HKY+I+I"; PP; 1000 replicacdes de BP a partir da
reconstrucdo por ML; raiz da arvore no ponto médio) para as sequéncias do intron 6 de cry2
de R. prolixus e R. robustus s.l. Apenas os valores de probabilidade posterior acima de 0,8 e
de bootstrap acima de 70 sdo mostrados. Note que a partir das sequéncias do ortélogo de cry2
é possivel R. prolixus de R. robustus s.I. e ainda as linhagens Il, I11, IV de R. robustus entre si.
O unico clado ndo resolvido foi aquele que contém R. robustus 111 e R. robustus n.sp.
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Figura 5.20. Arvore filogenética do intron 8 de cry2.

Arvore consenso (método bayesiano; HKY+I'; PP; 1000 replicacdes de BP a partir da
reconstrucao por ML,; raiz da arvore no ponto médio) para as sequéncias do intron 8 de cry2
de R. prolixus e R. robustus s.l. Apenas os valores de probabilidade posterior acima de 0,8 e
de bootstrap iguais ou acima de 70 sdo mostrados. Note que nesta topologia, R. robustus Il é
parafilético. Trés espécimes de R. robustus Il foram agrupados mais proximos de R. robustus
I11 e n.sp. do que aos demais espécimes de R. robustus Il. A partir das sequéncias do intron 8
de cry2 é possivel diferenciar ndo apenas R. prolixus de R. robustus s.l., como também a
linhagens 1V das demais linhagens de R. robustus.

R. prolixus

R. robustus 111
+

0,02

Figura 5.21. Arvore filogenética dos indels do intron 6 de cry2.

Arvore consenso (método bayesiano; Dollo multiestado; PP; raiz da arvore no ponto médio)
dos indels do intron 6 de cry2 de R. prolixus e R. robustus s.l. Ao contrario do observado na
reconstrucao feita com base nas sequéncias do intron 6 de cry2 nao resultantes de indels, R.
robustus Il, 11l e n.sp. estdo filogeneticamente mais préximas de R. prolixus do que de R.
robustus 1V.
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Figura 5.22. Arvore filogenética dos indels do intron 8 de cry2.

Arvore consenso (método bayesiano; Dollo multiestado; PP; raiz da arvore no ponto médio)
dos indels do intron 8 de cry2 de R. prolixus e R. robustus s.I. Assim como na reconstrucéo
feita com base nos indels do intron 6 de cry2, os indels ndo contém informacdes filogenéticas
relevantes.

5.5. Filogenia de R. prolixus e R. robustus s.l. com base na analise concatenada dos
marcadores nucleares e mitocondrial

Os eventos de cladogénese que resultaram na especiacdo das linhagens de R.
prolixus e R. robustus s.I. foram inferidos a partir da concatenacao das sequéncias de
mtCytb, 1TS-2, per, tim e cry2. A partir desta abordagem foi possivel inferir se as
fontes de discrepancia nas relagfes entre as linhagens de R. robustus s.l. observadas
nas topologias das arvores filogenéticas de genes individuais sdo resultado da
classificacdo incompleta da linhagem (ILS) ou se estas linhagens representam na
realidade populacdes de uma mesma espécie. Nesta abordagem ndo foi possivel
analisar R. robustus I, R. robustus V e R. barretti, pois ndo havia sequéncias de todos

0s marcadores para estas espécies.

O relacionamento entre as espécies na topologia resultante foi idéntico ao
observado nas andlises mitocondriais (Figura 5.22), por conta do baixo sinal
filogenético observado nos demais marcadores. R. prolixus é uma espécie distinta de
R. robustus (PP = 1.0) e R. robustus representa um complexo de, pelo menos, trés
espécies distintas (além de R. robustus I, R. robustus V e R. barretti) — R. robustus I,

Il e IV, sendo que R. robustus Il é a espécie filogeneticamente mais distante (PP =
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1.0). Apesar de R. robustus n.sp. aparecer como uma espeécie distinta de R. robustus

I11, 0 apoio estatistico para esta separacao foi baixo (PP = 0,58).

R. robustus | 1500 Km

<l

Ly £
Rt R. robustus n.sp.
 R.robustusIV L

~

SRy

o R robustus I
MR 51,5 111
1
0,58
R robustus n.sp.
0,95
R robustus IV

6 E-04
Figura 5.23. Arvore filogenética consenso de espécies obtida a partir da concatenagdo das
sequéncias de mtCytb, ITS-2, per, tim e cry2.
A confianca dos agrupamentos foi testada a partir do célculo da probabilidade posterior. O
enraizamento da arvore foi feito no ponto médio. A topologia final foi semelhante aquela
obtida a partir das sequéncias do mtCyth, com a excecdo de que a separacao entre R. robustus
I11 e n.sp. ndo foi bem apoiada estatisticamente.

5.6. Analises filogeogréficas de R. prolixus e R. robustus s.1.

Como as topologias das arvores filogenéticas obtidas a partir dos marcadores
nucleares apresentaram indicios de ILS, todas as andlises filogeograficas foram
realizadas com base apenas nas sequéncias de mtCytb.

5.6.1. Hipdtese do reldgio molecular e datacéo das cladogéneses

A hipétese do relégio molecular fixo foi testada utilizando o método do
relogio molecular aleatorio (RLC), para definir se as taxas evolutivas das linhagens de
R. prolixus e R. robustus s.l. variam na topologia da arvore. A média do nimero de
taxas evolutivas distintas na topologia foi de 2,57 (ESS = 3000). Em funcéo deste

resultado, foram assumidas taxas independentes nos diferentes ramos das arvores. O
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relogio molecular relaxado utilizado foi o “ndo-correlacionado” (do inglés
uncorrelated), no qual nenhuma correlacdo a priori é assumida entre as taxas

evolutivas da linhagem e de seus ancestrais.

A partir dos quatro tipos de calibragdo utilizados nos nds das arvores
filogenéticas (Tabela 4.5), foi possivel observar disparidades nas estimativas de tempo
para 0s eventos de cladogénese que originaram as espécies do complexo R.
prolixus/R. robustus s.I. Nos dois tipos cujo né da raiz da arvore foi calibrado
(separacdo entre R. pictipes e R. prolixus/R. robustus s.l.), as estimativas de tempo
para os demais nos da topologia foram aproximadamente duas vezes mais antigas do
que as observadas ao utilizar somente calibragdes baseadas em eventos geologicos
vicariantes (Figura 5.24; Tabela 5.12). As taxas evolutivas estimadas, por
consequéncia, apresentaram diferencas nesta mesma proporcdo. Considerando as
datacGes mais antigas obtidas nas arvores contendo a calibracdo no né da raiz, as
linhagens teriam divergido em 0,64-1,38% a cada milhdo de anos, em comparagfes
par-a-par. Com base na utilizacdo das avores filogenéticas que ndo possuem a
calibracdo no no da raiz, estas taxas de substituicdo nucleotidica entre as linhagens
analisadas aumentaram para 1,0-2,1%.

Com base na anéalise de LBF, foi possivel observar uma forte evidéncia de que
as topologias que utilizaram as duas calibragdes biogeograficas ‘estritas’ para a
separacdo entre R. prolixus/R. robustus s.1. e R. pictipes/R. pallescens s.l. e ainda entre
R. pallescens | e Il apresentaram as melhores datacGes para 0s eventos vicariantes (3,8
<LBF <4,2).
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Figura 5.24. Reconstrugdo filogenética bayesiana contendo as datagdes dos eventos
vicariantes do complexo R. robustus s.l. e R. prolixus.

A média do tempo de separagdo em milhdo de anos atras (Maa) é apresentada nos noés da
arvore. Os retangulos em azul mostram o intervalo de confianga para as datagdes dos eventos
vicariantes. As cores dos clados correspondem as cores de cada espécie ilustrada no mapa. O
intervalo de tempo representado na arvore € mostrado na régua abaixo da topologia, em
ordem descrescente (de 20 Maa aos dias de hoje).

A separacdo da populacdo ancestral em R. barretti e R.prolixus/R. robustus s.l.
teria ocorrido durante o Mioceno Médio/Superior, ha aproximadamente 7,5 Ma (12 —
6 Maa). Durante o Plioceno Inferior/Médio (entre 5 e 2,7 Maa), a populacdo ancestral
de R. prolixus, R. robustus I e R. robustus V teria se separado da populacdo ancestral
de R. robustus II, 111, IV e nsp.

A Idade do Plioceno Superior/Pleistoceno Inferior foi marcada pela
divergéncia de R. robustus V das populac6es da linhagem ancestral do Orinoco (entre
2,5 e 1,0 Maa). Ainda durante o Pleistoceno Inferior (entre 1,8 e 0,8 Maa), estas

populagdes da linhagem ancestral teriam originado R. prolixus e R. robustus 1.
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Tabela 5.12. Datacdo dos eventos vicariantes, em milhdo de anos atras (Maa) calculadas com
base nas cinco diferentes estratégias de calibracdo dos nds das arvores.
Em paréntesis, o intervalo de confianca (em milhdes de anos atras) de cada evento vicariante.

R.pro +R.
R.proe | R.pro+ R.roblle | R.rob R. rob ComplexoR. | robs.l. +R.
R.roble | Orinocoe R. rob 111 IleR. IleR. pro +R. rob barreR.
R.robl | R.robV Amazébnia* | + 1V +nsp | rob IV robnsp. | sl.eR.bar pict
13 2,0 43 2,3 14 1,0 8,3 245
1 calibragéo (3,0-
frouxa 0,5) (5,1-0,8) (9,6-1,5) (5,3-0,8) (3,3-0,5) (2,3-0,4) (18,0-3,5) (44,0-11,3)
14 22 45 23 14 10 88 227
1 calibragéo 1,8-
L calibrag (1’0) 2510) | (6335 | (3518 | 2009 | (1506 | (120-60) | (285-166)
2
calibrages 20 32 71 37 22 15 134 47,7
estritas
27- i i R B : i i
(Andes + 15) (4223) | (9259 | (4528 | (30-16) | (22-10) | (15106) | (56,0-395)
raiz)
2
calibragges 11 16 34 19 12 08 6.7 19.8
estritas
(15 i i i y y ] i
(Andes +R. 0.8) (2,1-1,2) (4,6-2,7) (3,0-16) | (1,6-0,9) | (1,2-0,5) (7,2-6,0) (23,1-15,2)
pallescens)
3
calibracfes 18 30 65 35 21 14 13,0 475
estritas
Andes + R. 2,3-
éallescens + (1,3) (35-2.2) (75-5,8) (4,0-29) | (28-1,8) | (1,8-0,9) (14,5-11,3) (54-40,0)
R. pictipes)

A separagéo da populagéo ancestral amazonica em dois clados (R. robustus Il
e R. robustus Il + IV + nsp.) ocorreu possivelmente entre 3,5 e 1,6 Maa, durante 0
Plioceno  Médio/Superior e Pleistoceno Inferior. Durante o Plioceno
Superior/Pleistoceno Inferior (entre 2,0 e 0,9 Maa), parte da populacdo ancestral do
segundo clado se divergiu, originando R. robustus IV. A outra parte da populacdo
ancestral teria divergido entre 1,5 e 0,5 Maa, no Pleistoceno Inferior/Medio.
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5.6.2. Genealogia molecular e testes de expansao populacional subita

Na rede genealdgica contruida a partir das sequéncias de mtCytb de R.
prolixus, R. robustus | e R. robustus V, foi possivel inferir que o Orinoco
(extremidade nordeste) foi a regido biogeografica de origem deste grupo, uma vez que
0 grupo externo (R. barretti) esta mais proximo do haplotipo encontrado em Guaérico,
Venezuela (Figura 5.25). A regido biogeogréafica do Imeri (onde R. robustus V foi
coletada) parece ser um resultado de uma migracdo secundaria da populagdo
ancestral. A partir do formato da rede genealogica, € possivel observar um padréo de
fluxo génico entre regides adjacentes, condizente com o modelo de migracdo por
stepping-stones. Adicionalmente, as genealogias de R. prolixus e R. robustus |
apresentam “formas de estrela”, uma caracteristica das genealogias de populagdes que
sofreram uma expansao repentina, ou um processo evolutivo de varredura seletiva (do

inglés selective sweep).

i} - f
15— ‘}.\ 1

/ I

- 1 ® h
L - ‘
g

Figura 5.25. Rede de hapl6tipos construida pelo algoritmo de Median-joining com base nas
sequéncias de mtCytb de R. prolixus (azul) e R. robustus | (vermelho).

Cada circulo representa um haplétipo. O tamanho do circulo é proporcional a quantidade de
individuos que compartilham o mesmo haplétipo. Os nimeros em vermelho representam a
quantidade de passos mutacionais entre um haplétipo e outro. As cores dos haplotipos estdo
de acordo com as utilizadas na Figura 4.3. Note que o hapldtipo “a” € o mais proximo do
grupo externo (seta com linha pontilhada). O haplotipo “b” estd numa posicao central da rede
e seus ramos parecem formar uma “estrela”. Localidades geograficas que contém
representantes dos hapl6tipos amostrados: (a) Guérico (Venezuela); (b) Guarico e Cojedes
(Venezuela) e Tolima (Colémbia); (c) Francisco Morazan (Honduras) e Guatemala; (d), (f),
(9) e (h) Trujillo (Venezuela).
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Com base na genealogia de R. robustus Il (Figura 5.26), foi possivel inferir
que Guajara-Mirim, Ouro Preto do Oeste ou Porto Velho (Rond6nia) representam a
area de origem da linhagem. Praticamente todos os hapldtipos encontrados nas
localidades proximas a possivel regido de encontro entre R. robustus Il, Il e IV estéo
representados nas porcdes terminais da rede genealdgica (distantes do centro de
origem) e, portanto, representam uma ocupacao secundaria. A Unica excecdo foi o
hapldtipo encontrado em Careiro Castanho (Amazonas), que é compartilhado com a
amostra proveniente de Santo Ant6énio (Rondbnia) e estd no centro da rede
genealdgica. Este haplotipo, além de outro encontrado em Porto Velho, Ouro Preto do
Oeste e Guajara-Mirim apresentam sinais de expansdo subita ou um processo
evolutivo de varredura seletiva, uma vez que esta parte da rede geneal6gica tem forma
de “estrela”. Com base nestas observacdes, € possivel inferir que o centro-sul de
Rondbnia é a regido biogeografica de origem de R. robustus Il e que a ocupacao de

Inambari foi secundaria.

)
-

Figura 5.26. Rede de hapl6tipos construida pelo algoritmo de Median-joining com base nas
sequéncias de mtCytb de R. robustus I1.

As cores dos haplétipos estdo de acordo com as utilizadas na Figura 4.3. Os pontos em
vermelho representam hapl6tipos ancestrais ou ndo amostrados. Note que o haplétipo “a” é o
mais proximo do grupo externo (seta com linha pontilhada). O haplotipo “b” estd numa
posi¢do central da rede e seus ramos parecem formar uma “estrela”. Localidades geograficas
que contém representantes dos haplétipos amostrados: (a) Porto Velho, Ouro Preto do Oeste e
Guajara-Mirim (Rond6nia); (b) Careiro Castanho (Amazonas) e Santo Antonio, Guajara-
Mirim e Monte Negro (Rondbnia); (c) Apui e Carauari (Amazonas); (d) e (e) Apui
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(Amazonas); (f) Anamd (Amazonas); (g) Sucumbios e Napo (Equador) e Loreto (Pert); (h)
Anamd (Amazonas); (i) Porto Velho (Rondénia); (j) Guajarad-Mirim e Cacoal (Rondbnia).

A partir da genealogia de R. robustus Il (Figura 5.27), foi possivel observar
que o haplétipo compartilhado por individuos coletados em Rondon do Pard e Séo
Domingos do Araguaia (Para) e ainda em Araguaina e Estrela (Tocantins) foi o mais
proximo do grupo externo (R. robustus Il). Portanto, a extremidade sudoeste do Para
aparece como regido biogeografica mais provavel de ocorréncia da populacdo
ancestral desta linhagem. Adicionalmente, a topologia desta parte da rede genealdgica
em forma de “estrela” indica rapida e recente expansdo populacional ou um processo
evolutivo de varredura seletiva. J& a localidade de S&o Roberto (Maranhdo), também
pertencente a regido biogeografica do Pard, foi considerada a area de origem de R.
robustus n.sp. A localidade onde R. robustus 11l e R. robustus n.sp. foram encontradas
em simpatria (Uliandpolis, Pard) consequentemente parece ter sido ocupada apos

eventos de migracdo de ambas as espécies.

) .
f O O
Figura 5.27. Rede de hapl6tipos construida pelo algoritmo de Median-joining com base nas
sequéncias de mtCytb de R. robustus Il e R. robustus n.sp.

As cores dos haplétipos estdo de acordo com as utilizadas na Figura 4.3. Os pontos em
vermelho representam hapl6tipos ancestrais ou ndo amostrados. Note que o haplétipo “a” é o
mais préximo do grupo externo (seta com linha pontilhada). Os ramos do hapl6tipo “b”
parecem ter um formato de“estrela”. A localidade de origem estimada de R. robustus n.sp.
provavelmente foi na regido representada pelo haplotipo “f”. Localidades geograficas que
contém representantes dos (cont.) hapldtipos amostrados: (a) Rondon Pard e Sdo Domingos
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do Araguaia (Para) e Araguaina e Estrela (Tocantins); (b) Paraupebas, Ulianopolis, Carajas,
Novo Repartimento, ltupiranga e Maraba (Pard), S& Bento do Tocantins, Estrela e
Tocantindpolis (Tocantins); (c) Paraupebas (Pard); (d) S&o Bento do Tocantins (Tocantins);
(e) Paraupebas (Pard); (f) Sdo Roberto (Maranhdo); (g) Uliandpolis (Pard).

Por fim, uma grande quantidade de hapl6tipos ndo amostrados e/ou ancestrais
foi observada na genealogia de R. robustus IV (Figura 5.28) e por esta razdo néo foi
possivel determinar a sua origem com exatiddo. Popula¢Bes contendo um haplétipo
ancestral (ou ndo amostrado) teriam migrado inicialmente para as regides
biogeograficas do Imeri (Manaus, Amazonas) e da Guiana (Mucajai, Roraima) e

posteriormente ocupado as demais regides da distribuicéo atual de R. robustus IV.
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Figura 5.28. Rede de hapl6tipos construida pelo algoritmo de Median-joining com base nas
sequéncias de mtCytb de R. robustus IV.

As cores dos hapl6tipos estdo de acordo com as utilizadas na Figura 4.3. Note que o grupo
externo (seta com linha pontilhada) esta ligado no vetor, impossibilitando hipotetizar com
clareza a origem da linhagem. Os pontos mais proximos deste vetor sdo representados pelos
haplétipos “a” e “b”. Localidades geogréaficas que contém representantes dos haplotipos
amostrados: (a) Manaus (Amazonas); (b) e (c) Mucajai (Roraima); (d) Barcarena (Pard); ()
Oriximina (Pard); (f) UHE Paredao (Roraima); (cont.) (g) Oriximina (Pard); (h) Santa Maria e
Barcarena (Pard); (i) Curralinho, Bagre, Sdo José Povoagdo e Abaetetuba (Pard); (j) Guiana
Francesa.

Apesar dos indicios de expansdo populacional stbita em R. prolixus e nas
linhagens Il e I11 de R. robustus, nenhum dos valores obtidos nos testes de Tajima (D)

e Fu foi significativo (Tabela 5.2). Contudo, nos testes de mismatch distribution
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(Figura 5.29), a frequéncia de substituicdes nucleotidicas das sequéncias de R.
robustus Il seguiu um padrdo unimodal (r = 0,27) e significativamente semelhante a

frequéncia esperada em populacdes que sofreram expansao populacional subita.

Os resultados obtidos nas analises bayesianas de skyride indicaram uma
fortissima evidéncia a favor do modelo de crescimento populacional varidvel das
linhagens de R. robustus 11, 11l e IV ao longo do tempo (Fator de Bayes > 5; Tabela
5.13). Apenas o grafico bayesiano de Skyride de R. robustus Il mostrou um subito
crescimento populacional. Sua populagdo aumentou de tamanho 3,25 vezes nos
ultimos 125 mil anos (Figura 5.30). Estima-se que a linhagem teria aproximadamente
430.000 individuos ha 125 mil anos e que nos dias de hoje 1.400.000 espécimes
habitem a regido amazonica. Ja as populages efetivas de R. robustus Il e IV parecem
ter permanecido estaveis; nos Gltimos 125.000 anos, estas populagdes cresceram de
300.000 para 400.000 e de 600.000 para 700.000 individuos, respectivamente.

A partir das analises bayesianas da genealogia de R. robustus II, foi possivel
observar que as areas de possivel contato entre R. robustus II, Il e IV foram ocupadas

ha apenas 80.000 anos (dados ndo mostrados).
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Figura 5.29. Mismatch-distribution das amostras de R. prolixus e R. robustus I-1V.

O eixo X mostra o nimero de diferengas encontradas entre as seqiiéncias de cada espécie
guando comparadas entre si, e 0 eixo Y mostra os valores das frequéncias destas diferencas na
populagdo. As barras (em preto) representam os valores das frequéncias observadas, enquanto
as linhas em azul representam as frequéncias esperadas.
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Tabela 5.13. Valores do Fator de Bayes (BF) obtidos a partir da comparacao entre os valores
de verossimilhanga calculados pelos algaritmos de pathlikelihood e stepping-stone para os
modelos de crescimento populacional constante e variavel.
Para todas as linhagens de R. robustus testadas, foram indicados com uma fortissima
evidéncia o modelo de tamanho populacional variavel.

Espécie Crescimento populacional variavel Crescimento populacional uniforme
stepping mL stepping mL BF
pathlikelihood stone (média)* pathlikelihood stone (média)*
-1285,90 -1285,92 -1286,24 -1253,87 -1253,92 -1252,26
R. robustus 11 34,0
-1286,54 -1286,61 -1250,60 -1250,66
-1028,64 -1028,72 -1031,85 -1026,74 -1026,80 -1026,79
R. robustus 111 51
-1034,98 -1035,04 -1026,77 -1026,84
-1170,08 -1170,14 -1169,98 -1150,86 -1150,96 -1145,64
R. robustus 1V 243
-1169,83 -1169,88 -1140,33 -1140,39
R. robustus 1l R. robustus Il
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Figura 5.30. Gréfico bayesiano Skyride mostrando que apenas R. robustus Il apresenta
indicios de expansao demografica subita.
Nos udltimos 125 mil anos, sua populacdo efetiva cresceu de 430.000 para 1.400.000 de

espécimes.
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5.6.3. Hipdteses biogeogréficas de dispersdo de R. prolixus e R. robustus s.l. nas
regides Amazénica e do Orinoco

De acordo com os resultados obtidos nas genealogias, as populac@es ancestrais
que teriam originado R. prolixus, R. robustus I e R. robustus V foram consideradas
como provenientes da regido do Orinoco. A populagdo ancestral que deu origem a R.
barretti foi considerada como natural da regido biogeografica do Napo e as demais
populacdes ancestrais que originaram as outras linhagens de R. robustus foram

consideradas como pertencentes a Amazonia.

Com base na estimativa de ML (MLE) dos parametros do modelo F84 de
substituicdo nucleotidica, foi possivel observar que existem diferengas quanto a
distribuicdo dos sitios variaveis ao longo das sequéncias (LRT = 127,3, P = 1,0E-06)
e, portanto, 0 modelo gama deveria ser utilizado. O valor do parametro de formato da
distribui¢ao gama foi alto (oo = 0,17), o que significa que h&d uma grande proporgéao de
sitios variaveis. Este resultado reflete a alta divergéncia entre as sequéncias

analisadas.

As cadeias de MCMC visualmente permaneceram estaveis e ndo apresentaram
nenhuma tendéncia. Todos os valores de ESS obtidos foram maiores que 1,0x10° e 0
nimero de genealogias amostradas foi maior que 20%, indicando boa mistura das

cadeias e convergéncia dos parametros estimados.

Nas analises em macroescala, a hipdtese biogeografica de dispersdo com
maior probabilidade de ser verdadeira foi a source-sink 1 (Probabilidade = 99%;
Tabela 5.14), na qual a populacdo ancestral que originou R. prolixus e todas as
linhagens de R. robustus s.l. teria surgido na regido do Orinoco. Posteriormente, esta
populacdo teria contribuido como fonte constante de migrantes para as regifes
biogeograficas do Napo e da Amaz6nia (Guiana, Inambari, Imeri, Ronddnia, Para e
Belém). Este modelo apresentou mais do que 5 unidades de log ML maiores do que a
hipbtese biogeografica ranqueada em segundo lugar, a source-sink 3, na qual admitiu-
se que a populacdo ancestral teria sido originada na regido do Napo e servido como
fonte de migrantes para o Orinoco e que, uma vez estabelecida, esta Ultima teria sido a

fonte de migrantes para as areas biogeogréaficas adjacentes a Amazonia.
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Tabela 5.14. Valores marginais dos logaritmos de verossimilhanca dos modelos
biogeogréaficos em macroescala, calculados segundo o modelo harménico e corrigidos pelo
método de Bezier.

A partir do célculo do fator bayesiano logaritmico (LBF), os modelos foram ranqueados de
acordo com a probabilidade de cada um estar correto. O modelo escolhido com probabilidade
de 99% é destacado em negrito.

Modelo

ImL ImL LBF (Bezier) Probabilidade Escolha
Bezier Harmdnico modelo* (Bezier)**

Migragao -3830,18 -3534,08 -379,4 1,69E-165 6
completa

Stepping-stone 1 -3466,59 -3057,79 -15,81 1,36E-07 3

Source-sink 1 -3450,78 -3054,91 0 0,99 1

Stepping-stone 2 -3602,69 -3374,7 -151,91 1,06E-66 4

Source-sink 2 -3458,12 -3053,2 -7,34 6,49E-04 2

Source-sink 3 -3638,28 -3414,2 -187,5 3,71E-82 5

Panmixia -5407,45 -4203,36 -1956,67 < 1,00E-250 8

Isolamento -4015,25 -3623,24 564,47 7,14E-246 7
completo

* Probabilidade do modelo estar correto.
** Escolha do modelo, com base na comparacdo dos valores logaritmicos marginais de verossimilhanga corrigidos
pelo método de Bezier.

As andlises em mesoescala revelaram que os modelos que melhor explicam a
dispersdo das populacdes ancestrais de R. robustus s.l. para as regiGes biogeogréaficas
da Guiana, Inambari, Imeri, Ronddnia, Pard e Belém sdo stepping-stone 2 e source-
sink 2 (Probabilidades de 58,7% e 39,3%, respectivamente; (Tabela 5.15). A origem
das linhagens amazonicas de R. robustus I, 11, IV e n.sp. teria acontecido em uma
regido de ocorréncia de R. robustus IV. Estas populaces ancestrais teriam sido uma
fonte de migrantes para as demais regides biogeograficas ou teriam se expandido para
as regides de ocorréncia de R. robustus Il e R. robustus Ill. Finalmente, as populagdes
ancestrais da regido de ocorréncia de R. robustus Il teriam migrado ou expandido

para as regides de ocorréncia de R. robustus n.sp.
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Tabela 5.15. Valores marginais dos logaritmos de verossimilhanga dos modelos
biogeogréaficos em mesoescala, calculados segundo o modelo harménico e corrigidos pelo
método de Bezier.

A partir do célculo do fator bayesiano logaritmico (LBF), os modelos foram ranqueados de
acordo com a probabilidade de cada um estar correto. O modelo escolhido com probabilidade
de 99% é destacado em negrito.

., ImL ImL . Probabilidade Choice
Hipotese Bezier Harmonico LBF (Bezier) modelo* (Bezier)**
Source-sink 2 -1571,49 -1529,42 0 0,59 1
Stepping-stone 2 -1571,89 -1529,08 -0,4 0,39 2
Stepping-stone 1 -1575,25 -1527,23 -3,76 0,01 3
Source-sink 1 -1576,4011 -1532,11 -4,9111 4,31E-03 4
Migragao -1577,01 -1527,67 5,52 2,35E-03 5
completa
Panmixia -1582,98 -1528,54 -11,49 6,00E-06 6
Isolamento -1596,83 -1540,83 25,34 5,80E-12 7
completo 1
Isolamento -1668,38 -1635,94 196,89 4,89E-43 8
completo 2

5.7. Atividade locomotora de R. prolixus e R. robustus 11

R. prolixus e R. robustus Il apresentaram um relégio circadiano funcional,
uma vez que mantiveram um ritmo enddgeno de atividade dirio, mesmo na auséncia
de sinais externos (luz) e foram capazes de ajustar o padrdo do ritmo mesmo apés 20

dias sem sinais externos de dia e noite (exemplo na Figura 5.31).

A distribuicdo dos valores das proporcdes das atividades diurnas e noturnas
foram “normalizadas”, utilizando-se 0s valores de arco seno da raiz quadrada da
proporcdo de atividade diurna e noturna. A normalidade foi avaliada através do
emprego dos testes de Komolgorov-Smirnov (d=0,064; Lilliefors p=0,06) e Shapiro-
Wilk (W=0,988; p=0,112).
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Figura 5.31. Atividade locomotora de ninfas de triatomineos.

Neste caso, foram utilizadas como exemplo uma ninfa N3 de R. robustus Il em 31 dias de
experimento (esquerda) e uma ninfa N3 de R. prolixus em 30 dias de experimento (direita).
Cada linha representa um dia. As primeiras linhas (1 a 6) mostram os 6 dias de LD 12:12, as
20 seguintes representam os dias de DD e as Gltimas cinco, os dias LD 12:12. Em DD, os dias
sdo subjetivos, uma vez que ndo ha regime de luz. Note que a atividade das ninfas é maior
durante o dia. Como esperado, Rhodnius tem um rel6gio funcional, pois apresenta um padréo
ritmico de atividade, mesmo na auséncia de sinais externos (luz). Quando os espécimes sdo
submetidos a 24h de escuriddo, note que o pico de atividade (colunas mais altas) é cada dia
mais cedo, 0 que mostra que seu relégio enddgeno € inferior a 24h. Ao serem submetidos a
regimes de LD novamente (linhas 26 a 31), note que nos dias 30 e 31 a atividade passa a ser
sincronizada novamente ao ciclo ambiental apds um periodo de transicdo. Ambas as espécies
possuem dois picos de atividade, um no meio de LD (ZT 7) e outro préximo ao fim de LD
(ZT 12).

Os resultados da atividade locomotora mostraram que as ninfas de R. prolixus
e R. robustus Il apresentaram maior atividade durante o dia (t-Student = -4,64, P <
0,0001, gl = 188). Os picos de atividade de ambas as espécies ocorrem no meio da
fotofase (fase clara) e na transicdo claro/escuro, pouco antes das luzes serem
apagadas. Estes picos estdo localizados aproximadamente em ZT 7 e ZT12 (0 que

corresponderia as 13h e 18h, respectivamente; Figura 5.32).

A modelagem da analise de variancia de quatro sentidos (do inglés four-way
ANOVA) foi significativa (F = 10,31, P < 0,0001, gl = 14) (Tabela 5.16). Esta analise

revelou que as atividades locomotoras de ambas as espécies foi menor quando as
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especies foram submetidas a mais tempo de privacdo alimentar (F = 52,94, P <
0,0001, gl = 1; Figura 5.32).

Tabela 5.16. Andlise Four-way ANOVA, comparando a presenca/auséncia de abrigo, tempo
de privacdo de alimento, espécie e estadio ninfal.

Note que as Unicas fontes de comparacdo significativas sdo ‘“alimentagdo”,
“abrigotalimentacdo” e “abrigo+estddio+espécie”.

Fonte Soma dos Graus de Média dos

Quadrados Tipo 11l liberdade quadrados F P
Modelo 4-Way ANOVA 3,881 14 277 10,305 < 0,0001*
Univariado
Presenca de abrigo 0,019 1 0,019 0,72 0,40
Estadio ninfal 0,014 1 0,014 0,52 0,47
Espécie 0,000 1 0,000 0,02 0,89
Privagdo alimentar 1,424 1 1,424 52,94 < 0,0001*
Abrigo * Estadio 0,025 1 0,025 0,93 0,34
Abrigo * Espécie 0,017 1 0,017 0,63 0,43
Abrigo * Priv. alimentar 0,226 1 0,226 8,39 0,004*
Estadio * Espécie 0,018 1 0,018 0,68 0,41
Estadio * Priv. alimentar 0,022 1 0,022 0,82 0,37
Espécie * Experimento 0,016 1 0,016 0,59 0,44
Abrigo * Estadio * 0,114 1 0,114 4,24 0,04*
Espécie
Abrigo * Estadio * Priv. 0,004 1 0,004 0,15 0,70
alimentar
Abrigo * Espécie * Priv. 0,029 1 0,029 1,07 0,30
alimentar
Estadio * Espécie * Priv. 0,006 1 0,006 0,23 0,63
alimentar
Abrigo * Estadio * 0,000 0

Espécie * Priv. alimentar

160



Proporcio de ativividade dimna

1,107

1,00

0907

Estimativa das Médias Marginais

0,80

T T
10 dias 5 dias

Tempo de privacéio alimentar

Figura 5.32. Médias marginais estimadas do arco seno da raiz quadrada das propor¢des de
atividade diurna nas condigdes LD 12:12.

Nota-se que quanto mais tempo privados de alimentagdo, menor a atividade locomotora.

Quando privadas de alimentacdo sanguinea por cinco dias, R. prolixus e R.
robustus Il se movimentaram mais nos tubos que ndo continham abrigos a incidéncia
direta de luz. O contréario foi observado quando esta privacdo perdurou por 10 dias,

onde estas espécies foram mais ativas nos tubos contendo abrigos (Figura 5.33).

As ninfas N3 de R. prolixus permaneceram mais ativas nos tubos que
continham abrigos, ao passo que as ninfas N2 se movimentaram mais quando néo
havia qualquer protecdo a incidéncia direta de luz. O oposto foi observado em ninfas
de R. robustus Il. As ninfas N2 permaneceram mais ativas nos tubos que continham
abrigos, ao passo que as ninfas N3 se movimentaram mais quando ndo havia qualquer

protecdo a incidéncia direta de luz.
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Figura 5.33. Médias marginais estimadas do arco seno da raiz quadrada das propor¢es de
atividade diurna nas condi¢bes LD 12:12 em comparacdo com a presenca e auséncia de
abrigo.

Quando privados de alimentacdo por mais tempo (10 dias), R. prolixus e R. robustus Il se
movimentaram mais nos tubos contendo abrigos do que nos tubos com incidéncia direta de
luz. O contrario foi observado quando privados de alimentacdo por menos tempo (5 dias).

Os periodos (1) dos relogios circadianos de R. prolixus e R. robustus Il sdo
visivelmente menores que 24 horas, por conta da gradativa antecipacdo diaria dos
picos de atividade na auséncia de indicadores ambientais (fase escura ou DD; Figura
5.31). A partir do céalculo do periodo do relégio circadiano de cada um dos 23
individuos de R. prolixus e dos 15 R. robustus Il, foi possivel observar uma alta
variagcdo em torno da mediana dos valores encontrados, sobretudo em R. robustus Il
(Figura 5.34). Apesar desta variacdo, a diferenca entre os periodos dos relogios
circadianos de R. robustus II (t = 23,2 horas) ¢ R. prolixus (t = 22,7 horas) ¢
significativa (One Way ANOVA - F=4,31, P =0,04, gl =1).
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Figura 5.34. Diagrama de caixas dos periodos do relégio circadiano de 23 R. prolixus e 15 R.
robustus I1.

Note que o segundo quartil do diagrama de R. prolixus se sobrepde ao primeiro quartil do
diagrama de R. robustus Il. Contudo, a mediana dos periodos dos rel6gios ndo se sobrepdem
(TR, prolixus = 22,7 horas € Tr. robustus = 23,2 horas).
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6. DISCUSSAO

6.1. Analises filogenéticas e identidades taxondmicas de R. prolixus e R. robustus s..
Desde o inicio da década de 80, marcadores moleculares mitocondriais vém
sendo utilizados com exclusividade para resolver questfes taxonémicas envolvendo
espécies filogeneticamente préximas (Ferris et al., 1983). Por ser uma molécula de
copia Unica, de heranca uniparental (matrilinear) e presente em abundancia nas células
somaticas e germinativas dos animais, 0 mtDNA néo sofre recombinacéo [salvo raras
excecdes; (Rokas et al., 2003)] e pode ser sequenciado diretamente, sem a
necessidade de empregar métodos laboriosos como a clonagem artificial em vetores
biologicos. Ademais, a ineficiéncia dos mecanismos de reparo do DNA na organela
mitocondrial contribui para a ocorréncia de altas taxas de substituicdo nucleotidica

(i.e. mutacdo) nesta molécula.

Ao analisar a topologia da arvore de um gene mitocondrial de linhagens
proximamente relacionadas, deve ser levado em consideracdo que o -carater
uniparental do marcador impede a identificacdo de possiveis eventos de introgressao
do material genético de uma espéecie em outra (Chan e Levin, 2005). Nestes casos, a
utilizacdo de marcadores nucleares de cépia unica (i.e. de origem biparental) é

imprescindivel.

Os introns dos genes codificantes de proteinas sdo bons candidatos para
complementar as informagBes genéticas contidas no mMtDNA acerca do
relacionamento filogenético entre espécies préximas, por estarem em regiGes do
genoma nuclear que evoluem rapidamente e de maneira neutra (Irimia e Roy, 2008).
Contudo, é importante salientar que cada locus evolui de maneira independente
(quando n&o estdo ligados) e processos de recombinacdo podem afetar o sinal
filogenético contido no DNA nuclear. Diferentemente do genoma mitocondrial, alelos
distintos de um Unico gene ou mesmo de varios genes que evoluem de maneira

independente podem ser agrupados por recombinacao.

Infelizmente ndo havia um marcador ja descrito em triatomineos que fosse de
origem biparental, de copia unica e de evolucdo rapida (como é o caso de muitos
introns). Praticamente todas as publicacGes envolvendo analises filogenéticas de

complexos de espécies cripticas em triatomineos utilizaram o segundo espacador
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intergénico ribossomal (ITS-2), que constitui uma familia de genes com madltiplas
copias (e.g. Bargues et al., 2006; Marcilla et al., 2001). Apesar de as copias de ITS-2
nas espécies analisadas dos géneros Triatoma e Panstrongylus aparentemente estarem
completamente homogeneizadas pelo mecanismo evolugéo em concerto (Bargues et
al., 2006; Marcilla et al., 2002; Martinez et al., 2006), em Rhodnius isso parece ndo

ocorrer com a mesma eficiéncia (Lazoski, Pavan e Monteiro, dados ndo publicados).

A eficiéncia da homogeneizacdo do rDNA por evolucdo em concerto é
normalmente alta nos organismos de maneira geral, desde bactérias e fungos até
mamiferos (Ganley e Kobayashi, 2007; Liao 1999). Esta homogeneizagdo garante a
ortologia das copias presentes em um individuo e, portanto, sua utilidade em estudos
filogenéticos. Contudo, a utilizacdo destas regides do rDNA em estudos populacionais
deve ser feita com cautela. Como fruto da homogeneizacdo das sequéncias e fluxo
génico entre as populacbes de uma espécie (ou a sua falta), a divergéncia
intraespecifica pode ser aumentada. Fendbmenos como crossing-over desigual e
conversdes génicas afetam o numero de copias varidveis dos minissatélites contidos
no genoma, gerando um padréo de segregacdo ndo Mendeliano (Bower et al., 2008).
Estas trocas de material genético podem ocasionar a inser¢do ou delecéo de regides de
repeticdes. Este ciclo ocorre muito mais rapido do que a taxa de mutacdo pontual (i.e.
ndo evolui de forma neutra), o que restringe o uso desses marcadores em estudos

populacionais (Dover, 2000).

Marcadores nucleares provenientes de familias de multigenes tampouco sao
uteis em estudos filogenéticos quando as taxas de mutacdo dos loci sdo maiores do
que as taxas de homogeneizagdo por evolucdo em concerto. Desta forma, a variacao
das sequéncias intraindividuais podem ser maiores do que as observadas em
comparagOes interpopulacionais e interespecificas e o sinal filogenético resultante é
pouco claro (Wilkerson et al. 2004; Onyabe e Conn 1999; Li e Wilkerson 2007).
Nestes casos, ndo ha como garantir a ortologia das copias de rDNA sequenciadas de

cada individuo estudado.

O isolamento de novos marcadores moleculares foi imprescindivel para o
desenvolvimento desta tese, uma vez que a determinacdo de possiveis zonas hibridas
em regides limitrofes das distribuicdes geograficas conhecidas das linhagens 11, 111 e
IV de R. robustus (sensu Monteiro et al., 2003; Pavan e Monteiro, 2007) dependia da
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comparacdo entre as topologias das arvores resultantes do mtCytb e de genes
nucleares. Além das analises filogenéticas com base na regido 1TS-2, que se mostrou
pouco confidvel pela falta de homogeneizacdo das cdpias multiplas (e, portanto, ndo
h& garantia de ortologia das sequéncias analisadas), foram isolados do genoma de R.
prolixus quatro introns completos de trés genes relacionados ao comportamento de
insetos — per, tim e cry. Estes genes estdo associados com o comportamento sexual e
isolamento reprodutivo e sdo, portanto, potencialmente Gteis em estudos relacionados

a especiacao (e.g. Araki et al., 2009; Rona et al., 2010).

6.1.1. Andlise filogenética do mtCytb

Os resultados obtidos a partir da analise filogenética de 663-pb do mtCytb de
R. prolixus e R. robustus s.l. corroboraram o que havia sido observado anteriormente
por Monteiro e cols. (2003) — a distincdo de R. prolixus e R. robustus como unidades
taxonémicas distintas e ainda a identificacdo de um complexo parafilético de R.
robustus. Dentro deste complexo parafilético foram descobertas durante esta tese trés
novas linhagens matrilineares, além das quatro ja conhecidas (R. robustus I, II, 1ll e
IV). Estas linhagens foram denominadas aqui de R. robustus V, R. robustus n.sp. e R.
barretti (Figura 5.1 e Tabela 5.1).

R. robustus V foi encontrada na ecorregido de florestas tropicais
Japurd/Solimdes-Negro da regido biogeografica do Imeri, préximo a Manaus
(Amazonas). Esta linhagem, juntamente com aquela proveniente da regido do
Orinoco, R. robustus I, sdo filogeneticamente mais proximas a R. prolixus
(porcentagens medias de K-2p entre 3,3 e 3,5%), do que as linhagens amazénicas I,
Il e IV de R. robustus (7,1-7,8%) (Figura 6.1A). O Unico espécime de R. robustus V
coletado em uma regido proxima de Manaus, Amazonas, ndo foi bem conservado e,
consequentemente, nao foi possivel obter sequéncias de qualquer marcador molecular
diferente do mtCytb. Como seu relacionamento parafilético em relacdo as demais
linhagens de R. robustus s.l. ndo foi confirmado com base em andlises adicionais de
um marcador de origem biparental, ndo h& como saber se este individuo é
representante de uma nova linhagem, ou ainda se esta sequéncia representa uma

introgressdo de material genético interespecifico.
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Figura 6.1. Esquema das topologias obtidas a partir do sequenciamento dos genes mtCytb
(A), ITS-2 (B), period (C); timeless (D); cryptochrome2-16 (E), e cryptochrome2-18.

Sdo mostrados apenas os agrupamentos “consenso” (PP > 0,8). Os ramos com mais de uma
cor representam os clados formados por mais de uma linhagem. O tamanho das cores nos
ramos é proporcional ao nimero de individuos da linhagem que foram agrupadas.

Na porcdo oeste da distribuicdo geogréfica de R. robustus I, localizada na
regido biogeogréafica do Napo, foi encontrada uma linhagem que forma um grupo
aparentemente basal em relacdo ao complexo R. prolixus e R. robustus s.l., que
pretendemos descrever como R. barretti, em homenagem ao pesquisador Toby
Vincent Barrett, apresentando porcentagens médias de K-2p entre 13,9 e 15,6%. R.
barretti foi encontrada ainda em Putumayo, Colombia, por Marquez e cols. (2011).
Apesar de ndo ter sido possivel sequenciar nenhum marcador nuclear desta linhagem

em fungdo da mé preservacdo do material, analises morfométricas de cabeca e a razdo
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dos comprimentos da cabeca e do abdémen sé@o diagndsticas com respeito a linhagem

simpatrica R. robustus Il (Anexo 2).

A partir da analise dos espécimes coletados nas duas regides de possivel
encontro entre R. robustus Il, 111 e IV, foram reveladas duas situacfes completamente
distintas. Na regido de Anaméd e Careiro Castanho (Amazonas), regido peripéatrica
dessas trés linhagens, todos os espécimes coletados foram identificados com base no
mtCytb como R. robustus Il. Estas amostras foram analisadas para outros marcadores,
que serdo discutidos mais adiante. Contudo, em Uliandpolis (Pard), possivel area de
encontro entre R. robustus Ill e 1V, surpreendentemente foi encontrada uma nova
linhagem, que diverge de R. robustus Ill e IV em 2,6%, chamada aqui de R. robustus
n.sp. Esta linhagem foi encontrada ocasionalmente em uma Unica palmeira, co-
habitada por individuos molecularmente identificados como R. robustus Il (Figura
6.1A).

Posteriormente, recebemos outras seis amostras de R. robustus s.l.
provenientes de Sdo Roberto (Maranhéo), relacionadas a um surto de infeccéo oral.
Em uma localidade deste municipio foi realizada uma festa onde 13 pessoas
consumiram caldo de cana e posteriormente apresentaram 0s sintomas caracteristicos
de infecgdo por T. cruzi transmitida via oral. A equipe da Secretaria Estadual de
Vigilancia do Para foi até o local e capturou sete R. robustus s.I. em uma palmeira
localizada ao lado do moedor de cana, confirmando a origem da contaminacdo. Destes
sete triatomineos coletados, seis puderam ser identificados por mtCytb como

pertencentes a linhagem R. robustus n.sp.

As amostras de R. robustus n.sp. foram analisadas filogeneticamente para
outros marcadores moleculares e sua validade taxonémica separada de R. robustus 11
foi avaliada a partir da analise de 10 loci de microssatélites. Estes resultados séo

comentados mais adiante.

Diferentemente do observado na topologia da arvore filogenética bayesiana do
mtCytb, ndo foi possivel observar a partir dos trés primeiros eixos nas analises de
PCA R. robustus | em um agrupamento distinto de R. prolixus. Esta incongruéncia
provavelmente ocorreu em funcédo da utilizagdo de um modelo estatistico no PCA que
ndo leva em consideracdo diferentes taxas de substitugdo entre transiches e

transversfes, uma vez que 0s nucleotideos sao substituidos por codigos numéricos. A
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outra possibilidade é a de que a divisdo de R. robustus I de R. prolixus sé pudesse ser

observada em outros eixos cartesianos ndo analisados.

6.1.2. Identificacéo taxonémica utilizando o mtCytb

De acordo com 0 ‘conceito filogenético de espécie’ (Mishler e Brandon,
1987), as especies sdo definidas como “o menor agrupamento diagnosticavel de
organismos individuais, dentro do qual exista um padrdo de ancestralidade e
descendéncia”. A aplicacdo deste conceito de espécie aos resultados obtidos nesta tese
a partir da analise do mtCytb, leva a conclusdo inexoravel que R. robustus € um
complexo parafilético de seis espécies distintas. Particularmente em Rhodnius
barretti, analises de morfologia e morfometria corroboraram o0s resultados

moleculares (Anexo 2).

N&o ha consenso na literatura com respeito ao limite minimo da porcentagem
de divergéncia entre sequéncias que caracterizaria comparagdes entre espécies
distintas. Hebert e colaboradores (2003), proponentes do barcode of life, propuseram
para sequéncias de citocromo oxidase | (COI) que divergéncias entre 2 e 3% (2,7%
originalmente) poderiam ser consideradas como interespecificas. Contudo, valores
minimos de divergéncia interespecifica ndo podem ser aplicados “universalmente”,
uma vez que diferentes grupos taxondmicos podem apresentar mecanismos de
isolamento reprodutivo, tempos de geracdo e tamanhos efetivos de populacdo

distintos.

Monteiro e colaboradores (2004) sugeriram o valor de 8% como divergéncia
interespecifica limitrofe entre sequéncias do mtCytb para espécies do género
Triatoma. Contudo, vale ressaltar que existe uma lacuna entre as porcentagens de
divergéncia intra e interespecificas, 0 que garante a acuracia da separacdo de espécies.
Esta lacuna € chamada de barcoding gap (Hebert et al. 2003). Em Triatoma,

divergéncias intraespecificas parecem nao ultrapassar os 2%.

De maneira concordante, a maior porcentagem de divergéncia intraespecifica
observada em R. robustus s.l., considerando as linhagens como unidades taxonémicas
distintas, foi de 1,5%. Em Rhodnius, as porcentagens de divergéncia genética

observadas entre espécies proximas parecem ser menores do que em Triatoma. Por
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exemplo, na ‘linhagem pictipes’, a divergéncia pode chegar a valores tdo baixos
quanto 4%, como visto entre R. brethesi e R. stali, que sdo incontestavelmente

espécies boas.

6.1.3. Analises filogenéticas segundo o modelo coalescente de especiagéo

Um problema inerente a interpretacdo de topologias de arvores filogenéticas
consiste em separar 0s nds que representam eventos macroevolutivos (especiacao e
extincdo) daqueles que refletem processos microevolutivos (coalescéncia no nivel
populacional). Na tentativa de solucionar este problema, modelos baseados na
distribuicdo de probabilidade discreta, como o Yule (Hardin, 1971), vém sendo
empregados nas analises estatisticas de topologias de arvores filogenéticas (Pons et al.
2006). Neste modelo é assumido que cada bifurcacdo dos ramos em uma topologia

representa um evento de especiacao.

Um outro modelo baseado em coalescéncia ¢ o de ‘arvores de espécies’, no
qual € possivel estimar com precisdo o tamanho efetivo populacional ancestral de
cada espécie com base em sequéncias multilocus e comparar padrdes heterogéneos em
topologias de arvores de genes (Heled e Drummond, 2008). Contudo, existem dois
grandes vieses metodolégicos que comprometem a aplicabilidade desta analise em
problemas relacionados a espécies filogeneticamente proximas. O primeiro é que no
modelo de ‘arvore de espécies’ a premissa € de que qualquer incongruéncia entre
arvores filogenéticas de genes € resultado de ILS. Portanto, nas arvores de espécies
ndo existe a possibilidade de distinguir ILS de especiagdo incipiente (i.e. linhagens
gue sdo distintas, mas apresentam zonas hibridas em areas de contato secundarias). O
segundo viés se refere a informacdo a priori que deve ser preenchida em relacdo a
taxonomia dos espécimes analisados nas analises bayesianas de geracao da ‘arvore de
espécies’. Todas as sequéncias obrigatoriamente devem ser assinaladas a uma
determinada unidade taxonémica, mesmo quando na realidade o nimero de espécies é

0 gquestionamento principal do estudo.

De fato, processos como ILS e retencdo de polimorfismo ancestral
normalmente séo a fonte principal de incongruéncia entre arvores génicas contendo
linhagens que divergiram recentemente ou cuja historia evolutiva é caracterizada por

intervalos curtos entre eventos de diversificacdo (Avise, 1989; Philipe et al. 2011). Na
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auséncia de um método capaz de diferenciar ILS de introgressao, a melhor maneira de
interpretar os dados sob um ponto de vista histdrico € o de analisar a maior quantidade

de loci separadamente.

6.1.4. Analise filogenética do ITS-2

Com base nas andlises filogenéticas preliminares contendo todas as 110
sequéncias de ITS-2 de R. prolixus e R. robustus I, I1, 111, IV, 6.4 e n.sp., foi possivel
observar altas porcentagens de divergéncia genética intraindividual, inclusive maiores
do que as porcentagens de divergéncia intra e interespecificas (considerando as
linhagens como unidades taxondmicas distintas). Foram observados pelo menos dois
agrupamentos distintos dos clones de ITS-2 divergentes em até aproximadamente 2%
quando foram analisadas sequéncias intraindividuais. A inclusdo de todas estas
sequéncias em uma inferéncia filogenética bayesiana resultou na formacdo de sete
clados distintos estatisticamente bem apoiados (BS > 80; PP > 0,9). A parafilia de R.
robustus s.l. foi confirmada com o uso deste marcador nuclear. R. robustus | forma
um clado filogeneticamente mais proximo de R. prolixus do que das demais linhagens
de R. robustus s.I. As sequéncias de R. robustus Il foram separadas em dois clados
distintos, o primeiro contendo apenas sequéncias de R. robustus Il e o segundo
contendo ainda sequéncias de R. robustus IllI, IV e n.sp. Parte das sequéncias de R.
robustus 1V foram ainda agrupadas separadamente em um outro clado. Finalmente, a
sequéncia de R. robustus 6.4 formou um clado separado das demais linhagens de R.

robustus s.l. (Figura 6.1B).

Este resultado é contraditorio aquele obtido a partir do mtCytb e pode ser
explicado de duas maneiras: (1) existem loci ortélogos de rDNA que evoluiram de
maneira independente e ambos foram amostrados; ou (2) existem pelo menos dois loci

de rDNA néo ortélogos em cada linhagem de R. robustus s.1.

Em referéncia a primeira hipotese, isto pode acontecer por consequéncia de
conversdo génica ineficiente e recombinagdo génica (Li e Wilkerson, 2006). A
segunda hipdtese pode ser explicada por localizagdes multiplas do gene de rDNA - ja
foram observadas em vertebrados e invertebrados, como por exemplo, cinco
localizagdes distintas em humanos (Gonzalez e Sylvester 2001) e duas em fungos

Gibberella fujikuroi, moscas-de-fruta Drosophila hydei (Hennig et al. 1975),
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gafanhotos Warramaba virgo (White et al. 1982) e mosquitos Anopheles albitarsis (Li
e Wilkerson, 2006).

Como ndo houve tempo suficiente durante esta tese para se fazer a predicéo
das estruturas secundérias de ITS-2, as sequéncias foram separadas com base na
proposta do barcoding gap. Ao contrario de Triatoma, em Rhodnius ndo existem
dados anteriores referentes a lacuna entre divergéncia maxima observada entre
sequéncias de ITS-2 intraespecificas e de divergéncia minima esperada em

comparac0es interespecificas.

Portanto, foi feita inicialmente uma comparagdo entre as sequéncias de
mtCytb e ITS-2 das espécies cripticas de T. dimidiata disponiveis na literatura
(Bargues et al. 2006; Monteiro et al. no prelo). A escolha de T. dimidiata foi baseada
no fato de este taxon, assim como R. robustus s.l., representar um complexo de
linhagens filogeneticamente préximas. Os valores minimos de divergéncia
interespecifica calculados em mtCytb e ITS-2 foram utilizados para estimar nestas
espécies em que proporcdo o primeiro marcador evolui mais rapidamente que o
segundo. Assumindo esta proporcdo como verdadeira em Rhodnius, esta foi utilizada
nas sequéncias de mtCytb de R. robustus s.I. para calcular o valor minimo de
divergéncia interespecifica esperado em comparagdes par-a-par entre sequéncias de
ITS-2 das diferentes linhagens dessa espécie. As sequéncias de R. prolixus e R.
robustus s.l. sequenciadas anteriormente foram utilizadas como referéncia. Como
resultado, todos os clones que apresentaram porcentagens de divergéncia
intraespecifica menores ou iguais a 0,6% em comparacGes com as sequéncias-base

foram considerados como sendo de um mesmo locus.

Com base na nova reconstrucao filogenética de ML, foi possivel observar a
clara separacdo entre as linhagens amazonicas de R. robustus s.I. Contudo, o
relacionamento filogenético inferido para estas linhagens a partir das sequéncias de
ITS-2 foi diferente daquele obtido com sequéncias de mtCyth. A topologia da arvore
do mtCytb mostrou R. robustus Il filogeneticamente mais proxima de R. robustus IV
e n.sp. e R. robustus n.sp. mais préxima de R. robustus Ill, ao passo que a de ITS-2
apresentou R. robustus Il mais relacionada a R. robustus Il e R. robustus n.sp. a R.
robustus Il e 111 (Figura 6.1B).
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Apobs a inclusdo na topologia da arvore de ITS-2 dos clones de R. robustus s.l.
que apresentaram porcentagens de divergéncia nucleotidica acima do esperado em
comparagOes intraespecificas, o resultado mais inusitado foi a formacdo de um novo
clado bem apoiado estatisticamente contendo sequéncias de R. robustus IV
provenientes de Abaetetuba (Pard). Esta sequéncia esta filogeneticamente mais

préxima a R. robustus n.sp. do que a R. robustus IV.

A presenca desta sequéncia na analise levantou suspeitas em relagdo a
identidade taxondmica de R. robustus 6.4. Esta suposta linhagem de R. robustus s.I.
foi encontrada no Chaparé, na Bolivia, por Justi (2009), a partir de um Unico clone de
um individuo identificado com base no mtCytb como R. robustus Il. E possivel que
este clone, assim como aquele de R. robustus IV, se trate de uma copia rara,
proveniente de um locus que tenha evoluido de maneira independente dos demais, ou
ainda de um locus n&do ort6logo em relacdo ao locus analisado. O sequenciamento de
mais clones deste individuo, além de outros espécimes provenientes desta mesma

localidade estdo sendo analisados para a confirmacao deste novo taxon.

Com o objetivo de testar se as regides de microssatélites presentes em ITS-2
apresentam algum sinal filogenético relevante em Rhodnius prolixus e R. robustus s.l.,
estas regides foram analisadas separadamente, utilizando o modelo estocastico Dollo
de multiestado (Alekseyenko et al., 2008). Nenhum resultado filogeneticamente
relevante foi encontrado — a separacdo entre as linhagens da regido do Orinoco e da
Amazonia ndo foi observada. Estes resultados mostram que a melhor maneira de se
analisar filogeneticamente as sequéncias de ITS-2 é excluindo todos os indels.
Microssatélites altamente variaveis podem gerar ‘ruidos’ desnecessarios nas analises
filogenéticas, por evoluirem de maneira distinta das demais regides do ITS-2.
Consequentemente, sua utilizacdo pode resultar na geracdo de topologias de arvores

equivocadas (Li e Wilkerson, 2006).

Ao utilizar as informaces genéticas contidas nas sequéncias de mtCytb e ITS-
2 para a geragdo de uma ‘arvore filogenética de espécies’, a parafilia de R. robustus
s.l. foi confirmada, o que j& era esperado, uma vez que em ambas as arvores de
mtCytb e ITS-2 os espécimes de R. robustus | estdo agrupados filogeneticamente mais
proximos de R. prolixus do que das demais linhagens de R. robustus. Contudo, o

relacionamento entre as linhagens amazonicas de R. robustus ndo pdde ser resolvido.
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Surpreendentemente, a topologia da ‘arvore de espécies’ diferiu daquelas observadas
nas arvores de mtCytb e ITS-2. R. robustus IV e R. robustus 6.4 foram agrupadas
mais proximamente a R. robustus Il. J& a cladogénese de R. robustus Ill e n.sp. ndo
foi apoiada estatisticamente.

A discordéncia do relacionamento filogenético das linhagens amazénicas de R.
robustus s.l. nas trés arvores é um indicativo de inexisténcia de um sinal filogenético
comum nos dados analisados (Sota e VVogler, 2001). Este resultado abre precedentes
para uma série de interpretagdes acerca das limitacbes dos marcadores e da
metodologia utilizada para a solucéo deste problema filogenético, e ainda dos padrdes
e processos responsaveis pela geracdo da diversidade genética encontrada nestas
linhagens. Nesse caso, a decisdo mais parcimoniosa foi a de tentar responder primeiro

as questdes mais simples, que sdo as de origem metodoldgica.

No pacote *BEAST (Heled e Drummond, 2008) a ‘arvore filogenética de
espécies’ é estimada em conjunto com as arvores filogenéticas de cada marcador
molecular utilizado, em uma Unica analise bayesiana de cadeias de Markov Monte-
Carlo. Nesta analise, o tamanho populacional efetivo de cada linhagem para cada
marcador utilizado deve ser calculado com acuracia para que a topologia da ‘arvore
de espécies’ seja bem resolvida e, consequentemente, o relacionamento filogenético
entre as linhagens seja 0 mais verossimil possivel. Estes parametros sdo de suma
importancia para a separacdo dos eventos coalescentes resultantes de eventos de
especiacdo daqueles que refletem apenas relacionamentos entre populacdes de uma
mesma espécie ou uma separacdo incompleta da linhagem (ILS). Quanto maior o
tamanho populacional, maior o tempo em numero de geragdes para atingir a

coalescéncia.

A acuracia dos calculos do tamanho populacional efetivo (ancestral e presente)
de cada linhagem é dependente do nimero de loci filogeneticamente informativos e
independentes que estdo sendo analisados. A ‘arvore de espécies’ gerada a partir de

apenas dois loci pode conter uma taxa de erro de até 30% (Heled e Drummond, 2008).
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6.1.5. Analise filogenética dos genes relacionados ao relégio circadiano

Para a obtencdo das sequéncias dos quatro introns presentes nos genes
ortdlogos de per, tim e cry de R. prolixus e R. robustus s.l., optou-se pelo
sequenciamento direto sem a etapa prévia de clonagem por se tratarem de genes
nucleares supostamente de coOpia Unica. O sequenciamento direto de uma regido
nuclear ndo é indicado quando se analisa regides que apresentam no genoma multiplas
copias contendo alta variabilidade nucleotidica entre elas (e.g. ITS-2 de Rhodnius),
guando a heterozigosidade das fitas de DNA é alta (evidenciada pela grande
quantidade de picos duplos nos eletroferogramas em diferentes sitios da sequéncia),
ou quando o objetivo de estudo é a analise populacional de uma espécie (para
avaliacdo de homozigotos e heterozigotos). As sequéncias obtidas pelo
sequenciamento direto representam, na realidade, a copia do fragmento que ocorre em
maior frequéncia, no caso de genes de copia multipla, ou uma sequéncia “consenso”

do organismo estudado, sem informacdes relevantes acerca da heterozigosidade.

Com base na inspecdo visual dos eletroferogramas, foi possivel concluir que a
heterozigosidade das fitas de DNA dos introns analisados é baixa. Ademais, como 0
intuito nesta tese era o de se avaliar o relacionamento filogenético (e néo
populacional) de R. prolixus e R. robustus s.l., a opcao pelo sequenciamento direto é

valida.

A partir da andlise filogenética das sequéncias do intron de per de R. prolixus
e R. robustus s.1., foi possivel observar uma topologia parecida com aquela obtida em
mtCytb. R. prolixus € uma espécie distinta de R. robustus s.l. e grande parte das
sequéncias de R. robustus Il sdo filogeneticamente mais proximas de R. robustus 1V
e n.sp. do que de R. robustus Il. Contudo, algumas discrepancias foram observadas
nesta comparagdo - quatro individuos de R. robustus Il provenientes de Paraupebas
(Pard) foram agrupados no mesmo clado composto por R. robustus Il. J& R. robustus

n.sp. foi agrupado com R. robustus IV em um mesmo clado (Figura 6.1C).

Estes resultados podem ser interpretados de trés maneiras distintas: (1) existe
fluxo génico atual entre fémeas de R. robustus 111 e machos de R. robustus 11, e ainda
entre fémeas de R. robustus n.sp. e machos de R. robustus IV; (2) separacdo
incompleta da linhagem; ou (3) R. robustus I, 111, 1V e n.sp. s&o populagbes de uma

mesma espécie. Em relacdo a primeira hipotese, dificilmente existe fluxo génico atual

175



entre espécimes de R. robustus Il e fémeas de R. robustus Il provenientes de
Paraupebas (Pard), em funcdo da distancia geografica (distancia minima = 1192 km) e
da baixa capacidade de dispersdo dos triatomineos (de dezenas de metros até 1 km;
Barbu et al. 2010). Ademais, é pouco provavel que a terceira hipétese seja verdadeira,
uma vez que a partir de um marcador mitocondrial (mtCytb) e outro nuclear (ITS-2)
foi possivel separar as linhagens de R. prolixus e R. robustus s.l. Portanto, a melhor
explicacdo seria a de que em R. robustus II, Ill, IV e n.sp. sdo observados sinais de
ILS relacionados a retengdo de polimorfismo ancestral.

Na filogenia reconstruida a partir de um intron do gene ortdgo de tim (Figura
6.1D) foi possivel observar que R. prolixus € uma espécie distinta de R. robustus s..
Apesar do nimero de sitios variaveis entre as sequéncias de R. prolixus e R. robustus
s.l. de tim ser praticamente 0 mesmo que 0 observado em per (31 e 39,
respectivamente), a propor¢do de autapomorfias de R. prolixus nas sequéncias de tim
é muito maior do quem em per, representando 80% da variacdo nucleotidica total. Em
per, apenas 46% dos sitios polimdrficos ndo resultantes de indels correspondem a
autapomorfias de R. prolixus. Consequentemente, a informacao genética contida em

tim para a diferenciacdo das linhagens de R. robustus s.I. ¢ menor do que em per.

Na topologia da arvore filogenética resultante as sequéncias de R. robustus II,
I1l, IV e n.sp. ndo foram agrupadas em clados exclusivos. As sequéncias de R.
robustus Il estdo contidas em um clado que € composto ainda por representantes de R.
robustus n.sp. e ainda um espécime de R. robustus Ill proveniente de Maraba (Pard).
As demais sequéncias de R. robustus Ill estdo agrupadas em um outro clado, que
contém ainda sequéncias de R. robustus 1V (Figura 6.1D).

E possivel que haja fluxo génico presente ou recente entre R. robustus Il e 1V,
por conta da proximidade geografica destas linhagens. Porém o mesmo ndo pode ser
dito em relacgdo as sequéncias de R. robustus I, 111 e n.sp incluidas em um Unico clado
— estas duas Ultimas linhagens distam geograficamente de R. robustus 1l mais de 1500
km. Por conta da pouca quantidade de sitios polimorficos entre estas linhagens, 0s

resultados sugerem a possibilidade de estar sendo observado ILS neste gene.

Ao observar a informacdo contida nos indels de tim, foi constatado um

polimorfismo de tamanho que diferencia os introns de R. prolixus e de R. robustus s.1.
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em 210-pb. Portanto, a exclusdo dos indels de tim nas andlises filogenéticas pode

resultar uma perda importante de informacdo filogenética.

Os resultados mais interessantes sob o ponto de vista evolutivo das linhagens
amazénicas de R. robustus s.l. foram obtidos a partir das andlises filogenéticas dos
dois introns do gene ortélogo de cry2. Assim como em todos os marcadores
analisados nesta tese, as analises filogenéticas dos dois introns de cry2 mostraram
claramente a separacdo entre R. prolixus e R. robustus s.l. Contudo, estes introns de
cry2 analisados apresentam ‘assinaturas’ filogenéticas distintas nas linhagens
amazonicas de R. robustus, apesar de estarem presentes no mesmo gene (Figura 6.1E
e F). Em ambas as topologias, as sequéncias de R. robustus IV foram agrupadas em
um clado filogeneticamente mais distante das demais linhagens de R. robustus s.I.,
mas apenas no intron 6 de cry2 R. robustus Il e n.sp. foram agrupadas separadamente
de R. robustus II.

Uma das possiveis explicacOes para tal fato € que o intron 8 contenha regides
mais conservadas do que o intron 6, como sitios de splicing alternativo. A outra
possibilidade é que tenham ocorrido processos de recombinacao nesta regido do gene

que afetaram o sinal filogenético. Estas hipoteses ainda precisam ser testadas.

A grande quantidade de dados gerados a partir das analises filogenéticas de R.
prolixus e R. robustus s.l. utilizando seis marcadores nucleares presentes em 5 loci
independentes e um marcador mitocondrial foram muito Uteis para o entendimento do
fendmeno de especiacdo deste complexo. Nas topologias das arvores filogenéticas de
mtCyth, ITS-2 e o intron 6 de cry2 (cry2-16), todos os clados foram formados
exclusivamente por uma Unica linhagem em cada, ao passo que as de per, tim e o
intron 8 de cry2 (cry2-18) mostraram as linhagens amazonicas em clados ndo

exclusivos.

Nas topologias das arvores obtidas a partir das analises de per e mtCytb, a
maioria das sequéncias de per (e todas as de mtCytb) de R. robustus Il foram
agrupadas em um clado mais distante de R. robustus Ill, 1V e n.sp. Ja nas arvores
filogenéticas de ITS-2 e cry2, a maioria das sequéncias de cry2-18 (sendo todas de
ITS-2 e cry2-16) de R. robustus IV forma um clado exclusivo mais distante de R.
robustus Il e I1l. Portanto, a posicdo de R. robustus Il na topologia da arvore parece

ser a fonte de discrepancia entre as topologias analisadas. O pior sinal filogenético foi
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observado nas topologias da arvore do intron de tim em R. prolixus e R. robustus s.I.,
pois ndo foi possivel separar com clareza nenhum clado que seja representado uma

linhagem de R. robustus separado.

A ‘arvore de espécies’ calculada no *BEAST a partir da anélise dos seis
marcadores confirmou a posicdo de R. robustus Il filogeneticamente mais
relacionada a R. robustus IV do que a R. robustus Il. Portanto, a mistura de duas ou
mais linhagens de R. robustus s.I. em um mesmo clado nas topologias de per, tim e do
intron 8 de cry2, e ainda a posicéo de R. robustus Il filogeneticamente mais proxima
a R. robustus 11, sdo interpretadas como sendo decorrentes de ILS. Com a utilizagdo
de seis loci independentes na geragdo da ‘arvore de espécies’, as taxas de erro na
determinacdo da topologia final sdo reduzidas para 10-20% (Heled e Drummond,
2008). Contudo, vale ressaltar que em todos os marcadores nucleares foram
observados poucos sitios polimorficos nas comparacGes entre as linhagens de R.

robustus s.l. e, portanto, o sinal filogenético do mtCytb prevaleceu.

Como dito anteriormente, o0 pacote *BEAST utiliza como premissa a auséncia
de fluxo génico primario ou secundario entre as unidades taxonémicas. Arvores
filogenéticas de linhagens proximas comumente apresentam discordancias na
topologia quando diferentes genes sdo analisados (Bessu e Near, 2009; Bottecchia et
al. 2004; Mallet et al. 2007; Near e Keck 2013; Karsten e Knowles, 2007; Philipes et
al. 2013; Mullen et al. 2008). Este fato pode ser observado em fun¢do de uma ou mais

arvores génicas conter paralogias, ILS, ou introgressao (Wiens et al., 2010).

A topologia resultante da ‘arvore de espécies’ feita a partir da analise de todos
os marcadores nuleares em conjunto com o marcador mitocondrial foi exatamente
igual aquela obtida a partir da analise do mtCyth. Assim como nos resultados obtidos
nesta tese, Philipe e cols. (2011) observaram que a inclusdo de marcadores
mitocondriais em topologias de ‘arvores filogenéticas de espécies’ melhora
substancialmente a resolucdo dos clados que aparentemente estdo sujeitos a ILS em

alguns loci nucleares.

O grande desafio encontrado no entendimento das topologias das arvores
génicas foi o evento de homoplasia observado em R. robustus II, 1l e IV. Desta
forma, fica dificil compreender se R. robustus 11l é filogeneticamente mais préxima

de R. robustus Il ou de R. robustus IV. Possiveis explicacbes para este tipo de
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incongruéncia envolvem a idealizacdo de cenarios demograficos mais complexos que
levem em consideracdo migragédo entre populacdes ancestrais e especiacdo com fluxo
génico historico ou recente. Modelos genealdgicos coalescentes podem fornecer uma
base estatistica solida sem a necessidade de estabelecer premissas como ILS e

auséncia de migracdo (Knowles e Carstens, 2007).

Marcadores mitocondriais apresentam maior probabilidade de resolverem os
relacionamentos entre complexos de espécies proximas utilizando apenas um anico
locus ou mesmo quando agregado a quantidades substanciais de loci nucleares (Bossu
e Near, 2009; Hudson e Coyne, 2002). Compreender os processos biogeogréficos e
populacionais histéricos envolvidos na origem e dispersdao do complexo de espécies
utilizando estes marcadores € fundamental para localizar as possiveis areas de
encontro (e possivel fluxo génico) primarias e secundarias entre linhagens
filogeneticamente proximas. Desta forma, é possivel estimar a possibilidade de
introgressdo do mMtDNA histérica e recente e, consequentemente, resolver as

discrepancias observadas nas topologias de arvores génicas (Bossu e Near, 2009).

Uma outra incongruéncia observada entre as arvores dos marcadores
utilizados e a ‘arvore de espécies’ foi em relacdo ao status taxondmico de uma das
linhagens descobertas nesta tese. R. robustus n.sp. aparece em quase todas as
topologias das arvores dos marcadores analisados (com a excecdo de per)
proximamente relacionada a R. robustus Ill. Contudo, a identidade taxonémica desta
linhagem como sendo diferente de R. robustus I11 s6 foi confirmada (i.e. bem apoiada
estatisticamente) nas topologias das arvores de ITS-2 e mtCytb. Na ‘arvore de
espécies’ estimada em *BEAST, a separacdo entre R. robustus n.sp. e R. robustus 11
ndo foi apoiada estatisticamente (PP = 0,58). Ramos curtos internos na arvore podem
fornecer uma baixa resolucdo filogenética em funcdo da estocasticidade de poucas
substituicdes nucleotidicas ao longo dos ramos e sinais conflitantes atribuidos a ILS
entre os genes (Philipes et al. 2013). Neste caso, a melhor maneira encontrada para
definir a existéncia de fluxo génico entre estas linhagens foi a de analisar marcadores
moleculares que evoluem mais rapidamente que os introns nucleares e o gene

mitocondrial mtCytb — 0s microssatélites.
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6.2. Anélise de microssatélites

As causas e consequéncias da hibridacdo de linhagens filogeneticamente
proximas vem sendo extensivamente estudadas no contexto de zonas hibridas, areas
de interacdo entre grupos de individuos geneticamente diferentes que resulta na
producdo de pelo menos uma geracdo de ancestralidade misturada (Harrison 1990).
As zonas hibridas estdo frequentemente localizadas em &reas geogréficas tangenciais
em relacdo as distribuicbes das populacBGes parentais e tipicamente associadas a
variacdes fenotipicas e genotipicas clinais (Barton e Hewitt 1989). Estas zonas podem
surgir tanto em uma situacdo de intergradacdo primaria, como em um contato

secundario.

As zonas de hibridacao primarias sdo resultado da diferenciacdo de populacGes
interconectadas em variacgdes clinais de multiplos caracteres fenotipicos e genotipicos.
Em contraste, as zonas hibridas de origem secundaria sdo formadas quando
populacdes que divergiram em alopatria entram ocasionalmente em contato, apds

eventos de expansdo demogréfica e/ou geografica.

Sinais de ‘refor¢o’ (do inglés reinforcement), homogeneizagdo de caracteres
morfolégicos e/ou genéticos e divergéncia adaptativa sdo alguns dos eventos
evolutivos que podem ocorrer em &reas de encontro de linhagens distintas (e.g. Araki
et al., 2009; Johnson e Lachance, 2012; Ortiz-Barrientos et al., 2004). A possibilidade
de ocorréncia destes eventos faz com que o estudo de zonas hibridas seja rico em
informacdes sobre o processo de especiacdo de diferentes organismos. A hibridacao
das linhagens, em dltima andlise, depende do balanco entre selecdo natural e

disperséo.

Ao contrario do postulado no conceito bioldgico de espécies, no qual a espécie
¢ definida como ‘“agrupamento de populagdes naturalmente intercruzantes e
reprodutivamente isolado de outros grupos com as mesmas caracteristicas” (Mayr,
1963), a hibridacdo entre espécies boas parece ser um evento regular. Pelo menos
10% das espécies de animais sdo conhecidas por hibridizarem na natureza (Mallet,
2005). Esta porcentagem pode ser ainda maior em grupos que radiaram subitamente
ou recentemente — de 29 a 42% das espécies de dois géneros de borboleta, Heliconius
e Eueides (Mallet, 2007).
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Treze hibridos naturais de R. prolixus e R. robustus IV foram encontrados
recentemente no estado de Portuguesa, Venezuela (Fitzpatrick et al. 2008). Todas
estas ninfas foram identificadas com o marcador 28S D2 nrDNA como sendo R.
prolixus e com o mtCytb como R. robustus V. Neste caso, 0 mais provavel é que
tenha ocorrido introgressdo em R. prolixus do material genético mitocondrial de R.

robustus IV.

A amostragem de R. robustus I, 111 e 1V foi feita durante o periodo da tese a
partir da selecdo criteriosa de regides que representam duas areas contiguas das
linhagens, ao longo das quais foram realizados transectos de amostragem. Conforme
comentado anteriormente, nos pontos de coleta compreendidos na possivel zona de
encontro entre R. robustus Il, 111 e IV no estado do Amazonas, Brasil, ndo foram
observados indicios de qualquer evento de introgressdo. Contudo, em Uliandpolis
(Pard), regido de possivel encontro entre R. robustus Ill e IV, surpreendentemente
foram encontrados em uma palmeira seis espécimes identificados como R. robustus
n.sp. co-ocorrendo com seis individuos identificados como R. robustus Ill. Esta
descoberta inesperada veio a requerer a utilizacdo de marcadores moleculares que
evoluem mais rapidamente que os genes mitocondriais e nucleares, os microssatélites,
para que fosse testado o isolamento reprodutivo entre os dois tdxons. Por serem
marcadores que fornecem informacgdes de nivel populacional, microssatélites sdo
particularmente Uteis em estudos que investigam a existéncia de espécies incipientes

que ocorram em simpatria.

Doze espécimes simpatricos de R. robustus 11l e n.sp. foram genotipados para
10 loci de microssatélites. Aparentemente, com base nas freqiiéncias génicas obtidas,
ndo ha barreiras ao fluxo génico entre estes dois taxons nesta area. Para fins de
comparacdo, foram adicionadas a analise cinco amostras de R. robustus Il
provenientes de Rondon do Para (Pard), uma area adjacente a regido de simpatria, e
cinco amostras de R. robustus n.sp. provenientes de Sao Roberto (Maranh&o), a outra

localidade onde esta linhagem foi encontrada.

E importante ressaltar que o fator limitante nesta analise foi o ndmero de
amostras em cada populagdo. Os alelos nulos encontrados e os desvios significativos
do equilibrio segundo o modelo de H-W podem ser resultado do baixo tamanho

amostral das quatro populacdes.
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Dois loci das amostras de R. robustus n.sp. de Sdo Roberto apresentaram
indicios de alelos nulos. Apesar da frequéncia de heterozigotos ter sido
numericamente desproporcional em quase todas as populagdes para a maioria dos
loci, apenas dois destes loci da populacdo de Uliandpolis de R. robustus n.sp.
apresentaram apés a correcdo do nivel de significancia para multiplas comparacgdes
desvios significativos do equilibrio segundo o modelo de H-W. Ainda possivelmente

em funcédo da baixa amostragem, nenhum valor calculado de Fs foi significativo.

Em relacdo ao nimero de alelos observados nas quatro populagdes analisadas,
oito dos 10 loci séo polimorficos. Nenhum locus foi diagndstico para as populagoes
simpatricas de R. robustus Il e n.sp. Contudo, as frequéncias dos alelos observados
em R31 foram significativamente diferentes para R. robustus Il e n.sp. na localidade
de Uliandpolis (G = 6,35; g.I. = 1; P =0,01).

A partir da analise dos componentes principais (PCA) e dos indices de
estruturacdo Fst e Gst, ndo foi possivel separar as (supostas) populacdes simpatricas
de R. robustus 11l e n.sp. Em contraste com o algoritmo bayesiano implementado no
programa STRUCTURE, na analise de PCA ndo é feita nenhuma premissa em relacao
ao equilibrio de H-W ou LD e, portanto, é util apenas para uma avaliacdo visual
preliminar do grau de diferenciacdo das populacBes amostradas. Quanto aos indices
de estruturacdo Fst e Gst, a premissa basica € que as populagdes sdo panmiticas e que
estdo em equilibrio de H-W. O maior problema em relacdo a estas premissas é que
dificilmente populacdes naturais as satisfazem e muito menos populacdes
pertencentes a complexos de espécies incipientes, onde normalmente a
heterozigosidade observada é baixa e a zona de possivel fluxo génico é restrita (Leng
e Zhang 2011).

O indice mais utilizado em analises de microssatélites, 0 Gst, ndo quantifica
satisfatoriamente a diferenciacdo populacional em condic¢des de desequilibrio (Leng e
Zhang, 2011). Quando a heterozigosidade de uma populacdo analisada € baixa, 0s
valores de Gst se dilatam de maneira artificial e o oposto € observado quando a
heterozigosidade é alta. Esta ultima condi¢do (alta heterozigosidade) pode ser
observada em populagdes naturais quando a taxa de mutacdo do locus € alta ou
quando a populacao inicial ancestral foi formada por individuos majoritariamente

heterozigotos.
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Ao contrario das estimativas obtidas pelos indices de Fst e Gst, na inferéncia
bayesiana implementada no programa STRUCTURE néo é assumido o equilibrio de
ligacdo ou equilibrio de H-W. Com base na heterozigosidade observada, o programa
agrupa as populacdes estabelecidas a priori de forma que o equilibrio de H-W seja
atingido em cada um dos K agrupamentos testados (Pritchard et al. 2000). Portanto, a
vantagem em se utilizar esta metodologia reside no fato de ndo haver necessidade de
se admitir determinados pressupostos nem de se estimar o nimero de populagdes
naturais estudadas (chamadas aqui de agrupamentos).

A partir da analise populacional feita no STRUCTURE, as (supostas)
populacdes simpatricas de R. robustus Il e n.sp. foram agrupadas separadamente.
Contudo, um individuo de Rondon do Para identificado como R. robustus Il
apresentou 93,4% de chance de pertencer ao agrupamento de R. robustus n.sp. de
Uliandpolis. Este resultado pode ser interpretado de trés maneiras distintas: (1) as
populacdes simpatricas de R. robustus Il e n.sp. ndo hibridizam e 0 que se observa
provavelmente é uma retencdo de polimorfismo ancestral; (2) as populacGes
simpatricas ndo hibridizam e a semelhanca entre os alelos observados em R. robustus
I11 e n.sp. € consequente de uma alta variabilidade dos loci de microssatélites; e (3) as

populacdes simpatricas podem eventualmente hibridizar.

Em referéncia a primeira hipétese, pode-se dizer que a diversidade genética
observada nas populacdes atuais reflete o tempo de coalescéncia dos loci de
microssatélites que, por sua vez, depende da historia demogréafica e populacional da
linhagem. Segundo a teoria da coalescéncia, populacGes maiores acumulam mais
mutacoes e perdem menos alelos por ‘extincdo’ em comparacdo com populacdes
menores. Em vertebrados, a variacdo genética dos microssatélites diminui
significativamente (aproximadamente 20% da heterozigosidade observada) em
populacbes que sofreram diminui¢bes drasticas no tamanho total (Chapuis et al.,
2012). Portanto, é de se esperar no caso de as populacdes de R. robustus Il ou R.
robustus n.sp. terem sofrido eventos historicos de bottleneck (ou ‘efeito gargalo de
garrafa’) severos, que a variabilidade dos microssatélites também tenha diminuido.
Além disso, em funcéo do longo tempo de geracdo, € de se esperar que R. robustus s.l.
acumule menos mutagdes do que um inseto com o tempo de geragdo curto (como
mosquitos) e, portanto, que apresente loci de microssatélites menos variaveis do que é

comumente observado em mosquitos.
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Ao considerar a segunda hipdtese como verdadeira, € de se esperar que 0S
microssatélites de R. robustus Il e n.sp. tenham uma alta taxa de mutacao, assim
como observado em outros insetos, como em mosquitos (Lovin et al. 2009). Além de
0s microssatelites estarem sujeitos a recombinacdo, novos alelos sdo gerados por
estocasticidade e oscilam por deriva. 1sso faz com que ‘assinaturas’ evolutivas mais
antigas sejam apagadas do sinal filogenético, de modo que o que € observado
atualmente estd mais relacionado a processos populacionais contemporaneos. A
igualdade dos alelos em cada locus, portanto, é consequente de convergéncia e
paralelismo de eventos independentes. Para testar essa hipotese, seria necessario fazer
um estudo genealdgico para medir a taxa de mutacdo destes loci a cada geracéo e,
com base no célculo a partir do rel6gio molecular relaxado (secéo a seguir), estimar o
acumulo de mutagBes retrospectivamente até o tempo geoldgico de vicariancia
estimado. Para isso, uma simulacdo poderia ser realizada, utilizado o modelo

estocastico de Dollo multiestado (Alekseyenko et al. 2008).

Por fim, se a terceira hipdtese for a mais correta, o programa STRUCTURE
estaria superestimando o nimero de agrupamentos em quatro. Na realidade, casos
como este sdo comuns quando uma das premissas da analise ndo é respeitada: a de
gue as amostras analisadas ndo sejam pertencentes a uma mesma familia (i.e. pai,
mée, filhos, etc.) (Pritchard et al. 2000). O problema é que triatomineos silvestres do
género Rhodnius sao filopatricos, i.e. passam normalmente toda sua vida intimamente
associados a ninhos de aves, mamiferos e répteis nas copas de palmeiras e s6 saem em
busca de um novo abrigo e fonte alimentar no caso do vertebrado abandonar seu
ninho ou esconderijo. Desta forma, possivelmente em Uliandpolis cada uma das
populacdes de R. robustus Il e n.sp. deve conter representantes de uma Unica familia
(ou de poucas familias) de cada uma das linhagens de R. robustus. Como nas analises
de PCA, Fst e Gst somente as (supostas) popula¢Bes simpatricas de R. robustus Il e
n.sp. ndo estdo estruturadas, estas amostras podem estar representando um encontro
secundario das linhagens. Os resultados referentes a origem e dispersao das linhagens
de R. robustus Il e n.sp. na regido amazdnica corroboram este encontro secundario

(secéo a sequir).
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6.3. Filogeografia de R. prolixus e R. robustus s.I. na regido amazonica

As analises biogeograficas do complexo de espécies cripticas R. prolixus e R.
robustus s.l. foram feitas com base nas sequéncias do mtCytb. O motivo principal
desta escolha foi que a topologia da arvore obtida para este marcador foi idéntica
aquela observada na ‘arvore de espécies’, quando todos os marcadores foram
analisados ao mesmo tempo em diferentes particbes, o que demonstra a falta de
informacdo genética nos marcadores nucleares para a diferenciacdo de R. robustus s.1.
Para qualquer locus, a informacdo que pode ser extraida sobre o tamanho
populacional (parametro de extrema importancia em analises coalescentes, conforme
dito anteriormente) depende da acuracia com a qual as arvores filogenéticas e
genealdgicas sdo resolvidas (Atkinson et al. 2008). Desta forma, os outros marcadores
moleculares ndo foram incluidos nestas analises, pois algumas discrepancias em
relacdo as topologias das arvores sdo observadas nas compara¢fes com a topologia
resultante do mtCytb e da ‘arvore de espécies’, 0 que poderia comprometer a acurécia
da datacdo dos eventos cladogenéticos. Adicionalmente, a ndo inclusdo destes dados
foi motivada ainda pela falta de informacdo prévia em triatomineos ou organismos
filogeneticamente proximos a respeito das taxas de mutacdo médias para cada

marcador.

Os marcadores mitocondriais, apesar de serem de origem estritamente
materna, sao considerados como bastante apropriados para estudos filogeograficos
(Avise, 2000, 2009; Lemey et al., 2009; Ohshima e Yoshizawa, 2011). A presenca no
organismo de um ndmero grande de mitocéndrias, sua rapida taxa de substitui¢do
(Howell et al., 1996) e o fato de o ancestral comum mais recente ser estimado em um
namero de geragdes quatro vezes menor do que o estimado para marcadores nucleares
(Avise, 2000), faz com que as informagfes contidas nos marcadores mitocondriais
resolvam com acuréacia arvores filogenéticas e os processos de demografia histérica
segundo um modelo coalescente. Para suprir a limitagéo da utilizagéo de apenas um
locus, foram acrescentados nas analises 0 maior nimero possivel de individuos de
cada linhagem. Esta estratégia parece contribuir para o aumento da precisdo dos
resultados obtidos (Heled e Drummond 2008).
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6.3.1. Relogio molecular relaxado, calibracdo dos nos da arvore filogenética e
datacao dos eventos cladogenéticos

Com base nas inferéncias bayesianas do relégio molecular aleatério (RLC), a
hipotese do relogio molecular ‘fixo’ foi rejeitada. Ao todo, foram encontradas de duas
a trés taxas evolutivas distintas na topologia analisada. Dentro do complexo de
espécies cripticas R. prolixus e R. robustus s.l., as sequéncias provenientes de
Roraima de R. robustus IV, aléem de R. robustus V e n.sp. evoluem a uma taxa distinta
das demais (dados ndo mostrados). Portanto, o modelo de relégio molecular
‘relaxado’ implementado no programa BEAST (Drummond et al. 2012) foi
empregado nas analises. Este modelo ndo-uniforme descreve a diferenca de taxas
evolutivas entre as linhagens e modela a correlacdo entre estas taxas. Como este € um
método ‘linhagem-especifico’ (i.e. cada sequéncia ¢é analisada de maneira
independente), uma média de mudanga das taxas é calculada para cada ramo da
arvore. Os tempos estimados a posteriori para 0s eventos vicariantes dependem de
uma série de variaveis iniciais (prioris), como a taxa de substituicdo nucleotidica
estimada e sua variancia, e as calibragdes dos nds da arvore utilizadas e suas

variancias (Battistuzzi et al., 2010).

A variacdo da taxa mutacional foi determinada a priori de acordo com as
informacdes prévias publicadas na literatura para espécies do género Triatoma e para
a Classe Insecta (Brower, 1994; Pfeiler et al., 2006), o que resultou em um intervalo
de confianca compreendido entre 2,1 x 10° e 7,16 x 107 substituicdes por milhdes de

anos (com média de 1,2 x 107?).

A aplicacdo de parametros contendo certo grau de incerteza na topologia da
arvore tende a aumentar a variancia nas estimativas das datacGes a posteriori,
podendo gerar densidades posteriores bimodais ou multimodais (Ho et al. 2009; Lee
et al. 2012). Apesar deste possivel revés, a op¢do por um intervalo de confianca
dilatado nesta estimativa foi uma maneira de evitar vieses potenciais na analise,
mesmo ao custo de reduzir a precisdo de inferir definitivamente as proposic¢des (Ho et
al. 2005).

Foram testadas cinco abordagens distintas para a datacdo dos nos da arvore
com base em quatro tipos de calibragdes, sendo um destes de base empirica e trés

estimados a partir de evidéncias geoldgicas. O valor de verossimilhanga marginal foi

186



calculado para cada abordagem e a escolha do melhor filograma foi feita a partir da
analise do Fator Logaritmico de Bayes (LBF). Esta estratégia teve como objetivo

identificar quais calibragdes eram as mais indicadas para os dados analisados.

Utilizando a mesma motivacao para a escolha dos valores a priori das taxas de
substituicdo nucleotidica (i.e. o de garantir a acuréacia dos dados, mesmo ao custo de
uma menor precisdo), nas datacdes das calibracbes dos nos da arvore foram
assumidos intervalos de confianca dilatados que pudessem abrigar as estimativas de
tempo geoldgico da orogénese dos Andes em sua porcdo central e norte (cf. Abad-
Franch et al. 2009; Hoorn et al. 2010).

Em todas as calibraces foram assumidas distribui¢des paramétricas normais.
A simetria da distribuicdo normal em torno da média é muito atil para calibragdes
biogeogréaficas, pois neste caso é praticamente impossivel especificar um limite
severo ao tempo da cladogénese (Ho et al. 2009). Este tipo de distribuicdo é
igualmente valido no caso de se importar datagbes de eventos cladogenéticos
estimadas em outros estudos, pois permite a inferéncia de um erro associado ao valor

outrora calculado (Ho et al., 2008).

Com base nos resultados de LBF, foi possivel concluir que a datacdo utilizada
na calibracdo do no referente a separacdo entre R. pictipes e R. prolixus/R. robustus
s.l. (sensu Gaunt e Miles 2002) estd superestimada. A adicdo desta calibracdo na
arvore filogenética modificou substancialmente a posi¢cdo do evento de cladogénese
de R. barretti no tempo geoldgico. A separacdo entre R. barretti e R. prolixus/R.
robustus s.l. foi situada em um periodo mais antigo do que a separacao de R. pictipes

e R. pallescens s.1.

Este resultado parece pouco provavel, uma vez que as sequéncias de mtCytb
de R. pictipes e R. pallescens divergem em aproximadamente 19% e as sequéncias de
R. barretti e R. prolixus/R. robustus s.l. em 10%. Se as datag0es dos nds das arvores
que contém esta calibracdo proposta por Gaunt e Miles (2002) para a separacgdo de R.
prolixus e R. pictipes estivessem corretas, a diferenca entre as taxas evolutivas da
‘linhagem pictipes’ e ‘linhagem robustus’ seria muito grande — 1,9% de divergéncia,
em media, entre as sequéncias de R. pictipes e R. pallescens s.I. a cada milh&o de anos

(Ma) e 0,72% de substituicbes por Ma entre R. barretti e R. prolixus/R. robustus s..
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Ao considerar os filogramas contendo apenas as calibraces biogeograficas, as
estimativas das taxas evolutivas foram muito mais proximas entre as duas linhagens e
aparentemente mais realistas — 1,9% de divergéncia por Ma, em média, entre R.
pictipes e R. pallescens, e 1,6% por Ma entre R. barretti e R. prolixus/R. robustus s.1.
De fato, a topologia da arvore que contém as duas calibracBes biogeograficas
‘estritas’ para a separagdo entre R. prolixus/R. robustus s.l. e R. pictipes/R. pallescens
s.l. e ainda entre R. pallescens | e Il apresentou fortes evidéncias de ser o melhor
filograma (3,8 < LBF < 4,2).

A utilizacdo dos valores de verossimilhanga marginais calculados em LBF
para determinacdo do melhor filograma é vélida, pois tanto as calibracbes dos nds
guanto as taxas evolutivas calculadas para cada ramo com base nas estimativas de
tempo estabelecidas nas calibracGes influenciam na topologia final da &rvore

(Drummond, comunicacgéo pessoal).

As datacbes obtidas nos noés mais profundos (i.e. mais proximos da raiz)
calculadas a partir de calibragdes dos n6s mais superficiais (mais distantes da raiz)
costumam apresentar desvios significativos dos tempos reais e 0 oposto também é
verdadeiro (Battistuzzi et al. 2010; Linder et al. 2005). Portanto, é de se esperar que
0s nés que contém as melhores datacGes sejam aqueles localizados em tempos
geoldgicos préximos aos dos nos calibrados. No caso de se utilizar apenas um dnico
no calibrado, é provavel que todos os nds distantes dele apresentem datacGes
equivocadas. Provavelmente esta é a explicacdo para a topologia com duas
calibracBes biogeograficas ter sido selecionada ao invés das topologias contendo
apenas uma calibracdo. Apesar da média obtida para os eventos cladogenéticos serem
semelhantes nas arvores que tiveram um ou dois nos calibrados, os intervalos de
confianca para os eventos cladogenéticos nao o sdo (mais dilatados nas inferéncias de

tempo a partir de um no calibrado).

A influéncia nos resultados da utilizacdo de uma calibracdo inadequada em um
no da arvore foi tdo grande para a estimativa dos demais eventos cladogenéticos que
mesmo adicionando na topologia outras duas calibra¢fes biogeograficas consideradas
como ‘boas’, o valor de verossimilhanga marginal resultante foi menor do que aquele
obtido nas arvores contendo apenas um ponto de calibracdo (orogénese da porgédo
Central dos Andes). Este resultado esta de acordo com as simulagdes realizadas por
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Battistuzzi e cols. (2010), nas quais foi observado que a adi¢do de novas calibracGes
sdo inuteis para a adequacdo das estimativas temporais das cladogéneses quando

existe uma calibragdo que néo se encaixa com a taxa evolutiva das demais.

As estimativas a posteriori dos tempos geoldgicos dos nos calibrados foram
fortemente influenciados pelos valores indicados a priori, assim como observado
anteriormente por Ho e cols. (2005, 2009). Esta limitagdo metodologica pode ser
superada com a utilizacdo marcadores moleculares contendo sequéncias nucleotidicas

mais extensas ou ainda com a analise de mais loci polimorficos.

A partir da arvore filogenética contendo duas calibragdes biogeogréficas, foi
possivel situar os eventos cladogenéticos no tempo geoldgico. A cladogénese de R.
barretti teria ocorrido durante o Mioceno Médio/Superior, hd aproximadamente 7,5
Ma (12 — 6 Maa). Durante o Plioceno Inferior/Médio (entre 5 e 2,7 Maa), a populacédo
ancestral de R. prolixus, R. robustus I e R. robustus V teria se separado da populacéo
ancestral de R. robustus I, Il, IV e n.sp. Por fim, as cladogéneses das linhagens
inseridas nestes clados teriam ocorrido durante o Plioceno Médio/Superior e
Pleistoceno Inferior/Médio, entre 3,5 e 0,5 Maa. Portanto, os periodos cladogenéticos
calculados coincidem com o tempo em que as ‘incursdes marinhas’ e os ‘refugios
pleistocénicos’ teriam supostamente promovido modificacdes no ambiente pan-
amazonico. Para determinar se estas hipoteses biogeogréaficas explicariam o padrdo de
diversificacdo revelado em R. prolixus e R. robustus s.l., foram conduzidas analises
genealdgicas adicionais e testes de hipoteses referentes a origem e dispersdo das

linhagens na regido pan-amazonica.

6.3.2. Padrdes populacionais e genealogia molecular

Com base no estudo genealdgico e populacional de R. prolixus e de cada uma
das linhagens de R. robustus s.l., foi possivel determinar se as modificagcbes no
ambiente amazOnico durante o Mioceno, Plioceno e Pleistoceno deixaram
‘assinaturas’ referentes aos processos de diversificagdo genética nas populagdes
atuais. Apesar de R. robustus V ter sido coletado na ecorregido de floresta tropical
Japurd/Solimdes-Negro (regido biogeografica do Imeri), sua sequéncia foi
arbitrariamente considerada como pertencente a regido biogeografica do Orinoco,

com base nos resultados filogenéticos de mtCytb. Esta decisdo conservadora foi
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tomada, pois R. robustus V é representada por um Unico espécime genotipado apenas
com o mtCyth. Como seu status taxonémico ndo foi confirmado utilizando um
marcador de origem biparental, ndo h4d como saber se este individuo eé de fato
representante de uma nova linhagem, ou ainda se esta sequéncia representa uma

retencdo de polimorfismo ancestral.

Assim como observado em outros triatomineos (cf. Monteiro et al. 2004;
Pavan 2009), apesar de R. prolixus e as linhagens de R. robustus apresentarem uma
grande diversidade haplotipica (Hd > 0,5), as diversidades nucletidicas em
comparag0es par-a-par sdo baixas (r = 1,60E-04 — 8,10E-03). As maiores
diversidades haplotipica e nucleotidica foram encontradas em R. robustus 1V,
provavelmente a linhagem de R. robustus s.I. com maior distribuicdo geografica. A
menor diversidade haplotipica foi encontrada em R. robustus Il e a menor
diversidade nucleotidica em R. prolixus. O U(nico teste de neutralidade
significativamente negativo foi o D de Tajima em R. robustus Il, o que indicaria sinais
de expansdo populacional subita ou selecdo purificadora. Apesar de o teste de Fs de
Fu ndo ter sido significativo, a analise de distribuigdo ‘desencontrada’ (do inglés
mismatch distribution) apresentou um padrdo unimodal (r = 0,27) caracteristico de

populacdes que sofreram subita expansdo populacional e/ou demogréfica.

A partir da construgdo de redes genealdgicas para os haplétipos encontrados
em R. prolixus e R. robustus s.l., foi possivel definir (empiricamente) as possiveis
regibes de origem e dispersdo das linhagens. Esta abordagem foi bastante util para
esclarecer se as regides de encontro entre as linhagens I, 111 e IV sdo consequentes de

ocupacdes primarias ou secundarias.

Apesar de as sequéncias de R. prolixus ndo terem apresentado valores
significativos nos testes de neutralidade, a regido do Guarico (nordeste da regido
biogeogréafica do Orinoco) parece ter sido o local de origem e expansao subita para as
regibes adjacentes do Orinoco e ainda para a regido biogeografica do Imeri, se
considerarmos R. robustus V uma linhagem valida e distinta das demais. Contudo, a
grande distancia geografica entre o Orinoco e o Imeri sugere que esta rede contém
ainda muitas pegas faltantes. De maneira alternativa, esta sequéncia mitocondrial de
R. robustus V pode representar apenas uma retencdo de polimorfismo ancestral. Neste

caso, teriamos fortes indicativos para uma possivel origem de R. prolixus e R.
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robustus s.l. na regido do Orinoco, conforme postulado empiricamente por Abad-
Franch e cols. (2009).

As informac0es interessantes extraidas da rede genealdgica de R. robustus Il
foram que a origem da linhagem deve ter sido na regido biogeogréfica de Rondénia, e
que o Inambari foi ocupado secundariamente. Portanto, a regido de possivel encontro
entre as linhagens Il, 11l e IV (Careiro Castanho e Anamd, Amazonas), onde nao foi
encontrado nenhum indicio de fluxo génico interespecifico, foi ocupada de maneira
secundaria. Um haplétipo compartilhado entre sequéncias provenientes de ambas as
regides biogeogréficas (haplotipo b da Figura 5.26) parece ter sido o centro de uma

expansdo geogréafica repentina.

A expansdo populacional subita de R. robustus Il foi confirmada apés as
analises de Bayesian Skyride. Sua populacéo teria aumentado de tamanho 3,25 vezes
nos ultimos 125 mil anos, atingindo aproximadamente 1,4 milhdo de insetos. Cerca de
80 mil anos atras, a distribuicdo de R. robustus Il teria atingido as regides de possivel
encontro com R. robustus Il e IV. Cabe ressaltar que a sensibilidade do modelo
Skyride para as estimativas feitas com apenas um locus permite apenas uma
visualizacdo das tendéncias gerais dos dados e ndo os detalhes finos, e somente é
possivel observar (quando presentes) fendmenos de expansdo sUbita que tenham
ocorrido mais recententemente (Atkinson et al. 2008; Heled e Drummond 2009).

A andlise genealdgica de R. robustus Il mostrou Rondon do Pard e S&o
Domingos do Araguaia, Para (porcdo leste da regido biogeografica do Pard) como
regides provaveis de origem do grupo. Sdo Roberto (Maranh&o) foi assinalada como
possivel regido de origem de R. robustus n.sp. Portanto, Uliandpolis (Para), a regido
de possivel fluxo génico entre as linhagens, é resultado de uma ocupacao secundaria.
Estes resultados sdo condizentes com a hipotese de que R. robustus Il e n.sp. sdo
linhagens distintas e que o individuo de Rondon do Para assinalado como possivel
migrante de R. robustus n.sp. possa ser uma retencdo de polimorfismo ancestral. De
maneira concordante, a regido de possivel encontro entre R. robustus 11l e R. robustus
Il e IV também parece ser uma ocupagdo secundaria. De acordo com as analises de

Bayesian Skyride, ndo ha indicios de expansdo populacional sibita em R. robustus II.

A genealogia de R. robustus IV foi sem ddvida a menos conclusiva.

Provavelmente em funcdo da amostragem ter sido falha na porgéo oeste e noroeste de
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sua distribuicdo geografica, ficou dificil definir a possivel regido de origem da
linhagem. As regibes biogeograficas do Imeri e Guiana sdo as possiveis candidatas.
Caso R. robustus V seja uma linhagem valida e diferente das demais, é possivel que o
Imeri tenha sido uma importante regido de diferenciacdo de R. robustus s.I.

6.3.3. Hipdteses de origem e dispersdo das linhagens

Uma das grandes limitages em estudos biogeograficos é a auséncia de
andlises que possibilitem o teste de hipdteses biogeograficas para a diversificacdo dos
organismos. Normalmente as afirmacfes sdo baseadas em estudos comparativos de
diversidade de organismos pertencentes a diferentes niveis hierarquicos que co-
habitam uma mesma regido biogeogréfica (Avise 2009). Contudo, muitas vezes 0s
critérios de separacdo sdo pouco intuitivos (cf. premissas mutuamente ndo-exclusivas
em Morrone e Crisci, 1995) e minimalistas, com o emprego do método de maxima-
parcimdnia. Neste método, 0 nimero de passos mutacionais € minimizado nas
topologias de arvore e, consequentemente, pode gerar erros quando as probabilidades
de passos mutacionais entre os tdxons sdo desiguais (Cunningham et al., 1998).

A partir da utilizagdo do programa MIGRATE-N, foi possivel extrapolar a
teoria da coalescéncia aplicada ao fluxo génico atual (coalescéncia recente) para testar
hipbteses biogeograficas de origem e dispersdo de linhagens que se separaram héa
milhGes de anos (coalescéncia antiga). Como se trata de estimativas de fluxo génico
antigo, as estimativas dos parametros ® ¢ M foram utilizadas apenas para examinar a
convergéncia dos dados quando submetidos a diferentes modelos de redes de fluxo

génico (Beerli e Palczewski 2010).

Esta abordagem viola algumas premissas do modelo coalescente, comentadas
a seguir, mas que dificilmente invalidam os resultados aqui obtidos (cf. Goncalves da
Silva 2012 para aplicagdo andloga com uma Unica espécie). Conforme observado nas
analises populacionais e de Bayesian Skyride, R. robustus Il viola a premissa de
estabilidade demografica. No caso de uma expansédo recente subita, ainda nao se sabe
qual a influéncia no ranqueamento dos dados por LBF (Beerli, 2009). Contudo, é
esperado que este viés seja minimizado pelo fato das linhagens compartilharem
variacdo genética em funcdo de eventos migratorios antigos e ancestralidade comum

(Goncalves da Silva et al., 2012). No caso de separagdes antigas, 0 programa
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MIGRATE-N iré substituir pequenas taxas de migracdo (decorrentes de retencdo de
polimorfismo ancestral) por cladogéneses. Portanto, os modelos testados nao sao
destinados a diferenciar como as linhagens se separaram (i.e. ndo diferenciam o tipo
de migragdo). Com base na retencdo de polimorfismo ancestral, os modelos

designardo quais sequéncias se “assemelhariam” mais com a populagao estoque.

A finalidade desta analise foi a de testar estatisticamente, através do emprego
de LBF, a hipotese de Abad-Franch e cols. (2009) referente a origem de Rhodnius na
regido do Orinoco e tentar compreender como a regido amazonica foi colonizada pela

populagéo ancestral de R. robustus s.I.

Em uma macroescala, 0 modelo melhor ranqueado corroborou a hipotese de
Abad-Franch e cols. de que as espécies de Rhodnius teriam sido originadas na regido
biogeogréafica do Orinoco. Como 0 modelo mais aceito foi 0 de source-sink 2, nao foi
possivel diferenciar para qual regido biogeografica a populacdo estoque

migrou/expandiu primeiro — se Napo ou Amazonia.

Em uma mesoescala, dois modelos foram aceitos com probabilidades
semelhantes de estarem corretos, os modelos stepping-stone 2 e source-sink 2. Em
ambos os modelos, a origem de R. robustus s.l. teria sido em uma das seguintes
regibes biogeograficas: Guiana, Inambari, Imeri, Rond6nia, Para e Belém. Como o0s
resultados da genealogia de R. robustus IV indicam a origem das espécies em Manaus
ou Roraima, pode-se especular que as possiveis regides biogeograficas de origem

foram a Guiana e o Imeri.

O fato das cladogéneses serem muito antigas e as analises terem sido
realizadas com um unico locus pesaram na hora de diferenciar um modelo source-sink
de um stepping-stone nas andlises em macroescala. Neste caso, estas analises
serviram para responder questdes biogeograficas mais simples, embora muito
relevantes para o conhecimento acerca da especiagdo em Rhodnius — a origem do
complexo R. prolixus e R. robustus s.l. e a diversificacdo das linhagens amazonicas de
R. robustus s.I. E provavel que analises contendo marcadores nucleares possam ser
ainda mais uteis para corroborar (ou refutar) as hipéteses levantadas aqui, uma vez
que estes marcadores podem conter “assinaturas” referentes aos eventos coalescentes

mais antigos, o0 que poderia recuperar com maior acuracia o polimorfismo ancestral.
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Os resultados aqui obtidos, em conjunto com as deducdes feitas a partir das
genealogias de R. prolixus e R. robustus s.l. apbiam a hipdtese proposta por Abad-
Franch e cols. (2009) de relacionamento entre as ecorregides da pan-Amazonia,
obtidas com base nas andlises de parciménia de endemismo dos triatomineos. As
regides biogeogréaficas da Guiana e Imeri estdo proximamente relacionadas e formam
um clado juntamente com o Orinoco (1), evidenciado pela separacdo de R. prolixus/R.
robustus I/R. robustus V de R. robustus II, I1l, IV e n.sp.; e as regides do Inambari e
Rondonia formam um clado separado de (1), evidenciado pela origem e disperséo de
R. robustus 1. Mesmo de carater especulativo, propde-se aqui que a partir da origem
na regido do Orinoco, populacdes da linhagem ancestral tenham ocupado a regido do

Imeri secundariamente, de onde teriam sido originadas R. robustus IV e V.

6.4. As cladogéneses da linhagem R. robustus s.I. no contexto biogeografico da
regidao pan-amazonica

De acordo com as calibragdes do relégio molecular relaxado, a ‘linhagem
robustus’ ¢ a ‘linhagem pictipes’ teriam se separado no periodo do Mioceno
Inferior/Médio (23 - 15 Maa), durante as ‘incursdes marinhas’ e a consequente
formacdo do Sistema Pebas (Hoorn et al. 2010). A ‘linhagem robustus’ teria
permanecido no Escudo das Guianas, na regido biogeogréafica atual do Orinoco.

O periodo calculado da cladogénese destas linhagens estd de acordo com o
proposto por Hwang e Weirauch (2012). Contudo, é importante ressaltar que esta
datacdo pode conter erros em funcdo do nd da raiz estar muito distante das calibracdes
dos n6s mais superficiais utilizadas na topologia do filograma. Uma outra estimativa
desta separacao foi publicada por Gaunt e Miles (2002) e testada nesta tese (separacéo
entre 56 e 46 Maa), mas esta calibracdo empirica (utilizando uma calibragio ‘fixa’ do
relégio molecular de Reduviidae) ndo parece estar de acordo com as calibracdes

sugeridas com base nos eventos biogeogréaficos vicariantes de orogénese dos Andes.

A ldade do Serravalliano, durante o Mioceno Médio (13 — 11 Maa), foi
caracterizada por um periodo de rapido soerguimento da porcdo central e norte do
oriente dos Andes (Hoorn et al. 2010). Estes eventos teriam gerado uma profunda
incisdo e erosdo nas porcOes central e norte dos Andes, principalmente na vertente

oriental (Andes Venezuelanos e leste da Colémbia), onde foram desprendidas grandes
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porcdes de terras aluvionais, que se acumularam na base oriental dos Andes
(Bermudez et al. 2010).

Durante o Mioceno Médio/Superior (10 - 7 Maa), o sistema Pebas (Figura
6.2A), localizado nas terras baixas da porcéo oeste da Amazonia, sofreu modificagdes
em func&o da diminuigdo do nivel do mar e do aumento de chuvas na vertente oriental
dos Andes (Figueiredo et al., 2009). O sistema antes lacustrino (ou marinho) foi
modificado para fluvial (chamado de Sistema do Acre; Figura 6.2B), em funcdo da
diminuicdo do nivel do mar e da grande ocorréncia de chuvas. Os rios localizados ao
noroeste da regido modificaram seus cursos, iniciando o sistema fluvial como é
conhecido atualmente (com a drenagem transcontinental em direcdo ao Oceano
Atlantico). A porcdo de terras baixas dos Andes Venezuelanos e leste da Colémbia

secaram por completo (Latrubesse et al. 2010).

ha)
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' 23210 Maa 10 27 Maa

D Planicies

Legenda:
Lagos/Terras alagaveis - Elevagdo dos Andes
H... (s gaveis |[ADA| Eleva
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D Montanhas/Colinas . ol Rios (conjetural)

. Oceano

Figura 6.2. (A) Sistema Pebas, que supostamente teria ocorrido entre 23 e 10 Maa. (B)
Sistema Acre, que supostamente teria sido formado entre 10 e 7 Maa.

Note que o Rio Amazonas (antigo sistema Acre) divide as distribui¢cGes de R. robustus Il e
IV e, portanto, parece ter sido uma importante barreira para o fluxo génico entre as linhagens.
Apenas uma pequena parte da distribuicdo de R. robustus IV estd localizada na margem
oriental do Rio Amazonas, no norte do Para. Possivelmente essa regido deve ter sido ocupada
secundariamente, durante o periodo de glaciagdo. J& R. robustus Il ocupa toda a regido
amazonica de terras baixas, antes alagada no Sistema Acre. E possivel que R. robustus II
tenha ocupado a porcao oriental do Rio Amazonas, na regido biogeografica de Rondénia e, de
maneira subita, expandido para as demais regides ha 80 mil anos. Modificado de Hoorn et al.
(2010).
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Os padrdes filogeograficos obtidos apoiam as ‘incursdes marinhas’ como a
hipdtese que melhor explica a diversificacdo de R. prolixus e R. robustus s.l., pois os
resultados obtidos satisfazem duas das trés predicOes listadas a seguir (sensu Conn e
Mirabello 2007): (a) as populagdes ancestrais e basais devem ter ocupado um dos
blocos [populacdo ancestral — regido do Orinoco (estimada no modelo coalescente);
populagdo mais basal — Andes (R. barretti)]; e (b) populagdes mais derivadas devem
se encontrar nas terras baixas da porcdo oeste amazonica (regido central e oeste
amazonico — R. robustus II, Ill, IV e n.sp.). A predicdo (c) de que as linhagens
provenientes de cada um dos trés blocos de maior altitude devem ser monofiléticas
entre si ndo foi satisfeita, uma vez que R. robustus V, presente na regido
biogeografica do Imeri, filogeneticamente esta agrupada em um clado com R. prolixus
e R. robustus I, que sdo naturais da regido do Orinoco. Contudo, as datagdes dos
eventos cladogenéticos obtidas ndo conferem com este periodo. Somente a
cladogénese de R. barretti foi datada no periodo do Mioceno Médio/Superior (7,2 —
6,0 Maa). As demais cladogéneses foram todas datadas em um periodo posterior as
‘incursdes marinhas’ do Mioceno, durante o Plioceno e Pleistoceno (entre 3,4 e 0,8
Maa).

O periodo do Mioceno Superior/Plioceno (7 — 2,5 Maa) foi o de maior
radiacdo de plantas de altitude, roedores, passaros e insetos, como abelhas (cf. Hoorn
et al. 2010). Com o fechamento do istmo do Panama, este periodo também ficou
conhecido pelas altas taxas de migracdo de mamiferos provenientes da América do
Norte que colonizaram regides de altitude e regides baixas da Amazoénia (Marshal e
Cifelli, 1990). Particularmente nas regides baixas do oeste da AmazOnia ocorreu a
maior diversificacdo das florestas, promovendo a criacdo de novos nichos (Hoorn et
al. 2010).

O periodo Quaternario foi marcado pelos ciclos glaciais e interglaciais
ocasionados pela influéncia astrondmica dos ciclos de Milankovitch (Bradley, 1999).
Haffer (1969) e Vanzolini & Williams (1970) propuseram que neste contexto as
florestas imidas foram contraidas em pequenas porc¢des separadas por vegetagdes de
savana durante as glaciacbes e que estes ‘refugios’ teriam mantido isoladas

populacdes de diversas linhagens ancestrais, levando-as eventualmente a especiacao.
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Apesar das contradi¢cbes em torno do fato das florestas Umidas tropicais terem
se contraido e expandido durante os perido glaciais e interglaciais (cf. Haffer 2001 e
Hoorn 2010 para opinifes conflitantes), esta é a hipotese de especiacdo vicariante do
Pleistoceno mais citada e utilizada (e.g. Aleixo, 2004; Cabanne et al., 2008; Dick et
al., 2004; Haffer e Prance, 2002; Ribas et al., 2012).

Os resultados filogeograficos, populacionais e genealdgicos obtidos em R.
prolixus e R. robustus s.l. ap6iam parcialmente as primeiras trés das quatro predicdes
existentes para esta hipdtese biogeografica: (a) expansdo populacional subita
(observada apenas em R. robustus Il); (b) variabilidade genética baixa (todos os
taxons analisados, com a excecdo de R. robustus IV gue apresentou porcentagens de
divergencia K-2p de até 1,5%); (c) baixa estruturacdo filogeografica (evidenciada a
partir das contradicbes observadas nas diferentes topologias das arvores filogenéticas
dos marcadores mtCyth, ITS-2, per, tim e cry2); e (d) sinais de bottleneck (ou efeito
‘gargalo de garrafa’) na populacdo, associados as contracdes e isolamento, causados

pelos ‘refugios’ (nenhuma evidéncia foi encontrada).

A predicdo mais importante para definir se a hipotese de ‘reflgios
pleistocénicos’ € a hipotese biogeografica que melhor explica o padrao filogeogréafico
obtido para os tdxons estudados ndo foi satisfeita por completo, a de que “tdxons
amplamente distribuidos na regido pan-amazénica refletem um processo subito de
crescimento populacional e de migracao, ocorridos em periodos interglaciais, quando
as florestas tropicais Umidas teriam se expandido” (Haffer e Prance 2002). Existe a
possibilidade de a utilizacdo de um Gnico marcador molecular (mtCytb) ndo ter sido
suficiente para detectar eventos de subita expansdo populacional mais antigos. Esta

justificativa se adéqua ao observado nos resultados das analises de Bayesian Skyride.

Apesar de ndo ter sido possivel determinar qual hipotese biogeografica, se
‘incursdes marinhas’ ou ‘refugios pleistocénicos’, melhor explicaria o padrédo de
diversificacdo revelado para R. prolixus e R. robustus s.l. na regido pan-amazonica,
os resultados indicam dicotomias evolutivas de larga amplitude no tempo geoldgico
(desde o Mioceno Médio até o Pleistoceno Médio) e, portanto, é provavel que mais de
um evento biogeografico tenha contribuido para as cladogéneses observadas. Apesar
da amostagem utilizada ndo ser ideal para se testar a hipotese de que os rios foram

barreiras para o fluxo génico das populagdes ancestrais da linhagem, a partir da
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observacdo dos padrdes atuais de distribuicdo das linhagens de R. robustus s.l. é
possivel sugerir que a formacdo do Rio Amazonas (Sistema do Acre) tenha sido

responsavel por algumas das cladogéneses (Figura 6.2B).

A inclusdo das outras espécies da ‘linhagem robustus’ representam um grande
desafio para o entendimento da dispersdo deste grupo na regido pan-amazonica, uma
vez que ainda existem espécies endémicas do Cerrado (R. neglectus), da Caatinga (R.
nasutus), da Mata Atlantica (R. domesticus) e ainda do norte cis- e trans-andinas (R.
neivai) (cf. Abad-Franch et al. 2009 e de Paula et al. 2007 para hipdteses vigentes)
(Figura 6.3).

Com base nos resultados obtidos nesta tese, foi possivel determinar que a
origem da populagdo estoque da ‘linhagem robustus’ foi na regido biogeografica do
Orinoco. Durante o Mioceno Médio, parte da populacdo ancestral de alguma maneira
alcancou a porcdo Atlantica do continente e em alopatria deve ter originado R.
domesticus (Abad-Franch et al. 2009). E possivel que as orogéneses da Serra da
Mantiqueira e da Serra do Mar tenham sido importantes para o isolamento destas
populacdes ancestrais (de Paula et al. 2007). Contudo, este processo ainda é dificil de

ser explicado, dada a distancia geografica em relacdo a provavel origem da linhagem.
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Figura 6.3. Arvore de méaxima parcimonia consenso, utilizando como base 414-pb de
mtCytb, 383-pb mtlsutRNA e 632-pb D2 28S RNA. Retirado de Monteiro et al. (2000).
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Durante o inicio do Mioceno Superior, parte da populacdo ancestral deve ter
migrado para regido trans-andina, ocupando o norte dos Andes. Nesta época, a
cordilheira ainda ndo havia soerguido. Esta subpopulagdo ancestral possivelmente
permaneceu isolada e especiou em alopatria, originando R. neivai. Durante o fim do
Mioceno Superior, é provavel que parte da populacdo ancestral de R. nasutus tenha se
isolado em regides de altitude (e, portanto, mais secas), no Escudo da Guianas, entre
7,1 e 5,8 Maa (assumindo a taxa média de 1,6% de divergéncia para cada 1 Ma). Esta
populacdo teria permanecido nesta regido até o Pleistoceno, periodo em que
corredores aridos ligaram a regido amazonica com a Caatinga (Silva e Bates, 2002;
Webb, 1991). Esta populacdo teria migrado e permanecido isolada neste bioma,

originando R. nasutus (Pavan e Monteiro, dados néo publicados).

Durante o Mioceno Superior/Plioceno, apés a transi¢cdo do sistema Pebas para
0 sistema Acre, a porcdo de terras baixas dos Andes Venezuelanos e leste da
Colémbia secaram por completo e provavelmente serviram de rota para a dispersao da
populacdo estoque. De 10 a 7 Maa, o Sistema do Acre deve ter representado uma
barreira importante para o fluxo génico e, desta forma, R. barretti teria ocupado a
regido do Imeri e especiado em alopatria. De maneira alternativa, R. barretti pode ter
migrado e se adaptado ao ambiente de florestas Umidas. Durante este periodo, as
florestas aumentaram de densidade, gracas ao fornecimento de nutrientes pela eroséo

e formacao de depdsitos dos Andes (Hoorn et al. 2010).

A alta diversificacdo das florestas nas regides baixas do oeste da Amazonia
possivelmente proporcionou a dispersdo do estoque ancestral de R. robustus II, 111 e
IV no Plioceno (4,6-2,7 Maa), ocupando inicialmente a regido biogeogréfica da
Guiana e do Imeri. Neste mesmo periodo, R. neglectus, espécie endémica do Cerrado,
teria se separado da linhagem ancestral de R. prolixus/R. robustus | e especiado. E
possivel que sua linhagem ancestral tenha se dispersado pela regido oeste cis-Andina
e se adaptado as florestas secas formadas no fim do Plioceno/Pleistoceno durante os
periodos glaciais (aproximadamente ha 3,5 Ma, assumindo a taxa média de 1,6% de

divergéncia para cada 1 Ma).

O Pleistoceno foi o periodo mais importante de diferenciacdo genética de R.
robustus s.l. e R. prolixus. Entre 3,0 e 1,6 Maa, a populacdo ancestral de R. robustus II
teria sido originada na regido biogeografica de Rondbnia. Recentemente, ha 125 — 80
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mil anos, R. robustus Il possivelmente se dispersou para as regides biogeograficas do
Inambari, Napo e Imeri. No periodo compreendido entre 2,1 e 1,2 Maa, uma nova
disperséo da regido do Orinoco para Amazonia teria ocorrido e a populagéo ancestral
alcancado a regido biogeografica do Imeri. De acordo com esta hipdtese, é possivel
que R. robustus V seja encontrado ainda na regido biogeografica da Guiana.
Posteriormente, entre 1,6 e 0,5 Maa, a populacéo ancestral de R. robustus Il1/n.sp e IV
teria dispersado da regido da Guiana até o Para e possivelmente se separado por um
evento vicariante, originando R. robustus IV. A origem de R. robustus IV é
controversa, podendo ter sido na regido biogeografica da Guiana (em Roraima) ou no
Imeri (em Manaus, Amazonas). Por fim, parte desta populacdo ancestral de R.
robustus Il1/n.sp teria ocupado a regido oeste do Maranh&o e sofrido uma radiagao
adaptativa, dando origem a R. robustus n.sp. Posteriormente, a populacdo de R.
robustus n.sp. teria crescido e ocupado a regido de possivel encontro entre R. robustus
Il e 1V. Ja a origem de R. robustus Il provavelmente foi no territorio que hoje faz
parte do sudeste do estado do Para e norte do Tocantins (entre Rondon do Paré e
Estrela, respectivamente). Todos estes eventos de especiacdo podem ser igualmente
explicados pela hipotese de ‘refugios pleistocénicos’. Neste caso, as populacdes
ancestrais teriam se isolado em fragmentos de floresta Umida e especiado em
alopatria. Cabe ressaltar que nos periodos glaciais 0s rios amaz6nico ndo devem ter
representado barreiras dificeis de transpor, uma vez que estavam supostamente

congelados, o que facilitaria a migracdo passiva em pelos de animais.

Cabe ressaltar aqui que os resultados originados nesta tese sdo apenas uma
pequena “pega” de um “quebra-cabega” muito mais complexo, uma vez que envolve
diretamente a explicacdo dos eventos de especiacdo ocorridos apenas entre R. prolixus
e R. robustus s.l.. Contudo esta peca representa um importante passo nos estudos
biogeograficos em triatomineos, por se tratar da primeira vez em que sdo realizados

testes explicitos de hipoteses.

6.5. Analise locomotora de R. prolixus e R. robustus Il
Apesar de as ninfas de triatomineos apresentarem um papel importante na

transmissao da doenga para humanos por serem capazes de transmitir o protozoario T.
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cruzi assim como os adultos, ainda carecemos de informacbes acerca do

comportamento de triatomineos durante os estadios juvenis.

Adultos de R. prolixus apresentam atividade noturna bimodal, com picos de
atividade durante as primeiras horas da noite, quando saem de seus reflgios em busca
de alimento, e no fim da noite, quando regressam aos abrigos (Lorenzo e Lazzari,
1998). Com base nos resultados obtidos nesta tese, foi possivel descobrir que,
surpreendentemente, os estadios ninfais de R. prolixus e R. robustus Il apresentam
maior atividade durante o dia. Esta atividade também é bimodal, com picos no meio e

no fim do dia, em ZT7 e ZT12 (o que corresponderia as 13h e 18h, respectivamente).

Em insetos, um padrdo semelhante foi observado em Gryllus bimaculatus,
cujas ninfas tém atividade diurna e os adultos atividade noturna (Uemura e Tomioka,
2006), assim como R. prolixus e R. robustus s.l. Esta diferenca de atividade em
diferentes estagios de um mesmo organismo parece estar relacionada a competicdo
intraespecifica por alimento, decorrente da ocupacdo do mesmo nicho ecolégico. Em
vertebrados, como roedores, anfibios e répteis (Haim e Rozenfeld, 1993; Qishi et al.
2004), e em invertebrados como crustaceos de agua doce (Miranda-Anaya 2002), €
possivel observar esta mudanca de fase da atividade quando organismos conspecificos
ocupam um mesmo nicho ecolégico. Esta mudanca de fase parece ocorrer, pelo
menos em vertebrados, em resposta aos sinais quimicos contidos nas fezes da outra
espécie (Haim e Rozenfeld, 1993). Existem indicios de que esta resposta deve ser
promovida de maneira circadiana por osciladores periféricos, como moléculas de
output humorais, melatonina, ou ainda por outros substratos neurais (Vivanco et al.,
2007, Schwartz et al., 2004).

Uma possivel explicacdo para esta diferenca observada nas atividades
locomotoras entre ninfas e adultos de triatomineos pode vir da propria biologia (e
ecologia) de R. prolixus e R. robustus Il. Os estagios juvenis dessas espécies, por
serem apteros, permanecem proximos aos ninhos de roedores e marsupiais nas copas
das palmeiras. Como estes mamiferos sd@o noturnos, o encontro entre o vetor e 0
hospedeiro juvenil tem maior chance de ocorrer durante o dia. Provavelmente, assim
como nos adultos, o padrdo bimodal de atividade explica a saida de reflgios em busca
de alimento no meio da fase clara do dia (ZT7) e a procura por um refagio no fim
desta fase (ZT12). Para provar esta hipotese como sendo verdadeira, seria interessante
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comparar a atividade locomotora de R. prolixus e R. robustus s.l. com uma espécie de
Rhodnius estritamente associada a aves diurnas, como R. neglectus. Neste caso, em
funcéo da biologia do hospedeiro, espera-se que a atividade de ninfas de R. neglectus
seja oposta (maior atividade durante a noite, periodo em que a ave se encontra no

ninho).

R. prolixus e R. robustus Il ndo apresentaram diferencas significativas quando
os periodos de atividade foram comparados. Contudo, este resultado ndo descarta a
hipotese de existirem barreiras naturais pré-zigoticas de isolamento temporal entre
espécies simpétricas, uma vez que as linhagens testadas ndo se encontram na natureza
(i.e. possuem distribuicdo disjunta). Infelizmente ndo foi possivel manter em
laboratdrio espécimes de linhagens distintas provenientes de areas de simpatria. De
qualquer forma, seria interessante testar futuramente a existéncia desta barreira
natural ao fluxo génico entre R. prolixus e R. robustus | provenientes de Trujillo,

Venezuela, e entre R. robustus 111 e n.sp. provenientes de Uliandpolis, Para.

Apesar de ndo haver uma diferenga significativa entre R. prolixus e R.
robustus Il em relacdo aos picos de atividade diurna, a diferenca entre a média dos
periodos dos relogios circadianos foi significativa, ainda que ndo conclusiva em
funcdo da sobreposicao de parte destas atividades (Figura 5.34). Essa diferenca entre
os periodos do relégio circadiano deve estar mais relacionada a uma questdo evolutiva
do funcionamento do relégio das diferentes espécies (do que ecoldgica), por se tratar
de uma medicdo do tempo do ciclo das alcas regulatdrias principal e secundaria na

auséncia de estimulos externos e, portanto, estritamente endogena.

Resultados acerca dos padrbes de atividade e dispersdo dos triatomineos
podem ser Uteis para o desenvolvimento de novas estratégias de controle vetorial.
Lazzari e Lorenzo (2009), com base nos padrbes de atividade noturna dos
triatomineos adultos, propuseram a aplicacdo de inseticidas no interior das casas no
horério no periodo inicial da noite, momento em que estdo mais ativos e que
permanecem mais tempo fora de seus abrigos. Apos a descoberta inesperada de que as
ninfas de R. prolixus sdo mais ativas durante a tarde (momento em que estdo
buscando alimento), a aplicagéo de inseticidas nas casas infestadas seria mais eficaz
se realizada em dois periodos do dia (a tarde, entre 13 e 15h e entre 20 e 21h). Essa

estratégia garantiria 0 sucesso de encontrar ninfas e adultos fora de seus abrigos (e

202



portanto mais vulneraveis) e ingurgitados, ja que a distensdo da cuticula abdominal
apos o repasto sanguineo facilitaria a absor¢do dos componentes quimicos (Lazzari e
Lorenzo, 2009).

6.6. Taxonomia molecular de R. prolixus e R. robustus s.I.

O status taxonémico de R. robustus s.l. foi questionado durante muitos anos
em funcdo de sua semelhanca morfoldgica e isoenzimatica com R. prolixus (Harry,
1993, 1994). A descricdo de R. robustus foi feita por Larousse (1927) com base em
dois espécimes, um proveniente da Guiana Francesa e outro da desembocadura do Rio
Tefé (Amazonas). Naguele momento, Larousse desconfiou que R. robustus era uma
espécie nova, pois apresentava um tamanho maior e uma coloracdo mais escura do
que o holotipo de R. prolixus. Posteriormente, Lent e Jurberg (1969) e Lent e
Wygodzinsky (1979) adicionaram novos caracteres diagnosticos a chave taxonémica
de Rhodnius para identificacdo desta espécie, duas estruturas da genitalia dos machos

e diferencas na coloracédo da tibia posterior de ninfas de quarto e quinto estadios.

Provavelmente tanto Laurousse quanto Lent e Jurberg devem ter encontrado
muitas dificuldades em encontrar caracteres morfolégicos homogéneos em R.
robustus e diagnéstico em relacdo a espécie criptica R. prolixus, pois sabemos hoje
com base na regido geografica de ocorréncia, que 0s espécimes utilizados na
descricdo original de R. robustus sdo provenientes de duas linhagens distintas — R.
robustus Il e R. robustus IV (Pavan e Monteiro, 2007). Como as caracteristicas da
genitalia dos machos sdo muito varidveis e, portanto, ndo indicadas como carater
diagnostico (Harry 1993), e as diferencas cromaticas restritas a dois estadio ninfais, a

identificacdo morfologica precisa desta espécie é impossivel.

Apds a constatacdo de que R. robustus ndo s6 é apenas uma espécie valida e
distinta de R. prolixus, como também um complexo de quatro linhagens cripticas
(Lyman et al. 1999; Monteiro et al. 2003), houve a necessidade de se desenvolver um
método de identificacdo simples, confiavel e de baixo custo para distinguir R. prolixus
de R. robustus s.l. e, portanto, suprir as limitacbes da chave taxonémica de

identificacdo morfoldgica.
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Pavan e Monteiro (2007) desenvolveram um PCR-Multiplex diagnostico para
R. prolixus e R. robustus s.I. que utiliza iniciadores espécie-especificos para a
amplificagdo de fragmentos de tamanhos distintos do gene mitocondrial Cytb.
Embora eficiente quando utilizado para identificar molecularmente individuos destas
espeécies, a identificacdo pode ser problematica em regides de simpatria e possivel
introgressdo de DNA mitocondrial de uma espécie em outra, conforme observado por
Fitzpatrick e cols. (2008) na Venezuela. Para superar essa limitacdo, era necesséria a
criacdo de um método molecular complementar ao PCR-multiplex que utilizasse um

marcador nuclear de copia Unica.

6.6.1. AmpG

Nesta tese foi possivel isolar e testar um marcador nuclear de copia Unica, 0
quarto intron da proteina transmembrana 165 (TPS165), de possivel localizacdo no
cromossomo X de R. prolixus e R. robustus s.l., de carater diagnostico para R.
prolixus. No marcador molecular isolado, esta espécie contém um SNP na posicéo
280 em relacdo a R. robustus s.I. (uma adenina, ao invés de uma guanina). O caréater
diagnostico do marcador foi comprovado ap6s a genotipagem de 46 R. prolixus, dois
R. robustus I, 83 R. robustus II, 19 R. robustus 11l e quatro R. robustus 1V, coletados

em uma ampla area geografica.

A analise filogenética de R. prolixus e R. robustus I com base no
sequenciamento deste marcador provou a natureza parafilética de R. robustus s.l.,
evidenciada pelo relacionamento de R. robustus | mais préximo de R. prolixus do que
de R. robustus II-1V.

Adicionalmente, R. prolixus é considerada uma espécie modelo em estudos
bioquimicos e fisiologicos de insetos [e.g. Ribeiro et al. (1993) e Wigglesworth
(1957)] e muitos laboratorios do mundo mantém colOnias destas espécies. Existem
evidéncias de que a maioria destas colbnias estdo contaminadas com ou mal
identificadas como R. robustus s.l. (Pavan, Lazoski, Dotson e Monteiro, dados ndo
publicados). O SNP descrito (Anexo 1) podera ser bastante util para certificacdo
molecular dessas colbnias e de outras de R. prolixus mantidas em laboratorios mundo

afora.
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6.6.2. Utilizacao dos indels de timeless como marcador diagnostico

Apos a identicacdo do gene ortologo timeless (tim) de R. prolixus, o intron 15
foi analisado em cinco R. prolixus, 16 R. robustus Il, 16 R. robustus IlI, dois R.
robustus n.sp. e seis R. robustus IV. Apesar de tim ndo separar filogeneticamente as
linhagens de R. robustus s.l., este marcador contém um polimorfismo de tamanho
potencialmente diagnostico para R. prolixus. O intron 15 de R. prolixus contém oito
insercdes nucleotidicas (que variam de 1 a 156-pb) em comparagdo com as sequéncias
de R. robustus s.l., 0 que resulta em uma diferenca de 210-pb entre as sequéncias de
tim destas espécies. O carater diagnéstico do intron 15 de tim ainda precisa ser
confirmado, com a adi¢do de mais individuos de cada uma das linhagens de R.
robustus s.l. e R. prolixus. Em caso de sucesso, serd possivel criar um método ainda
mais simples que o AmpG para identificacdo deste complexo, uma vez que sera
necessario apenas amplificar as amostras de DNA de R. prolixus e R. robustus s.l.
utilizando um par de iniciadores, submeter as amostras amplificadas a eletroforese em
um gel de agarose 1% e comparar o tamanho dos fragmentos amplificados (731-pb
para R. prolixus e 521-pb para R. robustus s.l.), sem a necessidade de

sequenciamento.

6.7. Utilidade dos novos marcadores nucleares na sistematica molecular de
triatomineos

Atualmente existe apenas um Unico marcador nuclear isolado em triatomineos
e util em estudos de sistematica molecular envolvendo complexos de espécies
cripticas — o ITS-2 (Marcilla et al., 2001). Apesar de largamente utilizado, existem
diversos problemas associados ao seu uso em estudos populacionais ou filogenéticos
(c.f. secdo 6.1.4).

A técnica escolhida para a amplificacdo dos genes per, tim e cry2 de R.
prolixus foi a de anelamento dos iniciadores senso e anti-senso nos exons para a
cobertura de um intron, ou EPIC (Exon-Primed Intron-Crossing). As regides de
anelamento destes iniciadores sdo bastante conservadas em insetos de maneira geral.
Portanto, os iniciadores desenvolvidos nesta tese poderdo ser (teis ainda para outras

especies de triatomineos, mesmo aquelas ndo pertencentes ao género Rhodnius.
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As sequéncias de per e cry2 de R. prolixus e R. robustus s.l. apresentaram uma
variabilidade genética moderada e alta, respectivamente. Portanto, é de se esperar que
estes marcadores nucleares sejam bastante Uteis em trabalhos de sistematica molecular
de complexos de espécies filogeneticamente proximas, tanto em espécies do género
Rhodnius, como em espécies de outros géneros da subfamilia Triatominae. Estes
introns podem ter ainda potencial para serem utilizados em estudos de genética de

populagdes.

As sequéncias de R. prolixus e R. robustus s.I. do intron isolado de tim
apresentaram menos sitios polimoérficos do que os introns isolados de per e cry2.
Logo, € provavel que este marcador seja Util em estudos filogenéticos envolvendo

espécies filogeneticamente mais distantes.

Até o momento ja foi possivel amplificar os fragmentos de per, tim e cry2 de
11 espécies de triatomineos (além de R. robustus s.l. e R. prolixus) pertencentes a trés
géneros distintos: Meccus longipennis, Meccus pallidipennis, Triatoma dimidiata,
Triatoma sordida, Triatoma matogrosensis, Triatoma sherlocki, Triatoma

brasiliensis, R. stali, R. pictipes, R. neglectus e R. nasutus (resultados ndo mostrados).
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7. CONCLUSOES
Apbs a determinacdo do padréo filogenético e filogeografico de R. prolixus e

R. robustus s.1. foi possivel concluir que:

(1) R. prolixus é uma espécie distinta de R. robustus s.l., de acordo com os
resultados dos sete marcadores moleculares utilizados, alem das diferencas
observadas entre os periodos do relogio circadiano.

(2) R. robustus s.I. representa um complexo parafilético de sete linhagens
distintas, das quais trés foram identificadas neste trabalho, R. barretti, R.
robustus V e R. robustus n.sp.

(3) A distribuicdo geografica das linhagens Il, 111 e IV de R. robustus s.I. é
disjunta e, surpreendentemente na regido de peripatria de R. robustus Il e 1V
ocorre uma linhagem até entdo desconhecida, denominada nesta tese de R.

robustus n.sp.

(4) R. robustus Il e n.sp. parecem hibridizar em Uliandpolis (Pard), regido
de encontro secundério entre essas linhagens. Essas linhagens representam

um complexo de espécies incipientes, em status nascendi.

(5) Durante o Mioceno Superior/Plioceno Inferior (7,2-6,0 Maa), a
populacdo ancestral presente no Orinoco teria se expandido desde a por¢éao
de terras baixas dos Andes Venezuelanos até o oeste da Colémbia. Neste
periodo, em funcdo do Sistema do Acre, esse estoque teria sido isolado em
florestas Umidas e divergido em alopatria, se diferenciando em R. barretti.
Durante o Plioceno (4,6-2,7 Maa), a alta diversificacdo das florestas nas
regibes baixas do oeste da Amazbnia possivelmente proporcionou a
dispersdo do estoque ancestral de R. robustus II, Il e IV, ocupando
inicialmente a regido biogeografica da Guiana e posteriormente do Imeri. O
Pleistoceno foi o periodo mais importante de diferenciagdo genética de R.
robustus s.l. e R. prolixus. Eventos de migracdo e adaptacdo a diferentes
microhdbitats ou ainda a contracdo de florestas Umidas teriam sido
responsaveis pela separacdo dos estoques ancestrais e divergéncia em
alopatria, ocasionando a especiacdo de R. prolixus e R. robustus I, II, I, 1V,

V e n.sp.
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(6) Cinco novos marcadores nucleares foram isolados do genoma de R.
prolixus e analisados nesta tese. AmpG (TPS165) contém um SNP
diagnostico para R. prolixus e, portanto, pode ser muito Util identificar
possiveis hibridos naturais. per, tim, cry2-E6, cry2-E8 apresentaram baixo
polimorfismo nas comparacfes entre as linhagens de R. robustus s.l. e,
portanto, devem ser (teis apenas em estudos evolutivos contendo espécies

filogeneticamente mais distantes.

(7) Apesar do marcador ITS-2 ser bastante atil em analises filogenéticas de
espécies do género Triatoma, serd muito dificil utiliza-lo em Rhodnius, uma
vez que neste género este marcador de cépia multipla ndo parece ter sido
homogeneizado por completo por evolugcdo em concerto, dificultando

garantir a ortologia das sequencias analisadas.

(8) R. prolixus e R. robustus Il apresentam um ritmo enddgeno do reldgio
circadiano significativamente diferentes, provando uma divergéncia
evolutiva entre as espécies quanto ao funcionamento das algas regulatérias

principal e secundaria.

(9) Diferente dos adultos, as ninfas de R. prolixus e R. robustus Il possuem
atividade locomotora diurna, com picos de atividade em ZT 7 e ZT 12, que
corresponderiam a saida em busca de alimento e regresso para os reflgios
para passar a noite, respectivamente. Essa diferenca no periodo de atividade
entre ninfas e adultos parece envolver questdes evolutivas relacionadas a
competicdo intraespecifica por alimento, decorrente da ocupacdo do mesmo
nicho ecoldgico, e uma associagdo historica entre estes vetores e mamiferos

noturnos.
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The design and application of fatiemal strategies that rely an scurare spedies entificarion ane pvatal Faj
effective vector condrel. When marphedogical sdentification of the target wector speces is impractical, the
wse of ipalecilar markers is required. Here we describe a ison-coding. sligle-Coged ncleai NS Tragiment
that contains a single-nuclentide polymorphism (58P with the potential to distinguish the important
domestic Chagas disease vecrar. Rivedrias profisus, frons menvbers of ths Tour sylvanic Rhodnms rolinsrus
cryptic species complew & total of 96 primer pairs obtained from whole genome shotgun sequencing

Krreer af the & prolivs genome (12526 random resds) were tested on 43 B grofisus and & st 5.1 samples,
Cryptic species {ine of the seven amplicons selected {Ampl) presented a SMP, pobentially dizgnostic for & profueus, on the

P 240th site. The diagnostic natwre of this SHE was then confirmed based on the analysis of 154 & proficus
Muiclear DA arl B oredetius 51 samples representivg the widlest possible geagraphic coverage. The resulns of a G0%
majportys-rule Bayesian consensws tree and a mediansjoiming network construcked based on the gemetic
warkabiling ebserved reveal the paraphyletic pnatiie of the B fedeaeg spedss Comples. with mesped ta
& predinus. The Ampd region is located in the fourth intron of the Transmemérane protein 65 gens, which
seems i be i rle B prodives X chramasome, Other possille chromaosemal lecations of the Ampd region in
the & profaus genome are also presemted and disoussed.
@ F013 Elsewier BA. All rights reserved.

1. Intreduction

Clagas disease is transmatied through Trypanosetsa orui om-
fected feces af triatamine bugs (Hemiptera: Bedwaidas) and is en-
demic in Latin America and i U Carabbean (Coura, 2007 ), ranking
fourth in epidemiclogic impartance amang all neglected discases
in those regions [Hotez e al, 2008) Although case incidence @sim-
miates show a 90E decline (from SO0000 to SO0 new cases per
yearl, & million people are still infected and 14000 die every year
[Semiar, 2007 ], Domestic inssol vectors are respondible Tor most of
the disease transmission ta humans Because no vaccine is avail-
able, the elimimation of housebold-infesting riatomines is the

= Coarespondmg suthor, Address: Laboranine de Sesemdticss Binquimica. Inst-
peto Oswalde Cruz, FROCRLUZ Avenida Brazil, 4365 Pavilbo Anchur Neiva, sala 214)
22 Manpesbos, Fio de Janeiro, B) 21045500, Braxil Tel- 455 21 25621255; fx:
#3521 228017
E-mml nddrexs: (o fincrue be (F4 Monbeirs]

1567-1548,% - see front makter & 2003 Elseveer BY. A0 nghis reserved.
higp: st deaorg 101 0146) meegid 2012100718

majar goal ol many Clhagas disease contrd programs (Abad-Franch
et al. 20107,

The design and implenentation of any vectar control intenen-
thon st rely on accurate species sdentification. Howeever, the
identification ol Chagas disease vectors baded on morphological
characters alone can be techmically challenging. since some groups
of species are cryplic (e, isomuorphic], and therelore not amenable
to be distinguished v such a manner. This taxenaomical ssue s
ewen more relevant when applied to the transmission of T, cruz
Iy Bfeadnins pridivus and Rhodnins robsiud S0 0 humans. Although
marphalogically indistinguishable, they play very different epide-
miological rales: the former are ellbcient domesise vectors, and
the latter are net, as all species of the complex are entirely sylvatic
[Monteiro e al., 2003)

Fhodmis profiaus is one of the most imporiant Chagas disease
vertors i Latin America, particulaly i Venerpela, Colomba,
and Central America, due toats abality o eficientdy colonize human
dwellings. Altheugh certain countries such as Guatermala have
sucoessfully controlled the transmission mediated by this species
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[Culil et al., 20087, Venezuels and Colombia <l face serous prol-
lems of re-infestatien of insecticide-treated houses by sylvatic pop-
ulations [Fitzpatrick et al, 2008, Lopez el al, 2007]. Thete events
are commonplace in endemic regions where wectors are autoch-
thonous, and will demand the development of innovarive surveil-
lamce/control strategies that contemplate the complexines of
sylvanic populatiens dynamics (Abad-Franch and Monteiro, 2005).

To allow for the accurate faxonsmic identification of & prodives
and the members ol the B rolristeas oryplic species complex, Pavan
and Maonteino [2007] lave developed an objecve and cost-ellective
mitechondnal A [miDNA} multiplex-PCR assay. However, due
tee s mitochondial-kased pature, this metbod could generate
masleading resulis in areas where 8 prolizus and members of the
R robustes complex might come inta contact and hybiidize, caus-
ing mitachendrial DA introgression (Firzpatrick et al., 2008

Thus, ts orcer o cvVercome such limitation, we dederibe a mew
non-coding, single-copy nuclear DNA fragment contaiming a sin-
ghe-nuclectide polymaorphisn (SHNP) with the polential Lo separate
R profises from members of the R orobustus crovphic species
comples.

2. Materials and methods
2.1, Malecwlar identificarion of specimens and sompling

Since accurate taxopomic identificatson of B pralicas ane e
four cryptic species of & robushus [serse Monteire o al. [2003]]
Based an marphalogy alane i problematsc, all specimens used in
this study were idenfied through malecular taxonomy based an
a fragment of the mitechondrial cytochrome & gene (Favan and
Monteiro, 2007 Mareaver, we sequenced the ribodomal secand
internal transcribed spacer [IT5-2) of all specimens analyzed (data
ted chatwn), accarding to Marcilla et al (2001 to identily possible
infrogression of mitochendnal DMA specimens.

For an exploratory screening aimed at lisling undgee, non-
codding regions that separate these species, we tested 25 8 prodisus
from two wiell established laboratary colopmies kept at the Centers
for [asease Contred and Prevention (O i Atlanta (19 specimens]
and at the Medical Entomaligy Research and Tramming Unat in Gua-
temala (six specimens), plus two feld-collecred & prodizus from
Wemnezuela, two B orobusrusg 1, Tour of each B orobastas I and 100,
and six K robusius 1V [seasy Monteire et al, (2003) Thas approach
was done during Che ndtial phase ol Rhedmie: proficas genome pro-
JEct, names] sarvey sequencing, ammed o selet o non-intregressed
R prodixes colony with low genetic variability, Fifty-two colony
specimens, 43 & prolicus and nine # roduztoe 1L and 102 Geld-
collected insects, three £ prediuws, two B robustus | 74 B orobwsius
I, 19 & redvesrus 100, anc Four B orobusres IV (Fig. 1 amd Table 1), were

| EC L

[ ERELTe
[ _JLNELE TN
bt ]
LR I}
H e B

Fig. 1. Geograpdacal disenburim of sanpbed spacimens of R profsis and R rebissras
=, Each location 13 numbered pocoding to Table 1. The colors medicaie the range of
R pralizes sl che four members of e B rebisnis orypi sgecies complea [£
rabasnis 1=V

assayed to confirm the diagnostic applicabdlity of possibde species-
specific SMPs,

2.2 DA purification and hbrary construchion

[ia from the COC and Guatemala Colony samples were ox-
tracted fram ovaiies or Destis using the Promega genomic exirac-
tion kit. For all other Bhodmius specimens. one or twa legs of a
single Bfodniuz specimen was placed in a 1.5 ml mdcrotulbe,
dipped into lgeid nivregen uatil froeen, and ground e a posicler
with Kimble/Kontes Pellet Pestles™ prior to standard Genomic
DNA Extraction with 4 Real Genomics™ ki,

From a small WS plasmid library, 12,626 random Genome Sur-
vy Sequences [GS5) were generated as deseribed by Abubucker
e al. [2008], using genoamic DMA extracted from a populacien of
R prolises [rom the Aflanta colany, and running on an ABL 3730
automated sequencer. Ten thousand G55 reads were screened for
mn-cading regions, searched against a lrangposon database, then
against RFAM [Gardner et al. 20017, and finally against a non-
redundant profein databade (with an e-valoe cotell of 10 ';]. Rix-
grons with hits were masked. Vector sequences were remaved
and sequendes with unmasked regions of 400-500 base pairs
(bpl were extracted and sent through an in-house primer-calling
pipeline. Primers with the ollowing criveria were picked: (1] all
bases of @ach primer in the pair must have o gquality score of ar
least 25; (2] minimum and maximum acceptable amplicon size
was 0 andd 500, respectively; amd (3) excluded regions were
150-bp long (Le. regian with repetitive elements in the middle
of the amglican that would compromese prmer anmealing]

2.3 POR amplification and DNA sequencing

From Cse putalive wmigue, non-coding regims, 96 primer pairs
were designed for the PCE amplification of regions of approxi-
mately 400-500-bp an length (Table ALY, during the survep
sequenang appraach,

PCR amplilications of the nudear gene lragmenis were per-
formed in a Veriti® 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems),
programmed for one denaturation step at 96 = for 5 min, fallowed
by 35 cycles at 84 0 Jor 300%, 60°C lor 30 5, and 72 °C lor 45 £, and
A fimal 10-rman extension stepat 72 °C, Each 25 pl final volume reac-
tion, contained 5= 10 ng ol DMA template, 2.5 pl buller 10, 2.5 mbd
of MgCls, 1.25 units of Tag polymerase (Biotoels] 0.5 mb of dNTRs,
and 10 pmol af each pramer. Puilication ol PCE products was per-
formed with the Hi Yield™ Gel/PCE [INA Extraction it (Real
Cetomica™), amd both Fragment stramls were subjected to Nuores-
cent dye-terminator oycle sequencing  reactions (AR Prism®
BigOye® Terminator v3. 1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems],
using the same primers above_and run on an ABl 3730 automated
SBqueicer.

2.4 Anafyses of generated DNA degquence dala

The removal of primer sequences, editing of bath forward and
revverie strands, and the geseration ol a consensud sequende for
cach sample were done using the SEQMAN LASERGEME 7.0 program
(DMASLAr, Inc. ) Sequences swere aligned usong the defaull parame-
ters of CLUSTALW? program {Larkin et al., 2007), Polymorphic sites
were identilied vsing MEGA 5 (Tamura e al, 2001) RECON [Bao
and Eddy. 2002), and BLASTX (Altschul ef al, 196971 were used to
identily repeated regions and coding sequences, respectively.

A Bayesian phylogenefic tree constmucted based on the diagnos-
tie amplicons for 154 B prodices and B robustas S0 sequences was
inferred in BEAST 1.7 {Drommond et al., 2012, Bayesian Informa-
tion Criterion ( BIC) in MODELTEST [Posaca, 2008) was used o elect
Jukes and Cantor (1969) as the best-fit evolutionary model (delta
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Talle 1

Infommasien oo the sampes used in s stody. Rekd-collected samples are pumberad sccording o B 1. Ma - numbser of mdmaduals tested Sor seven amplicons (AmgA do Ampc):
My - numshed of indiiduals sequesced for A, 'Cesters for Digease Comrral and Prevenrisn; “Medical Enmmobogy Reseasch and Traifesg Unin "Instinds Cowaldo Craz;

Ynstiiute Maoonal de Pesquea da Amaessnis

SpEches Colliction sitelcokany locarkn Geagraphical N, Mg Fietd) [Duare of CenBank accesion numbers
i pehm bee cokony colection
& prokes 1. CobsmlialCDsC!, Arlanta, LSS - G 10 Cadsniy 43T e 432R5
1. Gpatemal Al MERTUY ., Guatesrala - ] 1m0 Codlony JAEIEN] b AN2ED
"I.Mknm'ﬂﬂl'.".k.\l:ll - - z3} Codlony - AR b 40260
1. Rarinas, Venszuel A FTH 701 W F % Fedd 200 dEHG e 432853
K rabisnis | 4 Tajillo, Vencziea DI N PP 1 Fiedd 200 43394, [si32EDS
& orsbusmus | % Corauari, Amazonas, BrazilINPAY, Bracil - - 4 Lodany - JEEIEGT by 4028
& Sunenbdos, Ecuador - - 5 Cadizny - 4333596 ro 432000
T. Monte Megro, Rondfma, Branl MFIEN G £ Field 20EH JEAEIEG]. KE 2
3. Perre Welho, Rondieda, Erazil L B Ao R el - 45 Fietd Api[2003 436 re 432050
%, Caccal Ronddnia, Brazid BL=2E'S S ITW - z Fietd Ap[2003 RAEIFTE, JsEE0T4
1, Samin Antdnio. Rondbieea, Beaxil 27305 G W - 1 Field Fehizonn A
Bl Guajard Peim, RBesddinla, Brazil 4TS 65" DONA - z Fietd |ul 230 43360, i35
12, P Preto do Oeste, Ronddnia Brand PN S 251w - ¥ Field i 3oy JREAEIEGE by 4020,
L i
13, Sam Gabmed, Pando. Bolina BTG S ST - 2 Field Sepl 20ExS JEAEEET 2, K520
B4 Guarayos, Sana Cruz, Bolvia 15°52'5 51" pINaf - T Fietd Flar/ 2006 PRAEEHH i 432507
15, Sam Ramdn, Santa Cruz, Belivia NG 2FE G22I W - i Fietd Flar/ 2006 4 33908
16, Momdero. Santa Crue, Bolivia BT S Gaenew - 3 Field Mar/ 28 JEAEIS0Y b 452901
B7. BB Toress, Santa Crux, Bolivia ARSI 18 - z Fietd S p | 2007 4EEFLA, Ji32015
& orobustus Il 08, Araguaing, Pard, Branl Ler R LR P - 2 Field Mo (HE JREAEIGTE, FE 20N
1. Ukandspalis, Para, Brazd O YE 470 - T Fedd Mo 20 R4EITT x 432087
A, Sk Dormingos do Aragesiy, Pard, Branl 057005 485440 - X Fedd Mo A0 JRAEISHA b A 0208E
2. Ressdon do Pard, Fara Brazd L= RS S b B AT - z Fedd v 20 dE3a7, jis3Enss
12, 5% Benin do Tacastine. Tocankine OSSN - 3 Peld Mo 2 HE TSN b 402000
Eaazil
19, Mown Bepartenento, Pars. Braxil DN S 4950w 4 2 Peld gyl W TSNS KM AR
K rabisnis 24, Samna Maria, Para, Brazil 1 "0FE 47320 - 1 Fiedd [ A 1] 453904
L 25 Cayenne. Fremch GU1ana TN S22 W 3 2 Field Jom) 2O JAEISSS, B R
26. Fémire, French Guiama 051N 52T LEYW ] i Fietd Augianol 453397
Tatal 43 1=

A1C = 0] lor the data sel. Tree prior was randemly geoerated ancd
Yule precess of speciation was imipased for all tree reconstructions,
Twior independent rums were perfonmed lor 107 generations, with a
burm-in of 10° generations. Corvergence of parameters and a prap-
er mixing were confirmed by caloulating the Effective Sample Size
[ESS) in TRACER 1.5 [Drummond and Bambaut, 20071, excluding
the mdtial 106 [bum-in] of each run. All congidered parameters
showed ESS values above 107 Buns were combined wsing
LOGCOMBIMER, and a masimurm credibility tree based an the
20000 trees generated (burn-in = 20000 and a posterior probability
lirmit af 006 was produced using TREE AMMOTATOR (bath programs
part of the BEAST package). Stalistical suppoit for clades was
assessed by the postenor probability methad, and trees were visu-
alized in FIGTREE v. 1.0 {hitp:) jtree. bio.ed.ac.uk) soltware figtiee ),

Genealogy of the DMA sequences generated for the selected
diagnostie amplicon was alse inferred with HNETWORE 4.6
[Fluxus-Engineeningl, wsing the Median-Joining network methaod
[Banclelr et al, 1999 with a Maximum-Pacsimony [MP) caleuls-
tion in the post-processing. Character weights and epsilon walues
were given a value of 10 (Iransition/iransversion weighting was
1:1. since wie analvzed a non-coding region]. Also the Maximum-
Composite Likelilood [M-CL) algorithm [Tamuera et al., 20047 with
1) Boatstrap replicates of vanance, available in MEGA 5 [Tamura
eral, 201 1), was used to construct intra and interspecific distance
MAtmces,

25, Gewome search of selected amplicon
Using the MEGABLAST web service (horp:| wownwe ncbd nimnib,

o autilsfgenom_table.egi), the diagnostic amplicon was searched
for in the following 40 complete or partial arthropod genomes:

Acromiyrimex echingtiar, Acyrifasiphan pisim, Asdes aegypli, Anophe-
fes gambiar, Anopheles dorling), Apis mellifera, Apis ferea, Atta cephal-
s, Busbies impariens, Bombus lerresrrz, Fanthyx mar, Compororis
fardonus, Culex quinquefasoietus, Daphme pelex, Drosophils melans-
gaster, Drosophila pseudoobscura psewdoobieure, Drosophilo simwlons,
Crozophita  yoakuba,  Orosophiln  ononossoe,  Drosoplile  erecra,
Drosophila grimshow, Droesophila majevenss, Drosephilo persimilis,
Drosophita  sechelin,  Drosophile  windis, Drosophila wiliistom,
Hurpegratias smltaror, Ixedes scopulars, lepeophtising salmionis,
fdayerioda destrucror, Nasomia giroultd, Masendia lopgicornis, Pediculies
frumanus corpans, Pogonamyrmex barbatws, Rhipicephalis microplis,
R prdicws, Solenopsis invicto, Yorroo desfructor, Nosonin vitripenis,
and Tnbolium cosraneym, A second search was done in the BLASTH
web  service  [honp: ) fblastncbinlm.pih gov Blast.cgi  PROGRAM=
blastm&BLAST.  PROGEAM S=megaBlast&PAGE_TYPE=ElastSearch
BSHOW_DEFAULTE=on&UNK_LOC=tasthame),  with  standard
parameters of word size = 7 and e-value = 10_and the MCBI nuchen-
ticle {ist] database artliropod {Laxid 6556 ) sulbset.

26, Setected amplicon gemomic condig focalizotian and cfromosorme
synteny

267, Darabases

The B proficus genome ssembly v 3.0 and the bard-masked
contig GLSG3065 ("N masked transposons, repetitive and low
complexity regions] were downloaded Trom VectorBase (hip:!!
wwnw vectarbaseorgl Transposable elements and Rhodmiws EST
databases were kindly provided by De. [ M. Ribeiro. A meilifera, B.
rerresiris and T costameum protein sequences were extracted from
the NCBI non-redundant (nr) database using a Perl script that se-
lected and extracted all sequences related to amy NCBI taxonomic
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incles poink [taxidi uged were respectivaly TA60, 30195 and TO70],
using taxdump and gi-taxid-prot NCBI relational datasets (fipo)f
[Tponebindlygov) pubitaonomyaxdump tar gz, and [p:ip.ackd.
nih.govpub/taxenomy g _tagid_protdmpgz) The T castanewm
genome assembly version 3.0 was downloaded from BaetleBase
[fip: (fhicandormatics ksu.eduf pub/ BeetleBase) 2 04 Tnbolium_genome
sequence. asta). B prodivug genes, ranscripls and peptides belong-
ing to prediciion version 1 [VectorBase gene prediction pipeline
using assembly v3.0) were also downloaded Trom VecltorBase
[armsed VectorBaste prediction]. Altemative gene prediction ver-
sion Lagerblad 3.0 was done using GEMEID w13 (Blanco of al,
2007 trained wath a large B prodicgs EST databage in genome
assembly 30 [named Lagerblad and available in 8 profixes geno-
e brosvser al VedtorBase | Transposable elements were identilsed
in conng GLSG3068 wsing local RPSELAST, BLASTH and TBLASTX
[Tatusava, 200107, and transposable element databases.

262 Selected amplicon lecalization in genemic contigs
The selected amplicon region was searched on & prediog geno-

mic cantigs using BLASTN [Tatusowa, 200070

263 Genes and fropsposons cermtion i amplicon foaking regions

Genes Trom both predictions Danking the diagnestic amplicon
region were searched Tor chimeras using BLASTF, NCB] nr profein,
UNIPRODT databases, and TBLASTH of Rhodwivs EST database,
Chimera genes weere splil manually (o allow gene syiteny analysis.
Cene prediction revision was  done manually on ARTEMIS
[Rutherlard er al., 2000) based an EST datalaase hits and GENEWISE
[Birmey ot al,, 20041 analysis wsing contig GL56 3069 and coded pro-
tedms best-hit in ar and UNIPROT databases. Transposable elements
revision was alse carried ount in GEMEWISE with BLASTM and
TBLASTX hits, using TE datalase.

264, Lene synteny

Reciprocal BLASTP best-hit strategy [Tatusoy er al, 1997] was
used to idennify homelogs at the profein level for 14 genes in the
diagneslic amplicon lanking region. We used in the companisan
species with chromosame-mapped genomes (A mellifera, 8 fermes-
rrig amd T, costeneum). The B proelioes database included predscred
proteins frem both VectorBase and Lagerblad predictions. Bee
and beetle homolog prodeing Gls Trom the NOBI protein database
[hittp: v nehinlmomih gow) proteim ) were used to dentify cod-
ing genes and thea chromosome location. Transposable @lements
were not considered in this analysis.

265, Whale contig synteny

Fhodniis profives hard-masked config GLS6 S was compared
with all T casianenim cliromosornses separalely using TELASTY with
a 107" p-value cutaff . The results were loaded in ACT (Rutherford
eral, 20000 and limited by 50 or 708 identity cutoll when confinm-
ing selected gene homalog locaten, and 504 idenfity in GL5G3EN
open reading frames [DRFs) larger than 108 bp when analyzing en-
Lite cantig synleny.

3, Results
1.1 Amplicen selection

Sewen amplicons were selected based on reproducibility, vari-
abiliny, anc presence ol species-specific sites across all taxa tested.
I thas first screeming. 27 B profices, twa R robustus |, four of cach &
richiars [ amd [, and S5 B robzsius I samples PCR-amplilied and
sequenced for these seven nuclear loci vielded 13 polymorphic
sites, nane of which are SMPS [Tabkle AZ) One such SNP located
on the 280th site of the 364-bp region amplified with primers

AmpGF, 5-GAG AGC TGA AGA TAG GCA AGC G, and AmipGR, 5'-
TGA TAA CTG GAT TAG GOG CAG C was diagnostic for B profives
(e, all K prodicus bave an adenise, instead ol & guanise, on that
particular site). To further evaluate the relahbility and usefulness
of this particular SNF r serve a5 an important diagnosiic marker
far the identification of & prolives. an extensive effort was made
Lo abitagin the greatest amount of & proficus and R rofusios 2] sam-
ples aimed at covering the widest geographical distmbution for the
species. A todal of 154 specinens, 46 & profivas, Dwo B robusius |,
B3 R rodwzrus 10, 19 B robuseus 1, amd lour B redwsius I, siere ge-
quenced for the 364-bp Ampis region. The 280th site still proved o
b diagnosrse. Thas autapomorphic character of B profices is pre-
ceded by 5-GTCATAAGA and Follovwed by 5 -TCGTTGLTAG con-
served sequences lor all species analyzed.

Ten polymorphic sites were abserved., eight of which are shared
between B prolises and B orobustas 1 oaod three of those are
parsimony-informative sites (positions 174, 270, and 360; Table 2.
The paraghyletic assemblage of B rodusiuz 8.0, préviously abserved
with mitochandnal cytechrame b and ribasamal DMA sequencing
analyses (Manfedro e al, 2003 is corroborated here, based on 4
Bayesian phylogenetic tree reconstruction and a Median-Joining
metwork with Maximum-Parsimony post-processing (Fig 2) The
R robustus | clade 15 more Closely related o the & prodies clade
than to the ather B robustas clades. The B robasdas | and 8 prodivus
sister-species stamd i also evidenced by M-CL distance compari-
sans, as sequense divergence bebween these species is bewer than
berween B robestus | and 8. rebwsies 1=V (06T in comparison wiath
1.1-1.7%; Table 3],

3.2 Amplicon G genemic contig and [lanking region

The Amps region is lecated in the & prodings genomic conlig
GLSGE068 from positions 111697 F to 1117340, [t was not found
in any other genome searched, nol even when high @-valees and
smaller waord sizes were used (allownng for more dissimilar
matches to occur], which suggests that this region is unigue.

Genes in the Ampd flanking region (contig GLSG3069 from
H25995 to 131902 2 positions] were curated (Fig 361 to remove chi-
mera and wrong prediclions. Lagerblad genes 17048_32 and
1794873 woere joined [Src berosine Kimase] and 17948 _78 was split
inta vwe gened (X7 1Lbete and Tramimembrane profein 165). Genes
1794874 and 17948_84 were wrong predictions and then were re-
moved (ol shawn]. Mo chimera or Lalse positisve gene was fowmd in
the VectorBase prediction, but four genes were absent (17948_30 -
Ephrin, 17948 _75 - Soreoplasmic coleium-binding protein, 17048 _81
- Interfewkin 16 and 17948 88 - KN modti and Ankyrin repeet do-
rdin-contmining profein]. Final genes in the AmipG Danking regions
were: Ephrin. Ribonuclense, $rr rvrosin kinase, Odoront receptor, Sov-
capasrnie calcium-birding profein, Small gliamine-rich [Eirarrioe-
pephde repeat-containing profein alpha. X1 1lbete. Tronsmembrone
pratein 165, Interfukin 16, WNT4 protein, UNC-112 related protein,

Table 2

Polvmorphic sries of Amps sequences (164 bp) observed m 154 Bhodnws prolss and
& ratusius 1% The column in bold kighbghis the singde-nucleotide polmorphism
(P} thar separans B prokviis Trom messbers of o B orodisras oryplic spediss
comsgles (siie 280) & doi ) indicabes sentity wiil the consensus maclestsde (in this
case, Uhe ConEEnn S quence i rem B prokais). Codes: A - adesine, © - cyresing, G-
gugnine T - thymine: 5 - cyinmime or granme: K - guanine or sderme: K - guanine or
thiyemsne, ¥ — cytesing o thymsne

Species E I T b L O
R prefiniis f{ & G A [ A [ s T A
R’ mbusius | 3 = = = = L = = = =
R orobusng Il - R R T A Q B Y 5 T
& robusne I - - - T A Q T T & T
R rabushie IV - = = 1 L L T = = T

212



4% M. Povos o o fligfecnian, Genencs and Bvalution 4 (2003 406432

M 7 probous

W A orobusies |
B & orabusies )
W = ohans
B A orobusiug 1Y .
[ s
Pﬂ:m R. robusias |-
R, roboustus |

Fig. X Fllogenctic nelaciceship beracen Afiadnies grafvus sl B orabasius I-1Y haglorgpes. Species ae indicated by diferent cobors. (A% Mon-rooted 600 s joricy- nae
Bayesian consemsus free obtaimed from all 154 Ampi sequences of R prokors and & refwsres, Posterior probability values leghes tham 05 are indicated near the nogdes. Sared
penolypes beraeen deferent K robass species are represested by seore than e Cincke in a single serminal branch. More thas B rebesmus |sgecimens [red cacles] are mone
closely relaned po R pookess Chlue circkes) than o che sher £ robusius species svilencing a parapiyletic assenslage. (B) Median-Jening sensork winh Masimum-Parssoony
post-processing. Each node (or circle s represents a unipae haplotype. The size of each node 1s proportional bo the numbser of specemens that shared the same haglotype. and
B branch size is propomiosal e che nunber of srstaciesal stepe. Mote that che distance (measured by Branch sees) berween B pralios and B rodwime | s smaller than
hetween B refiatas Land B rsbusias 11V, confirming their seter-species status, The & rabasius paraphydy s showen with the b circles, which ghlight the & profons + &
rabiesnas | group, and the Amazoedan B rebisres [0 respectively.

Tahle 3

M airms- Comgoiine Likeliheod (M-CL) estimares of inmaspecilc [ iralic] and meerspecds evohtiosary divengenoe disramos sanri The aalysis myelved all 154 £ pralizss
st B rabasis ) Aings sequendes. In pareniieses standard deviations calculaced afrer 1000 boonstrap réplicarans. Mare it all companisons bepsses B rebasnic | and B
rabastuy [1-1Y resulied m divergence levels hegher than between & rabasivr | arsd & prefus,
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2 R robusis I OuD0eG [2h003) 0005 [20001)
1R robustur W DON2 (20007 AL S (LS| CUNTT (RN
4. R robugus B QIR [20.007) Q0T (00T U006 [2003 ) 0000
& R robustur W DON (20004 AT (M| 000 [=0ond) AL CE0LIHH | Goan
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Fig. 3. Anpl nesghbachioad. Rhodhiis prokas contig GLS630E0 | negion fram 1100523 1123507) thar cenraing Transmomibroe: pranem 165 (TPIS5] Exoed ane sBaivin as gray
rectanghes wath black mathines linked together. The Ampl region (11 TEET-1107340) &= innide the furth gene intron. Durcast T8 and ¥T_1Y are in the ffth intron and
TEpresea an ourcast class | craneposable clement and i0s reverse wanscriplases (&) Rindaius prokvas conrig GLSEI069 nigion iom 925000 to 1 319500 ) camtaing 14 genss and
four transmaons Amps regios 15 sheawn a5 2 black wertscal dashed line. Gemes were represented & pray srows, and EST-sepported genes &= gray arosas with black outlines.
Gene B Bad fally sanual curarssn and EST supgart, and was repesened i a gray cstlined arow |1 - Eptrie; 2 - Ribosaclegse 3 - 512 ryraside Wingse, d - Ddorsar récspesn 5 -
Sarcapfommic Co-hirdieg prateis 6 - Small Gla-rch detretneopephide repesr-comstamnieg protem aipho: 7 - X7 TLbetr 8 - rensmembmane pratem 165 9 - imierlesbis 18 10 - W
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leweld umng reciprocal best-hit stratesy (Tabesoy e al. 199791 Mumbers mess chromossme nenber. 5= chromosmre: X 0l = homologs not found: nm = hamokegs net
mageged; " = nat Brmalogous. anly 2 similar gene (C)
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MNADH defrpadragenace, KN nrorif, and ankyrin repear domain-comlaining
prorein and Bond 4 1-like prorein 4 (Fig, 380 The detailed informa-
Lign aboul thas region was incladed in Table &3,

The Ampis region was found in the fourth intron of the Trons-
membrane profein 165 gene. This gene's orginal predictions
[RPROOT420-RA and 17948 _78] were manually curated (Fig. 34,
incleding complete EST suppairt. The Lsl intron ol this gene also
has an Owtoost fransposable element (class 1) with a truncated re-
werse [ranscrptase (Fig. 3A) Other transposable elements identi-
Fieal were in intergenic regions (Fig. 38).

1.3 Amplicen O chiresmasonte focalization

Arthrapesd chaice for synteny analysis wiad based an the lollow-
ing criveria: (1) to be the phylegenetically closest organisms with
chromosome-mapped genomes available; amd (2) e have the clas-
est number of chromosomes to B prodizus, which was known o be
20 autosomes, plus XY (Panzera el al, 20070 B profives | Laxid
132449 taxonomic classification in the MCBI taxonomic wieb: data-
Bage {hirp: (v nebionlmonih gov| taxonomy ] was lollvwed back
by tracing the branches of the Insecta phylogenetic free toward
its trunk 1o search lor organisms with chromasome-mapped gen-
omes, Endoptervgota Infraclass (taxid 33392], inside Meoptera
Subclags (axid 33340) was the closest taxonomdc paint That satis-
fiedl those two mentioned criveria, whese the lollowing 13 species
genames [and thedr respective number of chromesomes in paren-
thesis] were found: A gambioe (4], D preudoobscura (71 A. mellifera
{161 Drosophily miranda (6), B tevrestns (18 M. desenector (41 M
vilripeniis (50, D0 vivilis [6), T castonewm (100 D simulais (6], O
yokuho (7, 0 mefanogaster (7 and A oegypn (3] Based on the sec-
el eriterian, we Chose Tor The analysis teo bees, A meellifers and B
rerresiris, and the beetle T castonewnm:

Almear all hemolog gemes of the AmpQ Danking regien were
feund in the three selected genomes, when we used reciprecal
Best-hit Strategy in gens synleny amalysis [Tatusow el al, 1997,
The onlby cxception wias in the T, costaneum analyzed region, where
wie dlid it confirm a homoleg for the WNTY prodein (G 91086553,
Fig. 3C), as the best-hit was nat reciprocal to B prolicus. Howewer,
this protein has the same chromesemal localization as UNC-112
related protedn and MADH debydrogenase (Fag. 30), and thus was
not discarded from analysis, X110LBsta homolag searches in bees
diel nol retriese any similar gene, probably due to a Lk ol predic-
tion, as the TELASTN web search showed similar genomic regions
in unmapped genamic scalfolds {data nod shown)]. Tromsamembrane
profein 165 gene contained the Ampd region mside its fourth -
train, but it was the anly protein that exhibited homologs locared
in different chromasemes in all three compared insects [(Fig. 30,
May homelog B profivus genes were mod lound, or theor dhreme-
somee lecalization did not suggest a pavtern in bee genomes, espe-
vially B, gerréstre Condiderimg A, meallifera, fowr of the frsl dix
homolog genes were lecalized in chromosome 1 (CHR1), but this
patterm did not Seem o overlap the Amps region. Moreover, no
other pattern was observed wntil the end of the gene block. T cns-
rarewm homologs showed a mixed Iocalizason pattern i CHRX
and CHR? [six and five occurrences, respectively], but the two
homologs flanking Trensmembrene pratein 165 gene are located at
the X chromosonse (Fig. 3C).

Whole contig synteny of contig GLSG306% was done with all T
castenenm chromosomes separately. Synteny results [rom e
whizle cantig have confirmied the localization previowshy identified
in reciprocal best-hit approach fos the following gemes: Epfrin, Src
tvrosin kinase, Small ghrfamine-ridh refrmfricopepide reper-contain-
ing proteim almha, X1TEBste, Tronsmgmbrane profein 165, Inlerlekin
16, WNT4 prorein, UNC-112 refated prorein, MADH dehpdrogemase,
KN maril and ankyrin repes domain-containing protein and Band
4, 1-like prodein 4 (Fig. A1) Although the Bibomiclease gene did not

show similarity regiong neither in CHET or CHEX (wing an
e-value = 100", its hemolog was found i reciprecal best-hit
approach (Fig. A1E) Genes Odoren? receplor and Sorcoplasimic
calciem-binding profein were confirmed to be located in CHRG (data
i showwm ] The overall synteny ol this contig in T, costenewm CTHEX,
CHEY and CHEA showed 161, 158 and 52 hits, respectively [Fig. A2)
and rates ol 14,6, 7.7, and 3.7 hits/Mbase, respectively. The synteny
of all ather chromosomes presented between 36 and & hits and 3.1-
0.3 harsfMbase.

4. Discussion

The B pralives diagnostic SMP was identilied during the initial
phase of the Fhodnivs prolixus genome project. knoyn as genome
survey spguending [GE5). G55 sequences will be used, amongst ather
things. as a framework for the mapping and sequencing of genome
size pieced, and this step is requited [or the assessment af genetic
variabality values, as high heterozygosity levels could lead to diffi-
culties during genonie assembly. This task is accomplisted throug
the wentification of variable nen-coding single-copy nuclear loa
that are then used as markers (o estirmate colomy heleroeyeosing.
In the particular case of the Rhedmius prodiges genome project, it
wias alio wsed with the purpose of identilving a colony that was in-
deed B prodicwes, and not B robasius, or a mixiere of the veio spedies.
The amplicen & [AmpC] was the enly locus to display a derived
character unigque to [and thus distinctive of)] the B prodices lineage:
an adenine. instead of a guanine, on the 280th positien. Dwee foits
wselulivess in the colony-soreening phase of the project, we decaded
to evaluate its applicabality owver a larger sample and geographic
area. Dur results are very encouraging as they show proven reli-
abilivy after being tested on an extensive collection of specimens
spanning a signilicant geographical area. Our sampling s evidently
not ideal as there are still large areas from where we were unable
L pliain specimens. Needless to Say, dome ol these regions are
very remote and difficult to access, With respect to the sampling
of B robustas [ i is worth mentbaning that this species is rare
and af restricted geographic distribution. To date, it has anly been
faund in the state of Trugillo, Verezuela,

The ribosonsal secend internal transcribed spacer (IT5-2] ig [re-
quently used for selving taxonomical problems in triatomines, This
region seems (o be in concered evalution in Sonwe arganisms, a
malecular process of homogenizatien between different loci in
gene Lamdlies, a5 a consequence of gene conversion and unegual
recombination [Liao, 1999), This homogenization can be complete,
A% Seemd (o be the cage ol Trictoma species (Bargues et al, 2002,
2006), or reveal intragenomic and infraspecific wvariation, as
shovwed i other ingeots a8 Coles and Lurzia species (Daprera: Culic-
idae] (Vespueiro et al., 20011 As Rhodwivs species seem to it the
latter case (CL, BMGP, and FAM, unpublished), ITS-2 copies must
be cloned and sequenced, which makes its use more expensive
and e -comsuning.

Althaugh this methadology entails the sequenang of POR prod-
ucts, as opposed to multiples-POR metheds (Pavan and Monteiro,
2007, no clendng is required (such as wath most cDMNA targets) It
is also simple and straightforeard, becawse it only invalees the
iddentaficaton ol 4 sagle nocleatide site. Wi hape that this SMP wall
b af wse far a number of professionals with a broad variety of
interests reganding this particular group ol insects, lowever, eval-
uatian of the applicability of this marker cwver a larger sampling of
R robasius | and B robustas IV is desiralle. The walidation ol its po-
tential awaits further uwsage by the research cormmunity that wall
il AL o Che pest.

In arder to detenmine its genome localizamen, the Ampi region
wiard searched for in all available partial or complete arthropod
genames [0 in totall, but it was only lecated in the genome of &
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prifiews itgell, in contig GLS63069, ingide the fousth intron of Trans-
membraone profein 165 gene [TP1G51 Fourteen genes fanking the
AmpG region were annotated and their horsolegs searched a1 the
protein level, using reciprocal best-hit strategy (Tatwsoy et al,
19577 in A mellifera, B fevrestris and T, costonewn. These woere the
three arthropods that have shown the closest chromesome numiber
anel pliylogenetic relationship to B prolisus, Despite the detectian of
the fourth TPS165 intran as the location of the Ampl region, this
protein was the only one ol the B prolisus contig wihose homologs
were located on different chromosomes in all three species
searched. and thus could mot be used to infer Ampis lecalization,
Comssdering all 14 gene homolags' localization in all three species
analyzed. T. costaneum showed the most hamogenows pattem can-
cerning genes location, with s and five ocourrences in X and 7
chromasemes (CHEX and CHRT), respectvely: narwithstanding,
bisth Amps lanking genes homologs were hcated in CHEX

The whole contig synteny approach represenis a more reliable
rvethod 1o losk a0 genomic similaritbes, a8 DMA Sequences are con-
pared along the complete extension of cach config £ prodisus con-
tig GL 563069 synleny i comparison with T castanéwtt contig lsa
pointed CHRX and CHRET with almost equal number of hits (161
anel 158] as the passible chromosome location, even thaugh thear
lengths are wery different. The frequency of hits in CHRX was
rwo times higher than in CHET (146 to 7.7 hits/Mbase, respec-
tively) and about ten tioses higher than all ofher chromodomes,
shipwning that contig GL5G3069 shares more potential gene content
with T, cascamewm CHRX. Thus, cur resulis suggest that this contig
could be part of & prodixus X chromosame

DMA sequencing analysis of U AnrpG region ol B profixus and 8.
robusius 5.0 samples shows thar & profixus and & robustus | share
eight palymarphic sites, three al Uhese are derived necleotides
(A C,and A ab positions 174 200, and 364, respectively. Table 23,
ane hence Maximum-Composite Likelibood divergence between
these species reached D&E in contrast to 1.1-1.7% between K. robe-
slas 1 and R orobasias -1V, A Bayesian maximuom edibility tree
and a Median-Joining network with Maximum-Parsimany post-
processing further suppart the paraphyletic nature of & robosios
[Fig. 2], previoushy observed wath oyt b and DMA sequences
[Monteiro et al., 2003,

In adelation to 112 utilsty in taxosonny, this marker cowld be used
im cammbination with the oyt & multiplex-PCR (Pavan and Monteire,
2007] Tor the detection ol natural crossbreeding and infmogression
of mitechondmal DMA along putative hybrid zones, as reported by
Fitzparrick oo al. (2008) in Venezuela. The presence of an adendne)
guanine doubkle-peak in electrophercgrams could be indicative of
arecent hybridizaton event. In addition, a8 R proficus has long been
used as a madel for insect physiology and biochemistry (e.g Bibeira
e al. [ 1993 ] and Wigglessarth [ 1957 )], several labarataries warld-
wide currently maintain codonies of this species. There is evidence,
though, that some of these calonies have been contaminated with,
or missdentified as, B orobustus 50 [(MGP, €L, EMD, FAM, unpub-
lighed). The NP bere described coubd also be used 1o evaluale Che
identity and purity of & profivus colonies. However, although the
possibility af using this SHP as a diagnostic marker for this impor-
AN Werlor Species Seems very pramising, is “universal” applicabil-
ity remains ta be evaluated by the research community,
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Supplementary Fig. A.1. AmpG neighbor genes synteny. AmpG neighbor genes Ephrin (A), Src tyrosin kinase (B), Small glutamine-
rich tetratricopeptide repeat-containing protein alpha — SGRTP (C), X11Lbeta (D), Transmembrane 165 protein (E), Interleukin 16
(F), WNT4 protein (G), UNC-112 related-protein (H), NADH dehydrogenase and KN motif and ankyrin repeat domain-containing
protein (1), and Band 4.1-like protein 4 — NBL4 (J) were compared with T. castaneum chromosomes X and 7 and 4 (CHRX, CHR?
and CHR4) as indicated in panels. Synteny used ACT to select matches overlapping genes area with at least 50% identity (70% to B
and D), based on TBLASTX hits from the hard-masked contig GL563069 versus the whole T. castaneum chromosomes, with 10 *%-
value cutoff. Open rectangles in R. prolixus contig represent its genes (their names are outside for better visualization). Red rectangle
represents AmpG region. Purple rectangle represents Outcast transposable element. Blue rectangles represent coding sequences, and
specifically in the transmembrane 165 protein gene, exons are represented in yellow. Yellow lines represent one or more selected

matches.
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Supplementary Fig. A.2. prolixus contig GL563069 whole synteny. Contig GL563069 (in black) was compared with T. castaneum
chromosomes X and 7 (A) and 4 (B). Synteny used ACT to select matches overlapping open reading frames (ORFs) from contig
GL563069 bigger than 100bp, with at least 50% identity based on TBLASTX hits from the hard-masked contig GL563069 versus the
whole T. castaneum chromosomes with 10 *°e-value cutoff. Yellow lines can represent one or more selected matches. Red and blue

lines represent unselected matches above cutoffs (originated from ORFs smaller than 100 bp).
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Supplementary Material

Table A.1. The 96 primer-pair sequences used for an exploratory screening in the R. prolixus genome. All primer-pairs were designed for a PCR-amplification
of regions of approximately 500 base pairs (bp) in length. We sequenced 27 R. prolixus, two R. robustus I, four of each R. robustus Il and 11, and six R.
robustus IV for each PCR-amplified region (results not shown). Primer sequences for the diagnostic amplicon are shown in bold.

Primer
number

Forward primer Sequences

Reverse primer sequences (5'

DN NNNNRRRR R P BB e
©® o WN RO WO Ado U W R o © T w N

TTCAATGCAACCTGAAATGTGG
TCTGAGAGTCCACAGGAGAGCC
GCAACAGGTTCTTGTTTCCTGC
TTCAGTGCTTGAGCATGATTCC
AAATCGTTTAGCGCGTTTAGGC
CAAAGAAGCTCCTGATGAAGGG
GGAAGGGCTCATCAGAGAATGC
GCACAACTTCTTCTTTCTGCAATG
AAAGATGCTAATGTTGGCGAGC
TCTAGCCTATTAACCGCTCGGC
ATACCGCCAACACACCGACTAC
TTGGGTAACAGAAGCAAATTGATG
GACAGCCATCTCTGCAACTGG
ACGCAATCTCTTGATCTCCAGC
GAAGATGGAGGATATGGCGAGG
GAGCGGTTAGAAGCTAGACCCG
AATCATGCTTGAGCAGGAAACC
GTGGGAGATATAGAACGGCCATAA
ACCATTTGTTTGTTTACGCGGG
TGTGAACCACGTATTGGAATGG
TTTACTGCACATCACGTGACCC
CACTAGCTACCATCCACCAACTCC
CCATCTGTACAGCAAGAGGTCG
TGGATGTTACAGAGCTGAACGC
ACTGGGTTGTTGAAGTTCTGGC
GAAGCATAATGCACCATCTCCC
ATTCGGCGATTGTGTCTATTCG
CCTTGTTCACACTGGCACAGAC
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TCCCTTCCGTAACAGAGGAACC
ATGCATCTAGCGATGAAGTGGC
AAGTGAAATTAGCATAGCCGTTCG
TCTGAACCTCTATTACCAATTCCAGC
AAATTAATCATCATGGCGTATCTAAAGC
CGTTGTCAACATCTATCGCAGC
GATAGATGGCGTCGTTGAAAGC
AAGACGAAAGCTACACGCTGATG
AAACGGCTTCATGGTAATTTGG
GAGGGTTCCCTCAGTTGGTAGC
TGCCAGTAAGTTTAATTGCTTCAAATG
AGCTTAACCGATTTCGGTCTCC
ATATGCATTAAGCACGCTGTGG
TCAGTCTCTGGACAGTGTTCGC
CTAGTCTGGCTATCGTCCCACG
GTCAATCGTGTATTCACGCGG
GCAGGCAATACTTCACCTCACC
AACTCCCACTGTGAACCACGTATT
CGCATGCGCACAAGAGATAGG
CACAGTGGGAGATATAGAACGGC
AAAGCCGGCCGATATTCC
TGCCTAACAGTTAATGAGGCCG
CCATAACGATTTGGAAGGTTGC
TAAGACTTTGGATCGCTTTGGC
TTTGCACTTGCACTCGCC
TAAATGACCACGGATCTGGACC
ACAGATGGACAGACGGAGTTGG
CTCGTTGCACAAGCTTTGGTC



29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

GAGAGCTGAAGATAGGCAAGCG
AGCCAGAAGCCTTCAAAGTGG
CTTCTGCAAGGTCGTTATCTTGG
CCAGCTTCCTGATCTTGTGAGC
ATGGTGACCACTCTGAGTTCCG
GGTACCTCCTTTCTTTCGCTGG
TCCTTACTAGGCGAAGCACTCC
TTTGAGAAATGGCAGTAAATCTTGC
CACAGAAACGTTTGGCAAAGAG
GCCAATAAACAACCAGACCAGC
TGCTGCTTAATTGGACGAAACA
CCCTTATACAACTGTCCTACCGGA
TGCAGCAAAGTCAACAAGATGG
GGGTAATGGGATGGATAAGGGA
CGTCTCTATGCCCAGGTCAACT
GGGCGAATTTACACAGAGAGTGG
ATCAGCTTGATTCGTCGGACC
CGTGATTGTTTGATGAAGCTTGG
TCTGTTGTGTTGCACGGATACC
CTGTTACTGGATTCCCAGACGG
TCTTGGCTTTCTAAACCGGACA
TCCGGGAGGACAGTTGTATAAGG
TCGGGTACCAATTTCATTTCATC
AACAAAGGAAAGAAGCTTCCGC
TAATCATCGAATTGGACGAGGG
TACTACACATTCTTGGCGAGCG
CAGCTTGATTCGTTGCATTCTC
CAAAGAACGCTCTTGGTTATTCG
AGAGATTCGTCTTTCCTAACGGC
ACCTACTGAAAGAATGGAAGCTAAATTG
CGCAGTTAATTCACTTGATGCAAA
TGGTCTGAGAAGTGTTGTTGGC
TCCAAATAAATTTAGGACTGGAAATCTG
ACCATGCACCTGTCTATCTGCC
CACCACATTGTTTACCCGAAGC
TGGACTGGAAGTTCCGAAGAAG
GGGATCCAGAAATCACTGTCAGG
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TGATAACTGGATTAGGCGCAGC
CAGAGCATTCTCCAATCGTTCC
AGGAGCCAAGAATTTGGAAACC
GGATTGCAATTAGAAACTGGCTTG
TTAAATAAAGCGAAGTGCGTCTCC
GTTGGTTCATGTCGGGAGTAGG
CCTAAAGAATTGTTGTGCCGAGG
CTCAGATATTGGTCGGGCTTTG
GCCTATATTTGTGGTTTGCATGAAG
TCGTAGAAATCAGTCGTGGTCG
GTGCGCATTATGAGCTTCAAGA
ATATGTTCGCTAGGTCGCCTCC
GACGTTAGGTTGAAGGGAAGGC
AAACGTTATCAATTGTGCTGGCT
AAACTCCATTGCAAAGTTTTATTCC
TGGATGAAGAGAGAGATTCGCC
AGTGATCATCAGTTTCAGTTCAATCAG
TTCCTGAGTCACTGCATCATCC
GAATGTTGGGCGTAAGATCCC
GCGTATGTTGCAGAAATCTCCC
CCCTTATACAACTGTCCTACCGGA
CGGCACATAAAGGGACTTAAAGC
TTCGGGAAACATAATGCTGTAGG
TACACATATCCCAGGCGATGC
CGCCATCTTGTGTACTACAGCG
TTTAGTGACGCCCTTTGTGAGG
GGTTTAATGCGTCCAGAACGTC
TCGACTAGTTTAAGCTGTCTTGTTGC
TATTGCCGGTGTATGTCTCTGG
ATTACGCTAGCGAGGTCACACC
TAGCCTCTCGATCACAGCATCA
AAGTGGTGGTTCAGTAATGGGC
CTAAAGTCGGTCGACAAGAATCATC
ACGATGGAGAGTAGATCGTCGG
AATGGAAATATCCGTCTGCCG
CAAGAAGAAGGATGACACGAACAC
GTTCAGTACAGGTCAGGGCAGG
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77
78
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85
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CAATGTTTCCTGCTGAAGTGAGG
TCGACCTAGGGTCATCTTCAGG
CAAGATTCCAAGTCCTGTATTGGG
GAATAACTGAGCACGACCTGCC
ATCAGCTTGAATTCGTTCACCC
TTGTGCACAGATCTACAACAGCC
TTCGGAACAATGGTAAATTCGC
CCTTGCACGAAGCACATTACAG
TTCAAATAAATCCGTTAGGCAAATTC
CAATCGCAATGAATTCGAGACC
TCTAACAAATACCAAACGGGCG
TCGTTCTCGATCAACCTTCTCC
GCAGCGGGTGAATAGGAGAATC
TGTTTCAGACTGTTCGCTAAATCTTC
TTATAGTGGACTGTCGGCCTCC
CTAGTTTACCCGATTGTCTTGCG
AAGGTAAAAGTCAACCCGAGGC
TGCAACTCTTCAGTCATCTTCAGG
AGCTAGAATGTCGGCCGTAGTG
GGCATGTGAGCAGTTACAATCG
CGGAGCGTTCCAGTGGAGTTAG
CACGGCTTAATTGCAACATAATTT
ACATAATGGGCCCAACTGAAGC
CCTCCAACAATCAATAGCAAAGC
CAGGCTTCGGGTGTAGTTCTCC
TTGCATTGGAAGTAATTGACGG
TTAAACTTCTTGTTCGTGGCCG
ACGGAACATGTCTGAACCGTCT
GACTTCTGGGTTCGATGACAGC

TTTTATGATTTACATGATCTGATCCAGC

AGTGATTTGGTCCGTATTGTTGG

AGAGTGAATGCGTTGACTTGGG
GCAGCAATTGGTATCCTGATCG
AATGGCACTCTGTTCCTTCAGC
GATTCTTTGGGCATGTTTGAGG
TCCCACCCAACATACATGTGC
AGTGGGAGATATAGAACGGCCATA
AATATGCCGGTTATGCTCATGG
TTGTGGTCCAATAAATACCGTCAG
GACATCCCAAAGCAAACTGTCC
CCGTATGTGTGTGTGCCTTCAG
GAATTCGATCATCGGAACTTGG
CCAATACAGGTCGAGATGTGGG

TGATGCCACAATTAATCTAGTACAGAGC

GGCCTTAGGCGAGGAATACTTG
TCACGCAAAGAAGTTGAAGACG
ATTGGTACCTCATGCAAGGACG
CCTAACATCCAAAAGGTAGCTTGC
CAAAGCTGAATGGAACTTTGGG
TGAGCTGATGAATTATTAGCGGAAG
TCAAAGTCGAGAGGAGCAGTGG
GATTTCGACTTCACTGCTCTCCC
ACGTCGAACACGCTTAAATGGT
TGGTATGGTCAGTTAGGTCGGC
ACAGACGTAACTTCCACCAGGC
CGTCAGGATGTCCAAGAAGTCC
CATGAGATGGTCGACTGTCAGC
AGTAGGCACTGAAACACAATGGC
AACTTGCACAGTGTAGCAGCCA
GCTGGGATTTCTCTCAGTGTGG
CAAGAACAGAAAATGCTAGGCCC
TCAACAGCTGAGGTCATTAGCG
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Table A.2. Polymorphic sites in all seven amplicons sequenced. Note that AmpG contains a polymorphic site (SNPg3) that seems to be diagnostic for R.
prolixus. Codes: bp — base pairs.

Speci AmpA AmpB AmpC AmpD AmpE  AmpF AmpG
ecies
P SNPA IndeIB SNPB |nd6|c SNPcl SNP(:Z |nde|D SNPD |nde|E SNP;: SNPG:I. SNPGZ SNPG3
R. prolixus T no Cc no T G no A no T G C A
R. robustus | C 1-bp T yes* AIT AIG no G 16-bp AT GIT CIG G
* -

R. robustus Il TorC no C yes AorT G no A 16-bp T G C G

or no or no

16-bp

R. robustus 11 T no C no AorT G no A or no T G C G
R. robustus 1V TorC no C no AorT G 10bp Aora 16-bp T G C G

orno deletion orno

* Variable indel, from 10 to 15bp.

Table A.3. AmpG region neighborhood genes prediction details and homolog results. This table shows in the first ten columns detailed information about
prediction, annotation and curation of genes and transposable elements in the AmpG region neighborhood. The following columns show Gis and chromosome
location to reciprocal best-hit strategy homologs found in A. mellifera, T. castaneum and B. terrestris. “Code” column numbers is according to Figure 3. Black
and green lines show TP165 gene and its exons details, as this protein was completely curated. Orange line shows AmpG region details. Vector base prediction
gene codes have "RPTMP prefix. Lagerblad prediction has a "contig" prefix. Other codes: * = not homolog, only similar (no reciprocal best-hit); na = not
applicable; ns = not searched; nf = not found; unk = unknown; pred error = prediction error; transposon and TE = transposable elements.
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1110523

1123517

Transmembrane protein 165

91081711

. Homologous proteins
Silnt Eng) Frame Abbreviation Annotation riomelogous proteins (61 Shililosei
position | position A. T. B. A. T. B.
mellifera | castaneum | terrestris | mellifera | castaneum | terrestris
925995 | 966186 - Ephrin Ephrin 110766111 | 270015107 | 340710982 2 X 2
967657 | 970654 + Ribonuclease Ribonuclease 110766219 | 91087325 nf 1 7 na
975073 | 991396 - Src_Tyr K Src Tyrosin Kinase 328788805 | 91086687 | 340716501 1 7 7
1014493 | 1023165 + Odorant_receptor | Odorant Receptor 201023349 | 226334904 | 340728952 1 6 unk
1026686 | 1030171 - SCBP Sarcoplasmic calcium-binding protein 66513995 | 91085141 | 340729116 3 6 unk
1038468 | 1057541 | - SGRTP Small glutamine-rich tetratricopeptide | 555791898 | 91076010 | 340708935 | 1 X 1
repeat-containing protein alpha
1058630 | 1066570 - hAT_TE hAT transposon (class I1) ns ns ns na na na
1067427 | 1093204 + X11LBeta X11Lbeta 5'truncated nf 189234056 nf na X na

111677 (111730 | | AmG  |[AmG | na | ma | m | | | m |
1118579 | 1119562 na pred error ns ns ns na na na
1120144 | 1122900 Outcast TE Outcast transposon (Class 1) ns ns ns na na na
1120322 | 1121146 | + RT_TE Reverse Transcriptase fragment ns ns ns na na na

- (outcast transposon)
1129966 | 1140839 - Interleukin interleukin 16 328789728 | 270014802 | 340710900 2 X 2
1141206 | 1142245 + Mariner_TE Mariner transposon fragment (Class 1) ns ns ns na na na
1162063 | 1164863 - L1 TE L1 transposon (Class I) ns ns ns na na na
1163028 | 1163570 | - RT TE (Féfg’sirfj’ Transcriptase (L1 transposon - ns ns ns na na na
1230613 | 1230891 - na pred error ns ns ns na na na
1254443 | 1264046 + WNT4 protein wnt-4 fragment 328720423 91086553* 340715611 1 7 7
1269195 | 1280540 - UNC112L unc-112-related protein 328785955 | 270010684 | 340714139 5 7 5
1282266 | 1286411 - NADH_dehyd NADH dehydrogenase 328793182 | 91087395 | 340727519 unk 7 17
1287896 | 1300699 |  + KN_ank_ptn | KN motif and ankyrin repeat domain- | 554766345 | 91076206 | 340710743 2 X 2
containing protein
1302514 | 1319022 + NBL4 Band 4.1-like protein 4 (NBL4) 328778071 | 189234071 | 340709952 2 X 2
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9. ANEXO 2
Rhodnius barretti, a new species of Triatominae (Heteroptera, Reduviidae) from

western Amazonia
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Abstract

Rhodnius barretti, a new triatomine species, is described based on adult specimens
collected in rainforest environments within the Napo ecoregion of western Amazonia
(Colombia and Ecuador). R. barretti resembles R. robustus s.1., but mitochondrial
cytochrome b gene sequences reveal that it is a strongly divergent member of the
‘robustus lineage’, i.e., basal to the clade encompassing R. nasutus, R. neglectus, R.
prolixus, and five members of the R. robustus species complex. Morphometric
analyses also reveal consistent divergence from R. robustus s.1., including head shape
and the length ratios of some anatomical structures. R. barretti occurs, often at high
densities, in Attalea butyracea and Oenocarpus bataua palms. It is strikingly
aggressive, and adults may invade houses flying from peridomestic palms. R. barretti
must therefore be regarded as a potential Trypanosoma cruzi vector in the Napo

ecoregion, where Chagas disease is endemic.

Key words: Rhodnius barretti sp. nov., Triatominae, Rhodniini, Amazonia
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The Triatominae are blood-sucking Reduviidae (Hemiptera, Heteroptera) notorious as
the vectors of Trypanosoma cruzi, causative agent of Chagas disease. While all of the
over 140 currently recognized triatomine species can potentially transmit the parasite

among mammals, just a few are epidemiologically relevant vectors of human

infection (Lent & Wygodzinsky 1979, Barrett 1991, Schofield & Galvéo 2009).

The tribe Rhodniini comprises two paraphyletic genera, Rhodnius and Psammolestes
(Monteiro et al. 2000, 2002). Most Rhodnius species preferentially breed in palm trees
across their native ranges (Barrett 1991, Abad-Franch et al. 2009). Flying from palms,
adult specimens frequently invade, and sometimes colonize, houses and peridomestic
structures (Fitzpatrick et al. 2008, Gurgel-Goncalves et al. 2008, Justi et al. 2010).
Throughout Amazonia and several further Neotropical ecoregions, invasion of houses
and other premises by adult Rhodnius spp. is probably the main mechanism
underlying Chagas disease transmission, either as an endemic infection or in the form
of outbreaks linked to food contamination (Grijalva et al. 2003, Aguilar et al. 2007,

Calzada et al. 2010, Amunarriz et al. 2011, Valente et al. 2009).

While the morphological traits of Rhodnius allow for easy genus-level identification,
many species lack clear-cut diagnostic characters and remain difficult to identify: a
few species are near-sibling, and others are in fact species complexes encompassing
several cryptic taxa (Lent & Wygodzinsky 1979, Monteiro et al. 2003, Abad-Franch
et al. 2009). Currently, the genus comprises 18 named species occurring in Central
and South America. Biogeographic and genetic data suggest a northern Paleo-
Amazonian origin of the tribe Rhodniini, which comprises two main lineages: the
‘pictipes lineage’ and the ‘robustus lineage’ (Abad-Franch & Monteiro 2007, Abad-
Franch et al. 2009). Cryptic speciation seems to have occurred along both lineages,
including the clades comprising R. pallescens, R. robustus-prolixus, and R. pictipes
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(Monteiro et al. 2003, Pavan & Monteiro 2007, Abad-Franch et al. 2009, Gomez-
Palacio et al. 2012). On the other hand, phenotypic variation without significant
genetic divergence has been recorded in several triatomine species (Schofield et al.
1999, Abad-Franch et al. 2003). When cryptic speciation and phenotypic plasticity
both occur within a single genus, it comes as no surprise that taxonomic errors arise:
while cryptic taxa are overlooked, some species are formally described based on
minor morphological variation. Thus, R. milesi (Valente et al. 2001) is probably a R.
neglectus variant from south-eastern Amazonia, R. zeledoni (Jurberg et al. 2009)
closely resembles R. domesticus, and R. montenegrensis (Da Rosa et al. 2012) likely
represents one of the R. robustus lineages of Monteiro et al. (2003). Furthermore,
some Rhodnius species, such as R. dalessandroi, R. paraensis, or R. amazonicus, have
seldom been collected; their ecological-evolutionary characteristics and affiliations

remain therefore unclear (Barrett 1991, Abad-Franch et al. 2009).

Integrative taxonomic approaches are particularly useful when the organisms of
interest are prone to cryptic speciation, phenotypic plasticity, or both (Dayrat 2005,
Bickford et al. 2006). By combining morphological and molecular evidence, such
approaches help solve systematic problems that would otherwise remain elusive
(Monteiro et al. 2001, Abad-Franch & Monteiro 2005). In addition, they yield
information on characters that can be measured under a variety of circumstances,
including morphological traits allowing for rapid identification in the field; doubtful
assignments can be resolved later by checking further traits in the laboratory (e.g.,

Monteiro et al. 2001, Gurgel-Gongalves et al. 2008).

Here, we use an integrative approach, including qualitative and quantitative
phenotypic assessments and DNA sequencing, to elucidate the specific status of a
Rhodnius population from the Napo ecoregion of western Amazonia (Ecuador and
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Colombia). These bugs were first identified as R. robustus; yet, detailed analyses
showed them to belong to a new species (Abad-Franch 2003, Abad-Franch &
Monteiro 2005, Abad-Franch et al. 2009, Marquez et al. 2011), which we name

Rhodnius barretti and formally describe in the present paper.

Materials and methods

Material examined and specimen deposition. Rhodnius barretti sp. nov. male
holotype: municipality of Puerto Asis (0.50N, 76.50W), department of Putumayo,
Colombia, #3374; female allotype: municipality of Puerto Asis, department of
Putumayo, Colombia, #3375; paratypes: 4 males, municipality of Puerto Asis,
department of Putumayo, Colombia, #3376-3379; 4 females, municipality of Puerto
Asis, department of Putumayo, Colombia, #3380-3383; 3 males, municipality of
Francisco de Orellana (0.45S, 77.00W), Orellana province, and municipality of Lago
Agrio (0.08S, 76.83W), Sucumbios province, Ecuador, #3384-3386. These specimens
are deposited in the Triatominae Collection of the Instituto Oswaldo Cruz (CT-10C),
Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil, maintained by the Laborat6rio Nacional e
Internacional de Referéncia em Taxonomia de Triatomineos (LNIRTT). Rhodnius
barretti sp. nov., five males, municipality of Puerto Asis, department of Putumayo,
Colombia, #CRUA-298, 300, 303, 304, 487; ten females, municipality of Puerto Asis,
department of Putumayo, Colombia, #CRUA-297, 299, 301, 302, 342, 447-450, 484.
These specimens are deposited in the Reduviidae Collection maintained by the Grupo
de Biologia y Control de Enfermedades Infecciosas (BCEI), Universidad de

Antioquia, Medellin, Colombia.

Morphology and morphometrics. A Zeiss Stemi SV11 stereomicroscope was used for

the measurement and description of morphological characters. Linear measurements

228



and head capsule landmark coordinates (Fig. 1 and Table) were taken from 37 adult R.
barretti specimens (34 from Colombia and 3 from Ecuador) and 12 R. robustus s.1.
(from Colombia, Ecuador, Bolivia, Brazil, French Guiana, Peru, Suriname, and
Venezuela). Landmark coordinates were recorded using tpsDig 1.18 (Rohlf 1999a).
Shape variables were computed using the Generalized Procrustes superimposition
algorithm (Rohlf 1996), which derives a least-squares consensus configuration from
raw coordinate data. “Partial warps” were then computed as deformations of each
structure in relation to the consensus configuration using tpsRelw 1.18 (Rohlf 1999b).
Shape variables derived from partial warps were used as input for canonical variate
(discriminant) analysis, and a plot showing the position of each specimen on the
‘shape discriminant space’ was built with the first two canonical vectors (Fig. 2).
Multivariate analyses were conducted using JMP 3.2.6 (SAS Institute, Cary, NC,

USA).

Molecular analyses. Samples of four putative R. barretti specimens (two from
Ecuador and two from Colombia), consisting of one or two legs, were placed apiece
in a 1.5mL microtube, dipped into liquid nitrogen, and ground to powder for DNA
extraction using a Real Genomics™ kit. A 663-basepair (bp) fragment of the
mitochondrial (mt) cytochrome b gene (cyt b) was PCR-amplified as described in
Monteiro et al. (2003). Amplicons were purified (Hi Yield™ Gel/PCR DNA
Extraction Kit, Real Genomics™) and both strands were subjected to Sanger
sequencing reactions (ABI Prism® BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit,
Applied Biosystems) and run on an ABI 3730 sequencer. Consensus sequences were
computed and manually aligned as in Monteiro et al. (2003). Homologous sequences
from other members of the ‘robustus lineage’ (R. robustus I-V, R. prolixus, R.

neglectus, and R.nasutus) were added to the alignment; one R. pictipes sequence was
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used to root the phylograms. The Hasegawa, Kishino and Yano (HKY) model with a
proportion of invariable sites was the best-fit model of nucleotide substitution (lowest
Akaike Information Criterion value) for phylogenetic reconstruction; it was selected

using jModeltest 0.1.1 (Posada 2008).

A Bayesian phylogenetic tree for the complete data set of 13 Rhodnius sequences was
inferred in BEAST 1.6.1 (Drummond and Rambaut 2007) using a ‘two-partitions’
((1+2), 3) scheme of codon positions. A prior tree was randomly generated and a Yule
process of speciation was imposed for all tree reconstructions. Two independent runs
were performed for 107 generations, with a burn-in of 10° generations. Convergence
of parameters and proper mixing were confirmed by calculating the Effective Sample
Size (ESS) in TRACER 1.5 (Rambaut and Drummond 2007), excluding the initial
10% (burn-in) of each run. All considered parameters had ESS >10*. Runs were
combined using LogCombiner, and a maximum credibility tree based on the 10,000
trees (burn-in = 2,000) was generated with a posterior probability limit of 0.6 using
Tree Annotator (both part of the BEAST package). Statistical support for clades was
assessed by the posterior probability method. The maximum-composite likelihood
(M-CL) algorithm available in MEGA 5 (Tamura et al. 2011) was used to construct a
species distance matrix, and a heatmap was constructed in the R 2.13 program
(Hornik 2011). Distance variance was estimated using 1,000 bootstrap pseudo-

replicates.
Results

Rhodnius barretti Abad-Franch and Monteiro, sp. nov. (Fig. 3).

230



Systematics. Family Reduviidae Latreille, 1807; subfamily Triatominae Jeannel,
1919; tribe Rhodniini Pinto, 1926; genus Rhodnius Stal, 1859; type species, Rhodnius

prolixus Stal, 1859; Rhodnius barretti sp. nov.

Description. Rhodnius barretti sp. nov. Total length: male 19.10-22.66 mm, female
20.30-24.66 mm. Maximum width of pronotum: male 4.0-4.7 mm, female 4.1-5.0
mm; maximum width of abdomen: male 5.6-6.2 mm, female 5.6-7.2 mm. Overall
color dark brown, slightly paler in some atypical specimens, with yellowish and/or
brown-reddish markings and stripes on various parts of the body and appendages (Fig.
3). Head elongated, almost three times as long as wide across the eyes (1:0.36-0.41)
and distinctly longer than the pronotum (1:0.72-0.80); granulose both laterally and
ventrally; dark brown-blackish, with a dorsal, narrow, light-colored medial
longitudinal stripe extending from clypeus to neck base. Anteocular region
approximately four times as long as the postocular region (1:0.23-0.26); eyes large, in
lateral view surpassing the lower but not attaining the upper surface of the head. Ratio
eye width-synthlipsis 1:0.9-1.0. Antennae with second article uniformly blackish
brown, third article light yellow except dark brown basal fourth; fourth article light-
colored. Ratio of antennal segments 1:8.90-10.20:4.25-5.30:3.80-4.70. Rostrum dark
brown-blackish, with the second segment extending beyond the level of ocelli and

almost attaining the neck; ratio of rostral segments 1:3.93-4.00:0.88-0.90.

Pronotum dark brown-blackish, with submedian carinae and lateral margins light
yellowish-brown, usually as very narrow stripes but wider in paler specimens (Fig. 3).
Posterior lobe with two dark brown-blackish longitudinal stripes between submedian
carinae and on each side between submedian carinae and lateral margins; these stripes
are separated by slender light bands in typical dark specimens, and by lighter, more

conspicuous bands in paler specimens. Anterolateral angles of pronotum not
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prominent. Scutellum dark brown, with 1 + 1 light yellowish brown carinae,
somewhat widened anteriorly and fused at the base of the light-colored, narrowly-

pointed scutellar process.

Hemelytra dark brown, with veins bordered by conspicuous but narrow light-colored
stripes; space between veins uniformly blackish-brown on the corium, sometimes
mixed with lighter diffuse spots on the membrane. Legs with coxae almost entirely
blackish- to dark-reddish-brown brown and lighter brown trochantera; femora dark
reddish brown, tibiae of similar or slightly lighter color, darker at apex in this latter
case. Legs slender, with fore femora about 7.5-8 times as long as wide.

Ventral surface of the abdomen dark brown, speckled with lighter brown in most but
not all specimens; longitudinal medial blackish line, which narrows towards the inter-
segment lines and is flanked by 1 + 1 submedian, light, wider bands; in each segment,
these bands are in turn flanked by 1 + 1 sublateral oblique longitudinal marks.
Urosternites with a marginal, longitudinal darker band on each side, also bordered by
lighter bands. Ventrally, the connexivum is barely visible or completely covered by
the urosternites; dorsally light yellowish brown, with each segment almost completely
covered by a large brownish-black spot that narrows somewhat, but only slightly in
typical dark specimens, towards the posterior end.

Morphometrics. Linear measurements and ratios are presented in the Table.
Discriminant analysis of shape shows how specimens designated as R. barretti are
distinct from R. robustus s.l. specimens from a wide geographical range (Fig. 2). The
three Ecuadorian R. barretti paratypes are clearly nested within the Colombian type

material; in addition, this type group overlaps with further specimens from Colombia.

Molecular analysis. The analysis of 13 sequences of Rhodnius for the cyt b gene

fragments (663 bp) revealed 201 variable sites, 31 (15.4%) of which were
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autapomorphies of R. barretti. Cyt b sequences of R. barretti (GenBank accession
numbers JX273159 to JX273162) are unmistakably different from those of other
‘robustus lineage’ members. Such deep divergence is shown in the phylogram
presented in Fig. 4; all R. barretti specimens cluster together in a 100%-supported
clade that is basal to the rest of ‘robustus lineage’ species, including R. nasutus and R.
neglectus. Pairwise cyt b sequence divergence between R. barretti and the other
Rhodnius species, computed via M-CL, was very large, ranging from 7.4% to 10.7%
(darker colors in the heatmap of Fig. 4). These values are larger than those between
the four members of the R. robustus cryptic species complex and R. nasutus, or
between R. robustus I-V and R. neglectus. The pairwise sequence divergence between
Ecuadorian R. barretti and sympatric, field-collected R. robustus is 7.5%. Overall, the
genetic distance between R. robustus and R. barretti is 8.7% (variance = 2.0%; range,
7.4-9.7%). This is strong evidence that R. barretti represents a distinct entity within
the ‘robustus lineage’. Two R. barretti specimens collected in Colombia share the
same cyt b haplotype; while this haplotype closely resembles the other two, present in
Ecuador, the finding of three haplotypes in a sample of four bugs (mean distance =

0.3%; variance = 0.1%) is suggestive of high levels of genetic diversity.

Biology and bionomics. R. barretti has been collected in Attalea butyracea and
Oenocarpus bataua palm trees in the Ecuadorian Amazon, but may also occur in
other palm species (Abad-Franch et al. 2001, Noireau et al. 2002). These palm tree-
living colonies are common and can reach high densities (Abad-Franch et al. 2010);
starved bugs are strikingly aggressive, readily attacking collectors in open daylight
(FA-F & FSP, pers. obs.). In contrast, sympatric R. robustus are typically found as
small colonies (FA-F & FSP, pers. obs.). Field observations in Ecuador indicate that

R. barretti adult specimens can invade houses (FSP, pers. obs.), probably by flying
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from heavily infested peridomestic palms. Palomeque et al. (2003) studied the biology
and bionomics of Ecuadorian R. barretti specimens (at the time identified as R.
robustus) under laboratory conditions; the results show that, when fed on mammal
(mouse) blood, R. barretti (i) can produce two generations per year, with a mean egg-
to-adult time of 128+7 days; (ii) require about 290mg of blood to complete
development; and (iii) often defecate (especially older nymphs and adults) during or a
few minutes after feeding. These bionomic traits, comparable to those of R. prolixus,

suggest that R. barretti may be an efficient vector of T. cruzi (Palomeque et al. 2003).

Etymology. This species is dedicated to Dr Toby Vincent Barrett (Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazdnia — INPA, Brazil), in all likelihood the world’s top authority

on Amazonian triatomine ecology.

Taxonomic discussion. Phenotype-based differentiation of R. barretti from R.
robustus, the most closely related species found in sympatry, is difficult. However,
sympatric Ecuadorian bona fide R. robustus (genotype 1) are conspicuously larger
and lighter-colored (Fig. 4), which should provide a means for field identification by
well-trained local entomologists. In addition, the length ratios of several anatomical
structures appear to be consistently different from those typically reported for R.
robustus s.l. (Table). In particular, R. barretti heads seem to be longer relative to total
body length (with the head accounting for ~20-22% of total length) than those of R.
robustus s.l. (~17-20%). The third antennal segment appears to be relatively shorter in
R. barretti (up to 5.3 times as long as the first segment, vs. up to 5.6 in R. robustus
s.l.); similarly, the second rostral segment is up to 4.0 times as long as the first one in
R. barretti, vs. up to 4.4 times in R. robustus s.I.. Finally, the scutellar process is
narrowly pointed in R. barretti but stout/rounded in sympatric R. robustus (Fig. 4).

Although these differences will need to be confirmed with further samples, dubious
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assignations can be resolved, as shown above and in Méarquez et al. (2011), using

morphometrics and/or DNA analysis.
Discussion

We described R. barretti sp. nov. on the basis of an integrative assessment including
mtDNA sequencing, morphometrics, and qualitative phenotype traits (Abad-Franch &
Monteiro 2005, Schofield & Galvao 2009). As for the rest of species within the
‘robustus lineage’, R. barretti is hard to distinguish from its closest relatives based
only on phenotype (Lent & Wygodzinsky 1979). Still, R. robustus genotype 11, the
only member of the lineage recorded to date in the Napo ecoregion (Abad-Franch et
al. 2009), can be distinguished from R. barretti by its overall larger size and lighter
color (see Fig. 4); it was this difference, in fact, that led one of us to suspect that a
distinct taxon might co-occur with R. robustus in north-eastern Ecuador (Abad-Franch
2003). In addition, the length ratios of some anatomic structures and the apex of the
scutellar process appear to be consistently different from those of R. robustus s.l..
Although we have so far systematically compared only a small sample, R. barretti
nymphs also seem to differ from those of sympatric R. robustus populations. The
former are overall dark brown-reddish with strikingly black markings on the thorax
and wing pads; the head is very dark except for a slender, median dorsal stripe, and
the legs are brown-reddish with little difference between tibiae and femora. R.
robustus nymphs are of much lighter overall color, with brown markings on a
yellowish background; their tibiae are usually visibly lighter than the femora (see also

Lent & Wygodzinsky 1979).

Morphometric analyses can help delineate species boundaries among nearly-cryptic
triatomine taxa, and are useful for solving taxonomic doubts when adult specimens

are involved (Gurgel-Gongalves et al. 2008). However, and despite consistent
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phenotype-based evidence, it was the results of mtDNA sequence analysis that gave
us confidence to conclude that the atypical Napo population belongs to a new species
(see also Marquez et al. 2011). MtDNA sequencing is now widely available at a
reasonable cost; furthermore, any developmental stage, from eggs to adult bugs, can
be used for DNA sequencing. The results not only provide insight on the taxonomic
status and phylogenetic relationships of problem specimens (Abad-Franch &
Monteiro 2005, Justi et al. 2010), but also allow for the development of PCR-based
species identification assays (Pavan & Monteiro 2007, Pavan et al. 2013). While
mtDNA sequencing results might be difficult to interpret when reciprocally
monophyletic sister clades are separated by low levels (<4%) of sequence divergence
(Wiemers et al. 2007), this was not the case with R. barretti, whose divergence from
its closest relatives is >8.7%. According to the cyt b strict molecular clock proposed
by Pfeiler et al. (2006) for triatomines, both lineages have probably been evolving
independently for about 4-9 million years. Marquez et al. (2011) also reported cyt b
distances (Kimura 2-parameter) >10%; inter-species comparisons show that the
smallest cyt b distance within the genus Rhodnius (a 4.3% distance) is that between
the phenotypically and ecologically well-differentiated R. brethesi and R. stali (FAM
& MGP, unpublished). Méarquez et al. (2011) showed, in addition, that R. barretti
nuclear 28S rRNA D2 variable region sequences are unique when compared with

those of other Rhodnius species and genotypes available in GenBank.

We finally note that there could remain some doubts as to whether the Napo
population could in fact be R. dalessandroi Carcavallo & Barreto 1976. This little-
known species, collected from Oenocarpus palms in the Amazon-Orinoco transition,
was excluded from the classic monograph by Lent & Wygodzinsky (1979), and there

is no DNA sequence available. Yet, comparison with R. dalessandroi descriptions
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(Carcavallo & Barreto1976, Martinez 1984) clearly suggests that R. barretti and R.
dalessandroi are distinct entities. Morphological differences include head/neck and
urotergite coloration and hemelytron:abdomen, antenna article and rostrum segment
length ratios (Carcavallo & Barreto 1976, Martinez 1984). These species, in addition,

occupy sharply different ecoregions (Abad-Franch et al. 2009).

In conclusion, the results we report here show how an integrative systematic appraisal
can help uncover apparently cryptic diversity even within relatively well-studied
taxonomic groups. A hitherto undescribed species of Rhodnius was discovered in the
rainforest of the Napo ecoregion — one of the major biodiversity hotspots on Earth
(Olson & Dinerstein 1998, Gaston 2010). This sub-region of Amazonia has also been
the focus of detailed surveys on Chagas disease epidemiology over the last two
decades (Amunarriz et al. 1991, 2011, Chico et al. 1997, Aguilar et al 1999, Grijalva
et al. 2003, Guevara et al. 2013). All of them converge towards a coherent set of
conclusions: (i) that the infection is endemic in the region, with about 2-4%
seropositivity among local residents; (ii) that T. cruzi transmission to humans has
been continuous over the last decades and is currently active; and (iii) that such
transmission is maintained by adventitious adult triatomines that invade but do not
colonize human dwellings. Within the genus Rhodnius, R. pictipes and R. robustus
were up to now blamed for this scenario (Abad-Franch et al. 2001, Noireau et al.
2002); R. barretti is a new candidate vector species, and its biological and behavioral
characteristics suggest that it may play a significant role in Chagas disease

epidemiology in the Napo ecoregion.
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Figures and Tables

Figure 1. Dorsal (top) and lateral (bottom) views of a Rhodnius barretti head, showing linear
measurements (1-8; see Table) and landmarks (target spots) used in morphometric analyses (scale bar =
1mm).
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Figure 2. Geometric morphometrics results: factorial map built with the first two canonical vectors
(CV) showing 100% head shape discrimination between Rhodnius barretti sp. nov. (Colombia and
Ecuador) and R. robustus s.l. (Bolivia, Brazil, Colombia, Ecuador, and French Guiana). R. barretti are
deposited at the BCEI (Medellin, Colombia) and 10C (Rio de Janeiro, Brazil) collections, as indicated.
Ecuadorian specimens are marked as open circles.
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Figure 3. Rhodnius barretti sp. nov. (left) and sympatric R. robustus s.l. (right) from north-eastern
Ecuador: general aspect of adult specimens in dorsal view. The inset shows the head and pronotum of
an atypical, paler form of R. barretti.
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Figure 4. Bayesian consensus tree of 13 663bp cyt b Rhodnius sequences and a heatmap illustrating
genetic distance values. Posterior probabilities >0.95 are shown for key nodes. Squares in the heatmap
illustrate pairwise genetic distance values between sequences, with darker colors representing larger
distances (see scale bar). Collection sites and GenBank accession numbers are: R. prolixus —
Portuguesa, Venezuela, EF011723; R. robustus | — Trujillo, Venezuela, AF421340; R. robustus Il —
Napo, Ecuador, AF421341; R. robustus Il — Para, Brazil, AF421342; R. robustus IV — Para, Brazil,
AF421342; R. robustus V — Novo Airdo, Amazonas, Brazil, JX273158; R. nasutus — Ceara, Brazil,
JX273155; R. neglectus — Tocantins, Brazil, JX273156; R. pictipes — Amazonas, Brazil; R. barretti —
Lago Agrio, Sucumbios, Ecuador (1), JX273159; R. barretti — Lago Agrio, Sucumbios, Ecuador (2),
JX273160; R. barretti — Puerto Asis, Putumayo, Colombia (1 and 2), JX273161 and JX273162.
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Table. Anatomical structure metrics in adult Rhodnius barretti sp. nov. and Rhodnius robustus s.I. Note that some measurements are given as ranges and some as the mean +

2 standard errors (SE) and are therefore not directly comparable; see the Table footnote.

Metric Description Rhodnius barretti sp. nov. Rhodnius robustus s.I.
Male Female Male Female
Measurements (mm) Total length 19.1-22.7 20.3-24.7 20.0-23.5% 23.0-26.0%
Maximum width of pronotum 4.00-4.70 4.10-5.00 4.50-5.00° 5.00-6.00%
Maximum width of abdomen 5.70-6.00 5.60-7.20 6.00-7.00% 6.00-7.50%
Outer (maximum) distance across eyes (#1 in Fig. 1) 1.60-1.87 1.60-1.93 Nr Nr
Synthlipsis (#5 in Fig. 1) 0.47-0.61 0.56-0.70 0.46-0.52° 0.52-0.57°
Anteocular distance (#3 in Fig. 1) 2.50-3.05 2.50-3.30 2.52-2.67° 2.66-2.83°
Postocular distance (#4 in Fig. 1) 0.65-0.80 0.55-0.85 0.65-0.72° 0.68-0.72°
Total length of head (#2 in Fig. 1) 4.10-5.00 4.00-5.25 3.97-4.24° 4.17-4.44°
Length of first rostral segment (#6 in Fig. 1) 0.80-1.00 0.96-1.08 0.70-0.75° 0.75-0.81°
Length of second rostral segment (#7 in Fig. 1) 3.50-4.00 3.30-4.20 2.99-3.14° 3.08-3.36"
Length of third rostral segment (#8 in Fig. 1) 0.78-1.00 0.80-0.91 0.87-0.93° 0.87-0.96"
Ratios Total length:head length 1:0.21-0.22 1:0.20-0.21 1:0.18-0.20° 1:0.17-0.18°
Total length:pronotum width 1:0.21 1:0.20 1:0.21-0.23% 1:0.22-0.23?
Total length:abdomen width 1:0.27-0.30 1:0.28-0.29 1:0.30% 1:0.26-0.29°
Abdomen width:pronotum width 1:0.70-0.78 1:0.69-0.73 1:0.71-0.75° 1:0.80-0.83%
Head length:head width 1:0.36-0.41 1:0.40%
Head length:pronotum length 1:0.72-0.80 1:0.70-0.80°
Eye width:synthlipsis 1:0.90-1.00 1:0.75-1.00%
Anteocular region:postocular region 1:0.23-0.26 1:0.25%
1st:2nd antennal segments 1:8.90-10.2 1:7.60-10.22
1st:3rd antennal segments 1:4.25-5.30 1:5.40-6.30°
1st:4th antennal segments 1:3.80-4.70 1:3.40-4.40°
1st:2nd rostral segments 1:3.93-4.00 1:4.10-4.40°
1st:3rd rostral segments 1:0.88-0.90 1:0.90-1.00?

a: after Lent & Wygodzinsky (1979); b: mean+2SE, with values taken from Harry (1994); c: with head length taken from Harry (1994); Nr: not reported.
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