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RESUMO

Triatoma sordida é um triatomineo nativo de regides de clima tipicamente seco e de
altas temperaturas. Apresenta ampla distribuicdo, ocorrendo no Brasil, Argentina,
Paraguai e Bolivia. E um importante vetor secunddrio da doenca de Chagas sendo
frequentemente capturado em ecotopos artificiais proximos a habitacdes humanas,
como galinheiros, currais e estabulos. Por ser uma espécie autdctone e apresentar
populacdes silvestres e peridomésticas que podem ocasionalmente recolonizar areas
previamente tratadas, principalmente apds a eliminacdo dos vetores de maior
importancia epidemioldgica, estratégias tradicionais de controle vetorial, como o uso
de inseticidas residuais, podem ser ineficazes para eliminacdo de T. sordida. Por estas
razdes, torna-se necessario o desenvolvimento de novas medidas de vigilancia e
controle destinadas especificamente a este vetor. Estudos moleculares tém
demonstrado alta diversidade genética entre populagdes de T. sordida, sugerindo que
esta espécie representa na verdade um complexo de espécies cripticas que podem
apresentar diferengcas quanto a relevancia epidemioldgica. Deste modo, para a
elaboracdo e aplicacdo de melhores estratégias de controle contra esse vetor é
fundamental que uma correta identificacdo taxon6mica de T. sordida seja realizada,
além da delimitacdo precisa de sua distribuicdo geografica. Um estudo filogeogréfico
de espécimes de T. sordida coletados em nove localidades no Brasil e uma na
Argentina foi realizado utilizando um fragmento de 510 pb do gene mitocondrial
citocromo b (cyt b). As anadlises filogenéticas revelaram que as populagbes de T.
sordida amostradas nesse estudo formam um grupo monofilético, filogeneticamente
distinto de populagées de T. sordida da Bolivia (7. sordida grupos 1 e 2).
Interessantemente, analise das amostras de Rochedo em Mato Grosso do Sul sugerem
a ocorréncia de um processo recente de especiagdo. Resultados das andlises
populacionais revelaram baixos niveis de fluxo génico entre as populagdes estudadas
(valores de Fgt entre 0,22 e 1,00). As sequéncias de cyt b das populagdes de T. sordida

apresentaram baixa diversidade nucleotidica (valores de mt entre 0,0000 e 0,0077) e 23
hapldétipos foram detectados (trés deles compartilhados entre diferentes localidades).
A populacdo identificada como Poxoréu/Formosa/Lontra apresentou valores negativos
e significativos nos testes de neutralidade (ressaltando que o teste de Fu apresentou
valor-p limitrofe) o que juntamente com os resultados obtidos a partir das andlises de
mismatch distribution e da rede de haplétipos, indicam expansao subita e recente
dessa populacdo. Isto sugere que, possivelmente, a ecorregido do cerrado brasileiro
seja o centro de origem e dispersao de T. sordida.



ABSTRACT

Triatoma sordida is a triatomine species native to regions of typically dry weather and
high temperatures. It presents a wide distribution, occurring in Brazil, Argentina,
Paraguay and Bolivia. It is an important secondary vector for Chagas disease being
often captured in artificial ecotopes close to human dwellings, such as chicken coops,
corrals and stables. Because it is an autochthonous species with sylvatic and
peridomestic populations that can occasionally recolonize previously treated areas
(mainly after the elimination of vectors of greater epidemiological importance)
traditional vector control strategies, such as the use of residual insecticides, may be
ineffective against T. sordida. For these reasons, the development of new measures of
surveillance and control intended specifically for this vector are required. Molecular
studies have shown high genetic diversity among T. sordida populations, suggesting
that this species represents, actually, a cryptic species complex that may conceal units
with differences in epidemiological relevance. Thereby, to elaborate better control
strategies against this vector it is important to determine the taxonomic status of T.
sordida populations and the limits of their geographic distribution. A phylogeographic
study of T. sordida specimens collected from nine locations in Brazil and one in
Argentina was carried out using a fragment of 510pb of the mitochondrial gene
cytochrome b (cyt b). The phylogenetic analyses revealed that the T. sordida
populations sampled consist in a monophyletic group distinct of T. sordida populations
of Bolivia (T. sordida groups 1 and 2). Interestingly, the analysis of Mato Grosso do Sul
samples suggests the occurrence of a recent speciation process. Results of population
analyses revealed low levels of genic flow among the studied populations (Fgt values

between 0.22 and 1.00). Nucleotide diversity was low (rt values between 0 and 0.0077)
and twenty three haplotypes were detected (three of them shared among different
locations). The population identified as Poxoréu/Formosa/Lontra showed negative and
significant values in tests of neutrality (the Fu test gave borderline p-values), which
along with the obtained results from mismatch distribution analysis and from the
haplotype network, indicate a sudden and recent expansion of this population. This
indicates that, possibly, the Brazilian cerrado ecoregion is the center of origin and
dispersion of T. sordida.



1. Introdugao

1.1. Doenga de Chagas

A doenga de Chagas ou tripanossomiase americana é uma infecgdo sistémica
cronica causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. E transmitida, principalmente,
através do contato de fezes contaminadas de insetos vetores pertencentes a
subfamilia Triatominae com a corrente sanguinea ou mucosas dos hospedeiros. O ciclo
antropozoonético teve inicio apds a domiciliagdo desses vetores, provocada pelo
desmatamento e construcdo de habitacdes préximas a florestas, o que possibilitou a
circulagdao do T. cruzi ndo apenas entre animais silvestres, mas ainda entre animais
domeésticos e o homem (Coura & Borges-Pereira, 2010).

A doenca de Chagas representa um importante problema de saude publica na
América Latina, ocorrendo predominantemente em dreas rurais e em
desenvolvimento, afetando cerca de 8 milhGes de pessoas com 10 mil mortes por ano
(OMS, 2010; OMS/TDR, 2012). Por ser uma das doencas parasitarias de maior impacto
socioeconOmico nestes paises, iniciativas multinacionais coordenadas pela
Organizagdao Pan-Americana de Saude foram realizadas com o objetivo de interromper
a transmissdo da infeccdo. Por ndo haver vacinas para protecdo de individuos
suscetiveis e nem tratamentos especificos para a fase crénica da doenca, foi proposto,
em 1991, na chamada Iniciativa do Cone Sul, a interrupcdo da transmissdo mediada
pela eliminacdo do vetor epidemiologicamente mais relevante, o Triatoma infestans, e
a triagem de bancos de sangue (Schofield et al., 2006).

O modelo de controle da transmissdao implementado pelos paises do Cone Sul
foi adaptado posteriormente em outras iniciativas, como a dos paises andinos, em
1996, da América Central, em 1997, e mais recentemente a Iniciativa dos paises
amazonicos, em 2004 (Dias, 2007). Essas aclGes preventivas reduziram
substancialmente a incidéncia da doenca, que passou de 700 mil novos casos em 1990
para 40 mil em 2006, principalmente devido a eliminacdo do T. infestans no Brasil,
Uruguai, Chile, oeste do Paraguai e em algumas provincias da Argentina (OMS/TDR,

2007). Embora a prevaléncia, incidéncia e mortalidade tenham sido reduzidas, a



tripanossomiase americana ainda é a quarta doenca tropical negligenciada mais
importante, permanecendo endémica em grande parte da América Latina (Hotez et al.,
2008). Isto se deve, principalmente, a ocorréncia de reinfestagdes ocasionais de areas
previamente tratadas por populagGes silvestres de triatomineos autdctones, como o
restabelecimento de col6nias de T. infestans em areas domésticas na Argentina e de
Rhodnius prolixus na Venezuela e Col6mbia (Gurtler et al., 1994; Fitzpatrick et al.,
2008). A reinfestacdo pode ocorrer também a partir de focos peridomésticos residuais
apos as aplicagdes de inseticidas (Cecere et al., 1997). A dificuldade das campanhas de
controle em eliminar insetos de areas peridomiciliares, por apresentarem inlimeros
locais inacessiveis a borrifacdo, pode, portanto, contribuir para a manutengdo da
transmissao da doenca ao homem (Diotaiuti et al., 2000; Cecere et al., 2006).

A capacidade de algumas espécies (consideradas anteriormente como insetos
exclusivamente silvestres) de colonizar ambientes artificiais, como T. rubrovaria,
Panstrongylus lutzi, P. geniculatus, P. rufotuberculatus, R. stali e Eratyrus mucronatus,
representa um problema adicional para as campanhas de controle em razao do risco
de domiciliacdo dessas espécies e possivel restabelecimento da transmissao (Schofield
et al., 1999; Reyes-Lugo & Rodriguez-Acosta, 2000; Silveira & Dias, 2011).

Consequentemente, é fundamental o constante monitoramento de dareas
tratadas e a elaboracgdo e aplicacao de novas estratégias de controle melhor adaptadas
aos novos e diferentes padrdes epidemiolégicos. Para isso, é necessario o
conhecimento da ecologia, a precisa identificacdo e o correto mapeamento das areas
de ocorréncia de diferentes espécies de triatomineos, em especial, das espécies
autdctones, que auxiliardo na determinagao de sua importancia epidemioldgica (Guhl

etal., 2009).



1.2. Subfamilia Triatominae

A subfamilia Triatominae pertence a familia Reduviidae e é caracterizada por
agrupar insetos hematéfagos obrigatérios que compartilham caracteristicas
morfolégicas ndo observadas em outros reduviideos, associadas ao habito picador-
sugador (Lent & Wygodzinsky, 1979). Os triatomineos possuem desenvolvimento
hemimetabdlico, apresentando cinco estddios de ninfa antes de atingirem a fase
adulta, necessitando de, no minimo, uma alimentac¢do de sangue em cada instar para
completarem seu desenvolvimento (Lent & Wygodzinsky, 1979). Alguns desses insetos
sdo altamente adaptados a certas fontes de alimento, como espécies do género
Psammolestes que sdo associadas a ninhos de passaros da familia Furnariidae,
enquanto outras, tais como P. megistus, P. geniculatus, T. brasiliensis e T.
pseudomaculata, sdao mais generalistas e podem se adaptar a novos ambientes e
colonizar bidtopos artificiais mais facilmente (Costa et al., 1998; Freitas et al., 2005;
Patterson et al., 2009; Gurgel-Goncalves & Cuba, 2011).

A subfamilia Triatominae é composta atualmente por 148 espécies e duas
espécies fésseis, distribuidas em cinco tribos e 18 géneros (Galvao et al.,, 2003;
Schofield & Galvdo, 2009; Abad-Franch et al., 2013; Poinar, 2013). E
predominantemente encontrada no continente americano, entretanto, a espécie
Triatoma rubrofasciata é amplamente distribuida em areas de portos do Novo e Velho
Mundo. Um grupo de seis espécies de Triatoma é encontrado no continente Asiatico e
0 género Linshcosteus, com seis espécies descritas, ocorre somente no subcontinente
Indiano (Galvao et al., 2003).

Todos os triatomineos sdo considerados potenciais vetores da doenca de
Chagas, entretanto, somente cerca de 20 espécies pertencentes aos géneros Rhodnius,
Triatoma e Panstrongylus tém sido capazes de colonizar habitacdes humanas
(Patterson, 2007). Dentre essas espécies, T. infestans, R. prolixus e T. dimidiata sdo
consideradas vetores de maior importancia epidemioldgica (Dias, 2009; Rassi et al.,
2010).

A partir de estudos das relacdes filogenéticas entre as espécies pertencentes a
subfamilia Triatominae, diferentes interpretacdes sobre a origem dos triatomineos

tém sido observadas (Schaefer, 2003; Tartarotti et al., 2006). Schofield em 1988



prop6s uma origem polifilética da subfamilia com base em analises biogeograficas e
ecolégicas. Posteriormente, outros estudos morfoldgicos, de morfometria e de
andlises de sequéncias de DNA mitocondrial e DNA ribossomal corroboraram essa
hipdtese, principalmente em relagdo as tribos Triatomini e Rhodniini, sugerindo que o
habito hematodfago tenha surgido varias vezes dentro de cada linhagem de Reduviidae
predadores, que por sua vez, geraram diversas tribos de Triatominae (Gorla et al.,
1997; de Paula et al., 2005; Patterson, 2007). Entretanto, a monofilia da subfamilia
suportada por estudos morfolégicos como de Lent & Wygodzinsky (1979) e Usinger e
colaboradores (1966) foi também verificada por analises moleculares de um grande
numero de taxa da familia Reduviidae, combinando sequéncias de DNA nuclear e DNA

mitocondrial (Weirauch & Munro, 2009; Patterson & Gaunt, 2010).

1.3. Género Triatoma e o subcomplexo Triatoma sordida

O género Triatoma inclui o maior nimero de taxa dentro da subfamilia
Triatominae, com aproximadamente 80 espécies descritas (Schofield, 2000). Grande
parte dessas espécies é encontrada na América Latina e Estados Unidos e um pequeno
grupo de seis espécies ocorrem no sudeste da Asia (Galvdo et al, 2003). T.
rubrofasciata, espécie-tipo do género, é encontrada em d4reas portuarias de varios
paises tropicais e subtropicais. Sua ocorréncia geogrdfica ampla é provavelmente
consequéncia de dispersdo passiva a partir de embarcagdes provenientes da América
do Sul (Gorla et al., 1997).

Por ser consideravelmente diverso em relagdo ao nimero de espécies e
variabilidade morfoldgica, o género Triatoma é subdividido em varios complexos, de
acordo com as similaridades morfoldgicas, distribuicdo geografica e relagdes evolutivas
entre espécies. Diferentes classificacdes tém sido propostas para o género, como a de
Lent & Wygodzinsky (1979) que o dividiu em dois grupos (Rubrofasciata e Protacta) e
11 complexos (Infestans, Circummaculata, Protracta, Flavida, Rubrofasciata, Recurva,
Nigromaculata, Dispar, Lecticularia e Phyllosoma, Spinolai). Essa classificacdo teve
como base caracteristicas morfolégicas de adultos e ninfas. Carcavallo e colaboradores
(2000) revisaram os trabalhos publicados apds 1979 e revalidaram o género Meccus,
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agrupando as espécies dentro do complexo T. phyllosoma. Recentemente, Schofield &
Galvao (2009) organizaram o género em trés principais grupos: (1) espécies da América
do Sul (grupo Infestans); (2) espécies da América do Norte (grupo Rubrofasciata, que
inclui T. rubrofasciata e espécies que ocorrem no continente asiatico); e (3) um grupo

de cinco espécies que ocorrem nos Andes (grupo Dispar), como descrito na (Tabela 1).

Tabela 1. Grupos, complexos e subcomplexos do género Triatoma.

Grupo Complexo Subcomplexo

Rubrofasciata Phyllosoma Triatoma dimidiata
Triatoma phyllosoma (=Meccus)
Flavia (=Nesotriatoma)

Rubrofasciata
Protracta
Lecticularia
Dispar Dispar
Infestans Infestans Triatoma brasiliensis

Triatoma infestans

Triatoma maculata

Triatoma matogrossensis

Triatoma rubrovaria

Triatoma sordida
Spinolai (=Mepraia)

Adaptado de Schofield & Galvao, 2009.

O subcomplexo Triatoma sordida inclui quatro espécies, T. sordida, T.
guasayana, T. garciabesi e T. patagonica, que ocupam uma extensa drea da América
do Sul, predominantemente em regides com periodos de seca bem marcados,
denominadas diagonal de formagOes abertas ou diagonal de dareas secas, que
compreendem os biomas do cerrado, caatinga e chaco seco (Carcavallo et al., 2000;
Carvalho e Almeida, 2011). A sobreposicao parcial da distribuicdo geografica, e a alta
similaridade e grande plasticidade morfoldgica e cromatica dificultam a identificacao e
discriminacdo das espécies pertencentes a este subcomplexo (Gorla et al., 1993;
Carcavallo et al., 2000).

Carcavallo e colaboradores (1967) identificaram diferencas morfoldgicas entre
espécimes de T. sordida do nordeste da Argentina (regido iumida), que eram grandes e

de coloracdo clara, e espécimes do noroeste (regido semi-arida), que eram menores e



mais escuros. Os Ultimos foram descritos por esses autores como uma nova espécie,
denominada T. garciabesi. Entretanto, alguns anos depois, Lent & Wygodzinsky (1979)
as sinonimizaram. Posteriormente, com base em diferencas morfoldgicas,
citogenéticas e isoenzimaticas, a espécie foi revalidada por Jurberg e colaboradores
(1998). Dados adicionais de morfometria, nicho ecolégico e de sequéncias de DNA
mitocondrial (mtDNA) tém reafirmado a validade taxondémica de T. garciabesi (Sainz et
al., 2004; Gurgel-Goncgalves et al., 2011).

Apesar da similaridade morfolégica entre T. sordida e T. guasayana,
especialmente nos estadios ninfais, estudos de isoenzimas, morfometria e citogenética
tém indicado que sdo de fato espécies distintas (Gorla et al., 1993; Panzera et al.,
1997). Dentre as quatro espécies do subcomplexo Triatoma sordida, T. patagonica é a
espécie mais facilmente distinguivel, principalmente através do padrdo de coloracao
(Lent & Wygodzinsky, 1979). Entretanto, seu status taxondmico foi questionado por
Gorla e colaboradores (1993) apds andlises de morfometria multivaridvel combinada
com comparagdes das estruturas das antenas e genitalia.

Nos ultimos anos, estudos utilizando marcadores moleculares para inferéncia
das relagdes evolutivas entre as espécies do género Triatoma tém demonstrado que
muitos complexos e subcomplexos desse género ndo constituem grupos naturais
(Hypsa et al., 2002; Marcilla et al., 2002; Justi et al., 2014; Rua et al., 2014). As analises
de fragmentos do DNA mitocondrial dos genes 12S e 16S do RNA ribossomal,
citocromo c oxidase | (COI) e citocromo b (cyt b) sugerem que o subcomplexo Triatoma
sordida ndo represente um grupo monofilético (Garcia et al., 2001; Hypsa et al., 2002;
Sainz et al., 2004). Apesar da grande semelhanca morfoldgica entre as espécies
pertencentes a esse subcomplexo, anadlises filogenéticas tém demonstrado que as
espécies T. garciabesi e T. sordida sdo mais relacionadas a espécie T. matogrossensis,
pertencente ao subcomplexo Triatoma matogrossensis, do que as outras espécies do
subcomplexo. Ja T. guasayana e T. patagonica sdo filogeneticamente mais
relacionadas aos membros pertencentes ao subcomplexo Triatoma rubrovaria (Sainz
et al.,, 2004; Almeida et al., 2009; Gardim et al., 2013). As informacbes sobre as
relacdes de parentesco dentro do subcomplexo Triatoma sordida, assim como para
alguns complexos do género Triatoma, ressaltam a necessidade de uma profunda

revisao sobre a classificacdo do género (Justi et al., 2014).



Embora os complexos especificos ndo sejam uma categoria taxondmica
reconhecida pelo Cédigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica, é importante que
uma correta classificacdo desses agrupamentos seja realizada ja que muitas vezes
informacgdes epidemioldgicas de determinados vetores sdao extrapoladas para espécies

com estreitas relacdes de parentesco (Schaefer, 2003).

1.4. Triatoma sordida

T. sordida é extensamente distribuida na América do Sul, encontrada
principalmente na regidao central e norte da Argentina, na regiao central do Paraguai e
da Bolivia e em 11 estados no Brasil (Bahia, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo e
Tocantins) (Figura 1) (Lent & Wygodzinsky; 1979; Bar & Wisnivesky-Colli, 2001; Jurberg
et al., 1998; Gurgel-Gongalves et al., 2011). Essa espécie ocorre normalmente em
regides aridas e é a espécie do género Triatoma com maior distribuicdo no cerrado
brasileiro (Gurgel-Goncalves et al., 2012; Pereira et al., 2013). Os principais ecétopos
naturais da espécie sdao ninhos de passaros e ocos e cascas de arvores. Alimenta-se de
uma variedade de hospedeiros, com maior preferéncia por aves (Rocha e Silva et al.,
1977; Diotaiuti et al., 1993). Esse triatomineo ocorre predominantemente no ambiente
peridomiciliar, sendo a espécie da subfamilia Triatominae mais frequentemente
capturada nesse ecétopo no Brasil (Diotaiuti et al., 1998; Pelli et al., 2007; Almeida et
al., 2008).

T. sordida é considerada um importante vetor da doenga de Chagas em razao
da alta taxa de infecgdo por T. cruzi de T. sordida encontrado em palmeiras (Butia
yatay e Acrocomia aculeata) e de sua alta capacidade de dispersdo (Forattini et al.,
1979; Forattini et al., 1983; Bar & Wisnivesky-Colli, 2001). Além disso, paralelamente
as campanhas de controle contra os vetores de maior importancia epidemioldgica,
principalmente com relacdo as populagcdes de T. infestans, foi observada uma
tendéncia de T. sordida a invadir ambientes domiciliares anteriormente colonizados
por essa espécie (Dias, 1988; Diotaiuti et al., 1993). A competitiva exclusdo de T.
sordida por T. infestans, provavelmente causada pela maior capacidade de obtencdo
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de alimento pela ultima, pode ter atuado como um fator limitante a formacdo de
colonias de T. sordida em ambientes domiciliares (Noireau et al., 1996; Oscherov et al.,

2004).

Figura 1. Modelagem de nicho ecolégico projetada como distribuicdo potencial da espécie
T. sordida. Os quadrados indicam os pontos de ocorréncia da espécie T. sordida na América
do Sul. As dreas sombreadas em preto e cinza indicam a projecdo estimada de sua
ocorréncia. As areas em preto representam regides com alta probabilidade de ocorréncia da
espécie e as areas em cinza representam baixa probabilidade (com base em valores de
predi¢Ges da distribuicdo geografica que variam de 0 a 100). Adaptado de Gurgel-Gongalves
etal.,, 2011.

Andlises de eletroforese de isoenzimas de populacdes de T. sordida da Bolivia
realizadas por Noireau e colaboradores (1998) revelaram diferencas nas frequéncias
alélicas e na taxa de migracdo dos loci Mdh2 e Idh2 entre amostras de diferentes
localidades da regido do chaco. Esse estudo evidenciou a ocorréncia de duas provaveis
espécies cripticas em T. sordida na Bolivia, identificadas como grupo 1 e grupo 2. Tais

espécies apresentam diferentes distribuicGes geograficas e capacidade de dispersao



(Noireau et al., 1999a). T. sordida grupo 2 supostamente ocorre em areas silvestres e
peridomésticas, e sua distribuicao geografica parece ser restrita ao chaco boliviano. Ja
T. sordida grupo 1 apresenta distribuicdo mais ampla e maior capacidade de invadir
ambientes intradomiciliares (Noireau et al., 1999a). Para determinar se a estruturagao
e variabilidade das populagdes de T. sordida do Brasil eram similares as verificadas na
Bolivia, Monteiro e colaboradores (2009) analisaram perfis de isoenzimas em quatro
populacdes coletadas em Minas Gerais e observaram baixa variabilidade genética e
alta estruturagdo populacional. Esses resultados sdao similares ao nivel de diferenciagao
genética observado por Noireau e colaboradores (1999b) em populacdes de T. sordida
grupo 1 coletadas em Santa Cruz na Bolivia.

Alta variabilidade genética entre populacdes de T. sordida da Argentina e do
Brasil foi identificada por Panzera e colaboradores (1997) ao analisarem caracteristicas
cromossomicas e padrdes isoenzimaticos de T. sordida, T. guasayana e T. patagonica.
Diferencas alélicas entre as duas populacdes foram observadas em trés (Gpi, Pep-1 e
Pep-2) dos 19 loci analisados. Amostras de T. sordida da Argentina apresentaram
auséncia de heterocromatina autossémica durante o processo meidtico, o que nao foi
observado nas amostras do Brasil, que apresentaram heterocromatina em cerca de
30% do comprimento total dos cromossomos autossémicos. Diferencas no padrdo de
hidrocarbonetos cuticulares também foram observadas entre as populagdes de T.
sordida do Brasil e da Argentina. No estudo realizado por Calderén-Fernandez & Juarez
(2013) as populagdes de T. sordida coletadas em Rondondpolis no Brasil e Cérdoba na
Argentina apresentam diferencgas significantes em varios hidrocarbonetos, e algumas
dessas variagOes foram similares as verificadas entre T. sordida e T. garciabesi.

A variabilidade genética entre populacbes de T. sordida observada,
principalmente, através das analises citogenéticas e isoenzimaticas sugerem que essa
espécie tenha sofrido um processo recente de especiacao e que pode representar na
verdade um complexo de, pelo menos, duas espécies cripticas (Noireau et al., 1998).

Diversos estudos tém utilizado sequéncias de DNA mitocondrial (mtDNA) para
determinar o relacdo filogenética entre diferentes géneros e espécies de triatomineos
(Lyman et al., 1999; Monteiro et al., 2003; Garcia et al., 2003; Cortez et al., 2007).
Sequéncias parciais do gene cty b sdo comumente usadas em tais analises e tem sido

observado que esse gene apresenta altos niveis de polimorfismo intra e



interpopulacional, e maior nimero de sitios varidveis quando comparado a outros
genes mitocondriais, como COI e 16S, sugerindo que seja um marcador informativo
para determinacdo da estrutura populacional e para comparacbes entre espécies
proximas desse subfamilia (Pfeiler et al., 2006; Mas-Coma & Bargues, 2009; Blandén-
Naranjo et al., 2010; Monteiro et al., 2013). Por esta razdo, um estudo filogeografico
de diferentes populagdes de T. sordida do Brasil e da Argentina foi realizado através de
sequenciamento do DNA mitocondrial, utilizando, como marcador, um fragmento do
gene cyt b, a fim de determinar a variabilidade genética de T. sordida nas localidades

amostradas.
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2. Justificativa

Em 1859, Stal descreveu T. sordida como pertencente ao género Conorhinus
Laporte, 1833 (sindbnimo do género Triatoma). Posteriormente, Actis e colaboradores
(1964) identificaram duas distintas popula¢des dessa espécie ocorrendo na Argentina e
no Brasil através da andlise de eletroforese de proteinas da hemolinfa. Decadas
depois, T. sordida foi identificada como um complexo de espécies isomorficas através,
predominantemente, de estudos citogenéticos e isoenzimaticos (Panzera et al., 1997;
Jurberg et al., 1998; Noireau et al., 1998). Tais dados evidenciaram a alta diversidade
genética em T. sordida e ressaltaram a necessidade da realizagdo de mais estudos que
possam determinar o correto status taxondmico de determinadas populacées, seu
nivel de varia¢do genética e estruturagcao populacional.

Dados filogenéticos derivados do emprego de marcadores mitocondriais tém
contribuido para a deteccdo de espécies cripticas e para o esclarecimento sobre o
processo de especiacdo em triatomineos (Monteiro et al., 2003; 2004; Dorn et al.,
2009; Abad-Franch et al., 2013). Entretanto, atualmente, ndo ha na literatura estudos
populacionais de T. sordida baseados em sequenciamento de DNA mitocondrial.
Assim, o presente estudo fornecera informacdes relevantes acerca da variabilidade e
estruturacao populacional e da possibilidade de existéncia de espécies cripticas em
amostras de populacbes de T. sordida do Brasil e da Argentina.

Em virtude dos processos de desmatamento de suas areas de ocorréncia e do
progressivo controle dos principais vetores da doenca de Chagas, a importédncia de T.
sordida como vetor da doenca tém aumentado (Forattini et al., 1979; 1983; Oscherov
et al., 2004; Portillo-Quintero & Sanchez-Azofeifa, 2010). Os resultados que serdo
mostrados adiante poderdao auxiliar no planejamento e execugcdao de melhores
estratégias de controle desse vetor, visto que a utilizacdo de inseticidas residuais pode
ndao ser eficaz contra T. sordida autdctone em regides onde é sinantrdpica, por
apresentar focos extradomiciliares (peridoméstico e silvestre) que podem

ocasionalmente recolonizar areas previamente tratadas (Guhl et al., 2009).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Analisar a diversidade e a estruturacdao genética de populagbes de T. sordida
das ecorregides do cerrado, caatinga e chaco e inferir sua relagao filogenética com

espécies do subcomplexo Triatoma sordida.

3.2. Objetivos especificos

1. Determinar, a partir da andlise filogenética de um fragmento do gene mitocondrial

cyt b, se as populagdes de T. sordida amostradas formam um grupo monofilético.

2. Quantificar a variabilidade intraespecifica observada em T. sordida através da

determinacdo dos parametros de diversidade nucleotidica (mt) e haplotipica (Hd).

3. Determinar os niveis de estruturacao genética das populagdes estudadas através da

estimativa do indice de fixagcdo (Fst) e da analise molecular de variancia (AMOVA).
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4. Material e Método

4.1. Descrigao das amostras estudadas

Foram analisados espécimes de T. sordida coletados no ano de 2008 no
peridomicilio de nove localidades do Brasil e de uma localidade da Argentina (Tabela
2).

A identificacdo morfoldgica dos espécimes foi realizada com base em Lent &
Wygodzinsky (1979). Para a identificagdo molecular, as amostras analisadas foram
comparadas filogeneticamente com uma sequéncia de T. sordida coletada no Estado
de Minas Gerais, Brasil, depositada no banco de sequéncias do laboratdrio de
Epidemiologia e Sistematica Molecular, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz. Esta sequéncia
foi utilizada como referéncia para determinar se os espécimes identificados
morfologicamente como T. sordida e posteriormente sequenciados, pertenciam de
fato a espécie em questao.

Amostras coletadas em La Rioja na Argentina e identificadas morfologicamente
como T. garciabesi foram analisadas com o intuito de realizar inferéncias de
parentesco com T. sordida, ja que estas espécies sdo morfologicamente muito

similares e ocorrem em simpatria na regido central da Argentina.
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Tabela 2. Amostras analisadas de T. sordida e T. garciabesi.

Espécie Localidade/ Coordenadas Cdédigo da Geracio N° Ecorregido
P Estado/Pais geograficas localidade ¢ g
T. sordida Cuiaba, MT, Brasil 15,58°S; 56,10° O MTC F1 9 Cerrado
Poxoreu, MT, 15 g305.54.38° 0 MTP FI 9 Cerrado
Brasil
Rochedo, MS, 19 9605508770  MsR FI 9 Cerrado
Brasil
Lontra, MG, Brasil 15,90°S; 44,30° O MGL F1 9 Cerrado
Forrré?::i,l €0 15,56°S; 47,27° O GOO Parental 9 Cerrado
Florestas
F|rm|nopo!|s, GO, 16,66°S; 50,31° O GOl 1 9 do AIt<’)
Brasil Parana
Aparecida de F(ch;risltzs
Taboado, MS, 20,08° S; 51,08° O MSA F1 9 ,
. Parana
Brasil
5d0 Ragg;:d"' Pl 09,01° 5 42,66° 0 PIS Parental 9  Caatinga
'raq;f;;'l BA,  1226°5;41,60°0 BAI Parental 9  Caatinga
Corrientes, COR, ./ 1g° 5, 58,18° 0 ARC  Parental g  Chaco
Argentina Uumido
T. garciabesi La R|01a,. LR, 18,30°S; 12, 66° O GAR Parental 4 Chaco seco
Argentina
Total - 94

2 nimero de espécimes analisados; MT: Mato Grosso; MS: Mato Grosso do Sul; MG: Minas

Gerais; GO: Goias; PI: Piaui; BA: Bahia; COR: Corrientes; LR: La Rioja.
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Figura 2. Sitios amostrados da espécie T. sordida (pontos em vermelho) e T. garciabesi
(ponto em azul). Mapa adaptado do Google Earth (2014).
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4.2. Extracdao do DNA gend6mico, PCR e sequenciamento

O DNA foi extraido a partir de quatro pernas de individuos adultos utilizando o
kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega) seguindo as instru¢es para extragao
do material genético de tecido animal sugerido pelo fabricante.

A reagdao em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada para amplificagdo de um
fragmento de 510pb do gene cyt b utilizando os iniciadores senso CYT B7432F, 5’-
GGACG(AT)GG(AT)ATTTATTATGGATC (Monteiro et al., 2003) e antisenso CYT BR, 5'-
ATTACTCCTCCTAGCTTATTAGGAATTG (Lyman et al., 1999) em concentracgao final de 0,4
UM, tampao 1x, dNTP 0,25 mM, MgCl, 3 mM, 2,5 U de Tag DNA polimerase e 3 uL de
DNA em um volume final de 50 pL. As reag¢es foram submetidas, no termociclador
Mastercycler (Eppendorf), a 1 ciclo de 95°C por 1 minuto, seguida de 40 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 51°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos, e uma etapa final de 10

minutos de extensdo a 72°C.
A purificacdo dos produtos foi realizada utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega) seguindo as instrucdes para purificacdo de produto de
PCR.

As reacbes de sequenciamento foram realizadas para ambas as fitas de DNA,
utilizando 2 uL de DNA molde (5-20 ng), 0,37 puL de Tampao 5x (Applied Biosystems),
0,25 plL de BigDye (Applied Biosystems), 0,25 uL de cada iniciador (3,2 uM) e 2,13 ulL
de agua deionizada em volume final de 5uL. A ciclagem da rea¢do consistiu em 35
ciclos de 96°C por 15 segundos, 50°C por 10 segundos e 60°C por 4 minutos.

Os produtos da reacdo de sequenciamento foram purificados através da
precipitacdo com isopropanol e etanol, para remocdo dos di-deoxinucleotideos
excedentes. Os produtos purificados foram ressuspendidos em formamida Hi-Di™
(Applied Biosystems), desnaturados a 95°C por 5 minutos e sequenciados em
sequenciador automatico de 48 capilares ABI 3730 (Applied Biosystems), pertencente

a Plataforma Genomica PDTIS-FIOCRUZ.
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4.3. Edigao das sequéncias

As sequéncias senso e antisenso de cada amostra foram editadas utilizando o
programa SeqMan Lasergene versao 7 (DNAStar, Inc.) e as sequéncias consenso de
todos os espécimes analisados foram alinhadas no programa BioEdit Sequence
Alignment Editor 7.2 (Hall, 1999) usando o método de alinhamento multiplo ClustalW
(Thompson et al., 1994).

4.4. Filogenia e genealogia molecular

A identificacdo molecular e filogenia das popula¢des de T. sordida foram
realizadas a partir da analise das sequéncias do gene mitocondrial cyt b no programa
MEGA v 6.06 (Tamura et al., 2013). Sequéncias de T. garciabesi (La Rioja, Argentina), T.
guasayana (Santa Cruz, Bolivia) e T. matogrossensis (Camapud, Mato Grosso do Sul,
Brasil) foram adicionadas as andlises com o objetivo de demonstrar o relacionamento
entre as amostras estudadas e outras espécies filogeneticamente prdoximas a T.
sordida. Amostras de T. sordida grupo 1 e grupo 2 (Santa Cruz, Bolivia) também foram
adicionadas as analises a fim de verificar o relacionamento entre os espécimes deste
estudo e populagdes de T. sordida da Bolivia. Essas sequéncias foram obtidas no banco
de sequéncias do laboratério de Epidemiologia e Sistematica Molecular, Instituto
Oswaldo Cruz, Fiocruz, com excecdo das sequéncias de T. garciabesi que foram
geradas neste estudo. Uma sequéncia do gene cyt b de T. vitticeps, obtida do banco de
dados do GenBank (cddigo de acesso KF826896), foi utilizada como grupo externo.

A arvore filogenética foi construida seguindo o método de reconstrucao de
topologia de Neighbor-Joining (NJ; Saitou & Nei, 1987), escolhido por ser esse um
algoritmo capaz de gerar arvores de maneira rdpida e eficiente (Saitou & Nei, 1987;
Nei & Kumar, 2000). A matriz de distancia utilizada foi a de Kimura 2-parametros (K2-p;
Kimura, 1980), que atribui pesos distintos as taxas de transicdo e transversdo. A
confiabilidade da arvore filogenética construida foi testada com 1000 replicacdes de

bootstrap.
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O método de Maxima Verossimilhanca (ML; Felsenstein, 1973) também foi
utilizado por ser eficiente na reconstrucao de filogenias (Kuhner & Felsenstein, 1994;
Huelsenbeck, 1995). Esse método calcula a probabilidade, assumindo um dado modelo
evolutivo, de uma determinada topologia (e comprimento dos ramos) representar a
melhor estimativa da histdria evolutiva das sequéncias de DNA analisadas (i.e. A arvore
ML é aquela que tem a topoldgica de maior valor de verossimilhanga). O modelo
evolutivo usado foi o de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY; Hasegawa et al., 1985) que foi
escolhido utilizando o programa jModelTest 2.1.4 (Posada, 2008) com base no critério
de informacdo Bayesiano (BIC — Bayesian Information Criterion) (Schwarz, 1978). Esse
modelo atribui pesos distintos as taxas de transicdao e transversao e permite que as
bases nitrogenadas tenham frequéncias diferentes na sequéncia analisada. A
confiabilidade da arvore filogenética construida foi testada com 1000 replicacdes de
bootstrap.

A genealogia dos haplétipos foi representada por uma rede construida com o
programa Network v 4.6.1.2 (Fluxus Technology Ltd. 2004-2014) utilizando o algoritmo
de Median-Joining (Bandelt et al., 1999). Esse algoritmo permite a analise de dados
multiestado (como é o caso de sequéncias de DNA) e tem como premissa a auséncia
de recombinacdo e de que sitios ambiguos ndo sdo frequentes. A genealogia é
construida a partir da identificacdo de grupos de haplétipos correlacionados baseado
na distancia entre as sequéncias e no parametro epsilon (g), que é a medida
ponderada da distancia genética, formando uma rede com base no critério de
parcimoOnia (Bandelt et al., 1999). Ndo foram dados valores diferentes para as

transicOes e transversoes.

4.5. Genética de populagoes
As diversidades haplotipica (Hd) (Nei, 1987) e nucleotidica (i) (Nei & Li, 1979),

a analise molecular de variancia (AMOVA), os niveis de estruturagdo populacional (Fst)

(Weir & Cockerham, 1984), e os testes de neutralidade de Tajima (D) (Tajima, 1989) e
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Fu (Fs) (Fu, 1997) e de expansao populacional foram calculados para o estudo de

genética de populagdes, conforme explicitado nos tépicos subsequentes.

4.5.1. Analise de polimorfismo das populacoes

A variabilidade populacional de T. sordida foi estimada através do cdlculo das
diversidades haplotipicas (Hd) (Nei, 1987) e nucleotidicas (m) (Nei & Li, 1979) utilizando

o programa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005).

4.5.2. Andlise molecular de variancia

A estimativa da divergéncia genética entre as “subpopulacdes” (definidas neste
estudo como o conjunto de individuos coletados em uma mesma localidade) foi
realizada a partir da analise molecular de variancia (AMOVA) e da analise espacial
molecular de variancia (SAMOVA) utilizando-se o programa SAMOVA 1.0 (Dupanloup
et al., 2002). Cada conjunto de subpopulacdes que foram agrupadas a partir da andlise
de variancia foi denominado “popula¢ao”. Para a formac¢dao dos agrupamentos sao
utilizados os percentuais de divergéncia genética entre os individuos de diferentes
subpopulacdes e suas coordenadas geograficas. Para a escolha do melhor
agrupamento, foi considerado o pressuposto de que a variacdao genética entre
diferentes popula¢des deve ser maior que do que dentro de uma mesma populagcdo
em razao da ocorréncia de fluxo génico entre espécimes contidos nas subpopulagdes.
Foram testados diferentes agrupamentos (de 2 a 9 populacdes) e os indices de

variancia ®ge, Ot e Pt foram analisados. Esses indices estimam a divergéncia
genética entre os individuos contidos em uma subpopulagdo (®gc) entre as
subpopulagdes contidas em uma populagdo (Pgt) e entre as subpopulagdes contidas

em populagdes distintas (®ct).
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4.5.3. Niveis de estruturagao populacional (Fgt)

As populagdes agrupadas por SAMOVA foram comparadas a partir de

estimativas de estruturagdo populacional, utilizando os valores estatisticos de Fg;

obtidos nas comparacgGes par-a-par entre as sequéncias (Weir & Cockerham, 1984), no
programa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005). Por se tratar de uma andlise de
compara¢cdes multiplas, o nivel de significancia alfa (a= 0,05) foi corrigido pelo

procedimento de Bonferroni (Rice, 1989).

4.5.4. Testes de neutralidade

Os testes de neutralidade de Tajima e Fu foram calculados no programa
Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005) a fim de verificar se as populagdes evoluem de
acordo com a teoria neutra de evolugcdao molecular.

O teste D de Tajima se baseia na relacdo entre o nimero médio de diferencas

par a par (8;;) e o numero observado de sitios segregantes em relagdo ao tamanho da
amostra (). De acordo com a teoria neutra de evolu¢do molecular, a diferenca entre
0, e 65 deve ser igual a zero (Tajima, 1989). Caso a diferenca entre esses valores seja
significativamente positiva (6, > 6.), esse resultado pode indicar a ocorréncia de

selecdo balanceadora (na qual os gendtipos heterozigotos sdo favorecidos) ou selegao
diversificadora (na qual os gendtipos que contém os alelos menos frequentes sdo

favorecidos). Se a diferenga entre os parametros for significativamente negativa (6, <
), o resultado pode sugerir expansdo populacional ou diminuicdo de mutag¢des

levemente deletérias na populagdo, consequéncia de sele¢do purificadora.

O teste de neutralidade de Fu é calculado pela probabilidade de observar uma
amostra aleatdria neutra com um numero de alelos semelhantes ou menor do que o
valor observado, dado o numero de diferencas par-a-par (Fu, 1997). Esse teste foi

utilizado por ser mais sensivel na deteccao de expansao populacional subita.
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4.5.5. Expansao populacional

Foram realizadas analises de Mismatch distribution utilizando o programa
Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005) para verificar se as populagdes estudadas
sofreram expansdes demografica e geografica. Somente as populacbes que
apresentaram valores significantemente negativos em ambos os testes de
neutralidade foram utilizadas. Mismatch distribution é a distribuicdo do nimero de
diferencas entre pares de haplétipos observados. Essa distribuicdo é multimodal em
amostras obtidas de populagdes em equilibrio demografico e é unimodal em
populacdes que passaram recentemente por uma expansao demografica ou por uma
expansdo da area de distribuicdo geografica (Rogers & Harpending, 1992; Ray et al.,,
2003). Para testar a hipdtese de expansdo demografica, foram estimados trés
parametros: mutacional inicial (8g) e final (61), ou seja, antes e depois da expansao, e o
tempo estimado em geragGes desde a expansao (t). Para testar a hipdtese de expansao
geografica, os parametros estimados foram: mutacional (6=6,3=64), T e o valor absoluto
de migrantes (M). A significancia da distribuicdo mismatch foi calculada pela soma dos
quadrados dos desvios entre os valores observados e esperados e pelo indice de
irregularidade da distribuicdo observada (r). Foi utilizado o nivel de significancia de 5%

em 2.000 replicagdes de bootstrap.
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5. Resultados

5.1. Identificagao morfologica das amostras e edicao de sequéncias

Foram analisados um total de 94 espécimes identificados morfologicamente de
acordo com a chave proposta por Lent & Wygodzinsky (1979), 90 foram identificados
como pertencentes a espécie T. sordida e quatro a espécie T. garciabesi. A
discriminacdo morfoldgica entre T. sordida e T. garciabesi é realizada, principalmente,
através do tamanho da regido anteocular e dos articulos do rostro, tendo como
referéncia a distancia entre o bordo anterior dos olhos e os tubérculos anteniferos,
além do tamanho e ornamentacdo do pronoto e do escutelo (7. garciabesi possui
propor¢des menores destas estruturas em relagdo a T. sordida) (Figura 3).

Ao término da extracdo do DNA, amplificacdo do gene cyt b e sequenciamento,
foi possivel analisar 93 espécimes (Tabela 3). Apds a exclusdo dos iniciadores e edi¢ao
das sequéncias obtidas, foi gerado um alinhamento de 505pb. N3o foi possivel realizar
as andlises com o fragmento completo de 510pb, pois as porg¢des inicial 5’ e final 3’ dos
cromatogramas foram excluidas devido a baixa qualidade do sequenciamento nestas

regides (picos com ruido e sobrepostos).

Regido anteocular

Pronoto

Escutelo

Figura 3. Morfologia externa da cabeca e térax de T. sordida (A) e T. garciabesi (B). Vista
dorsal. As setas indicam as estruturas morfoldgicas externas utilizadas para a discriminacdo
entre as duas espécies.
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Tabela 3. Numero de amostras sequenciadas de T. sordida e T. garciabesi por localidade.

Localidade Nimero de
(Codigo) sequéncias

T. sordida MTC
MTP
GOO

GOl
MSA

MSR

PIS
MGL

BAI

ARC

T. garciabesi GAR

Total -

S OO O O OV LV OV v v

Yo
w

5.2. Filogenia de T. sordida

A topologia da arvore filogenética revelou que as sequéncias do gene cyt b das
amostras de T. sordida analisadas formam um clado monofilético que inclui a
sequéncia referéncia de T. sordida. Deste modo, foi possivel inferir que os espécimes
desse estudo pertencem a essa espécie (Figura 4). Entretanto, duas amostras coletadas
em Rochedo em Mato Grosso do Sul identificadas como MSR01 e MSR13
apresentaram alta divergéncia genética em comparagcdo as sequéncias dos demais
espécimes analisados, incluindo os coletados na mesma localidade (de 3,3 a 4,1%)
(Apéndice 1). Por essa razao, tais amostras foram retiradas das analises de genética de
populacoes.

Para verificar a relacdo filogenética entre os espécimes de T. sordida do
presente estudo e T. sordida dos grupos 1 e 2, T. garciabesi, T. guasayana
(subcomplexo Triatoma sordida) e T. matogrossensis (subcomplexo Triatoma
matogrossensis), arvores filogenéticas foram construidas através dos métodos de NJ e
ML utilizando os modelos evolutivos de Kimura 2-p e HKY, respectivamente (Figura 5).
Os dois métodos de reconstrucdo geraram arvores com topologias iguais (i.e. mesmo

relacionamento entre as espécies).
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Figura 4. Arvore filogenética de Neighbor-Joining construida a partir do fragmento de
505pb do gene cyt b, com base na matriz de distancia K2-p dos haplétipos encontrados em
cada localidade. A confianca dos agrupamentos foi testada por bootstrap e somente valores
acima de 70 sdo mostrados. Devido ao estreito grau de parentesco entre as subpopulacdes
ndo foi possivel inferir as relacbes evolutivas entre elas, entretanto, observa-se que as
amostras MSR01 e MSR13 sdo geneticamente divergentes. O retangulo vermelho mostra a
divergéncia genética média das duas amostras em relacdo as demais sequéncias do estudo. A
amostra identificada como T. sordida foi utilizada como sequéncia referéncia para T. sordida.
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Figura 5. Arvores filogenéticas de Neighbor-Joining (A) e Maxima verossimilhanga (B) construidas a
partir do fragmento de 505pb do gene cyt b, com base na matriz de distancia K2-p e HKY,
respectivamente, contendo as amostras analisadas e outras espécies relacionadas a T. sordida. A
confianca dos agrupamentos foi testada por bootstrap e somente valores acima de 70 sdo mostrados.
As arvores filogenéticas de NJ e ML apresentam topologias iguais. Observar-se que T. sordida do
estudo forma um clado monofilético distinto das demais espécies. A espécie T. vitticeps foi utilizada
como grupo externo.

25



5.3. Rede de haplétipos

Foi encontrado um total de 24 haplétipos do gene cyt b, entretanto, um
(referente as amostras MSR01 e MSR13) ndo foi considerado nesta analise por
apresentar uma alta divergéncia genética quando comparado aos outros haplétipos.
Sendo assim, para a construcdo da rede de haplétipos, foram utilizadas 87 amostras,
representado 23 haplétipos (Figura 6). Uma riqueza de haplétipos exclusivos de cada
localidade foi observada, com apenas trés (1, 3 e 20) compartilhados entre diferentes
localidades.

Observando a genealogia da rede haplotipica foi possivel verificar que pelo
menos um haplétipo de cada populacdo é originado do haplétipo 1 (Figura 7). Por
apresentar maior distribuicdo geografica (ocorrendo em Lontra, Formosa e Poxoréu) e
ter localizacdo interna na rede, esse haplétipo foi considerado como provavel
hapldétipo ancestral. O tipo de rede observada (“em forma de estrela”) é caracteristico

de populacdes que sofreram expansdo demografica e/ou geografica repentina.
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Figura 6. Grafico de pizza dos haplétipos presentes em cada
localidade amostrada. O hapldtipo 1 é compartilhado entre
Poxoréu, Formosa e Lontra, o 3 entre Ap. de Taboado e Corrientes
e o0 20 entre Formosa e Rochedo. Mapa retirado do Google Earth
2014,
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Figura 7. Rede genealdgica dos 23 haplétipos amostrados do fragmento do gene cyt b de T.
sordida. Quanto maior o tamanho dos ramos, maior o nimero de mutag¢des entre as sequéncias.
Cada no representa um haplétipo e o tamanho do nd é proporcional a quantidade de individuos
qgue compartilham aquele haplétipo. O losango vermelho representa haplétipos ndo amostrados
ou extintos. Cada subpopulagcdo foi representada por uma cor. Note que, pelo menos, um
hapldtipo de cada subpopulagdo é derivado de um hapldétipo central encontrado na populagdo de
Poxoréu/Formosa/Lontra.

28



5.4. Definigao das populagdes de T. sordida

A partir do teste de diferentes agrupamentos através do programa SAMOVA
(Dupanloup et al., 2002) as subpopulagdes de T. sordida foram agrupadas em sete
populacbes (® = 0,48; p< 0,05) definidas como: 1. Cuiabd; 2. Poxoréu, Formosa e
Lontra; 3. Firmindpolis; 4. Rochedo; 5. Sdo Raimundo; 6. Iraquara e 7. Aparecida de
Taboado e Corriente (Figura 8; Tabela 4). Os resultados obtidos para todos os

agrupamentos podem ser observados no Apéndice 1.

Tabela 4. Andlise espacial molecular de varidncia (SAMOVA) e a andlise molecular de
variancia (AMOVA) para o0 agrupamento de sete populagoes (Cuiaba;
Poxoréu/Formosa/Lontra; Firmindpolis; Rochedo; S3o Raimundo; Iraquara; Aparecida de
Taboado/Corriente.

Soma dos
Fonte de Grau de quadrados Componentes Porcentagem -
.~ . . . . Indice @
variagcao liberdade dos desvios de variagao de variagao
(SDS)

Entre populagdes 6 81,447 0,90155 Va 48,67 ®g =0,26*
Entre as
subpopulagdes 3 8,704 0,25104 Vb 13,55 ®gt =0,62*
dentro das
populagGes
Dentro das 77 53,895 0,69993 Vc 37,78 & =0,48*

subpopulagées

&,: divergéncia genética entre os individuos contidos em uma subpopulagdo; ®gt: entre as
subpopulagBes contidas em uma populagdo; ®: entre as subpopulagdes contidas em
populagdes distintas. * p<0,05
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Figura 8. Mapa contendo as sete populagbes de T. sordida definidas por SAMOVA. Cada
populagdo é circulada em distintas cores. Mapa adaptado do Google Earth, 2014.

5.5. Variabilidade das sequéncias do gene cyt b e analise da divergéncia
molecular

Apds a retirada das sequéncias do fragmento do gene cyt b referentes as
amostras MSR0O1 e MSR13, foram verificados 29 sitios polimdrficos dentre os 505pb do
fragmento analisado (Figura 9). Foi observado que 72% das substituicdes foram
transigdes na 32 base do cédon. Cinco substitui¢gdes nao sindbnimas ocorreram devido a

quatro polimorfismos na 12 base (adenina<>guanina) e um na 22 base do cédon
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(timina<>citocina). A composicdo total de nucleotideos das sequéncias de cyt b

analisadas foi de aproximadamente 27% T, 28% A, 30% Ce 13% G.

A comparagao par-a-par das 87 sequéncias de T. sordida revelou uma variagao

molecular intraespecifica de 0,2 a 1,6% (Apéndice 2) com divergéncia média entre as

populacdes variando de 0,5 a 1,3% (Tabela 5). As maiores divergéncias foram

encontradas entre as populagdes de Rochedo e Cuiaba e entre Rochedo e Ap. de

Taboado/Corriente (1,3%). Dentre todas as populacbes, a de Rochedo exibiu as

maiores divergéncias intra (0,9%) e interespecifica (cerca de 1%).

Tabela 5. Divergéncia molecular média entre as sequéncias das popula¢ées de T. sordida
comparadas par-a-par, utilizando o modelo de distancia K2-p.

Populagdes 1 2 3 4 5 6 7
1. Poxoréu (MT), Formosa (GO), Lontra (MG) 0,007
2. Cuiaba (MTC) 0,008 0,000
3. Rochedo (MSR) 0,012 0,013 0,009
4. Ap. de Taboado (MS), Corrientes (ARG) 0,007 0,007 0,013 0,004
5. Firmindpolis (GOI) 0,008 0,009 0,011 0,009 0,008
6. Sao Raimundo (PIS) 0,006 0,007 0,012 0,006 0,007 0,002
7. Iraquara (BAI) 0,006 0,006 0,011 0,005 0,007 0,005 0,000

Na diagonal e em vermelho, a divergéncia molecular média intrapopulacional.
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Figura 9. Sitios varidveis do fragmento do gene cyt b observados no alinhamento dos
haplétipos das subpopulacdes de T. sordida analisadas. Cada amostra representa um dos 23
haplétipos observados no conjunto de dados. Os numeros acima de cada nucleotideo
demonstram a posi¢do do sitio na sequéncia analisada e os pontos mostram que naquele sitio
as sequéncias possuem os mesmos nucleotideos que a sequéncia consenso (MTP449).

5.6. Diversidade genética das populagoes de T. sordida

A variabilidade genética das sete populacdes de T. sordida definidas por
SAMOVA foi verificada através do calculo de Hd e it de cada populacdo. Altos valores
de diversidade haplotipica foram  encontrados nas popula¢bes de
Poxoréu/Formosa/Lontra (0,80 + 0,06), Rochedo (0,79 + 0,11) e Firmindpolis (0,66 +
0,10) e baixa diversidade nucleotidica foi observada em todas as populacGes (Tabela
6). Por apresentarem um unico haplétipo, os valores da diversidade haplotipica e

nucleotidica das populagdes de Cuiabd e Iraquara foram nulos.
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Tabela 6. Diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (i) intrapopulacionais de T. sordida.

Populagoes N Hd (DP) 1t (DP) Haplétipos
MTP, GOO, MGL 26 0,80 (+0,06) 0,0048 (+0,0030) 1,5,6,7,11,12,15,16,20,22¢e23
MTC 9 0,00 (+0,00) 0,0000 (+0,0000) 4
MSR 7 0,79 (x0,11) 0,0077 (+0,0050) 13,14 e 20
MSA, ARG 18 0,46 (+0,12) 0,0020 (+0,0016) 2,3e9
GOl 9 0,66 (+0,10) 0,0052 (+0,0035) 8, 19,21
PIS 9 0,22(+0,16) 0,0004 (+0,0006) 17e18
BAI 9 0,00 (+0,00) 0,0000 (+0,0000) 10

Os numeros apresentados na coluna “Haplétipos” correspondem aos citados anteriormente na
Figura 5. MTP: Poxoréu, MT, BR; GOO: Formosa, GO, BR; MGL: Lontra, MG, BR; MTC: Cuiab3,
MT, BR; MSR: Rochedo, MS, BR; MSA: Ap. de Taboado, MS, BR; ARG: Corrientes, AR; GOI:
Firmindépolis, GO, BR; PIS: Sdo Raimundo, PI, BR; BAIl: Iraquara, BA, BR; N: nimero de
sequéncias analisadas em cada populagdo; DP: desvio padrao.

5.7. Estruturacao populacional de T. sordida

Para verificar a estruturagao populacional dos agrupamentos obtidos na analise

molecular de variancia foi calculado o valor de Fst com comparagdo par-a-par entre as

sequéncias das diferentes populagdes.
Apds a realizacdo do teste de Bonferroni, o nivel de significancia alfa foi

corrigido para 0,002. Todas as comparag¢des par-a-par apresentaram valores de Fgt

altos e significativos, o que indica grande diferenciacdo genética entre as populac¢des

(Hartl & Clark, 2010) (Tabela 7). Os valores de Fgt encontrados demonstram haver

baixo fluxo génico entre as populagdes, o que é evidenciado pelo pequeno nimero de

hapldtipos compartilhados entre elas.

33



Tabela 7. Valores de estruturagdo populacional (Fg¢) a partir de comparagdes par-a-par entre

as sequéncias das diferentes populagées.

Populagdes 1 2 3 4 5 6 7
1. Poxoréu (MT), Formosa (GO), Lontra (MG) 0,00
2. Cuiaba (MT) 0,52 0,00
3. Rochedo (MS) 0,46 0,73 0,00
4. Ap. de Taboado (MS), Corrientes (ARG) 0,42 0,82 0,68 0,00
5. Firmindpolis (GO) 0,22 0,68 0,34 0,58 0,00
6. S3o Raimundo (PI) 0,38 0,97 0,70 0,79 0,55 0,00
7. Iraquara (BA) 03 1,00 0,67 0,76 0,58 0,96 0,00

O indice de significancia alfa foi corrigido para 0,002 pelo procedimento de Bonferroni. Todos

os valores foram significativos (p<0,002).

5.8. Teste de neutralidade

Para determinar se alguma populacao de T. sordida estudada evoluiu de acordo

com a teoria neutra da evolucdo molecular, foi realizado o teste de neutralidade de

Tajima (D). A hipdtese nula foi rejeitada para a populagdo de Poxoréu/Formosa/Lontra

gue apresentou um valor negativo e significativo (D= -1,60; p<0,05), indicando que

esta populacdo sofreu subita expansao populacional ou uma diminui¢do na frequéncia

de mutagdOes levemente deletérias (Tabela 8).

O teste de neutralidade de Fu (Fg) foi utilizado para auxiliar na deteccdo de

expansdo populacional subita. Os valores de Fg também foram negativos (Fg = -3,77),

entretanto, o valor de p foi limitrofe (p= 0,02) (Tabela 8).
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Tabela 8. Testes de neutralidade de Tajima (D) e Fu (Fs).

Populagdes Tajima(D) p Fu (Fg) p
Poxoréu (MT), Formosa (GO), Lontra (MG) -1,60 0,04*  -3,77 0,02
Cuiab3 (MT) T 0,00 1,00 - -
Rochedo (MS) 1,89 0,99 2,85 0,92
Ap. de Taboado (MS), Correintes (ARG) -0,28 0,42 1,23 0,77
Firmindpolis (GO) 0,90 0,82 2,51 0,89
Sdo Raimundo (PI) -1,08 0,10 -0,26 0,15
Iraquara (BA) T 0,00 1,00 - -

Somente a provavel populacdo ancestral Poxoréu/Formosa/Lontra apresentou valores
significantemente negativos. Para os testes D e Fg os valores p<0,05 e p<0,02,

respectivamente, sdo considerados significativos em um intervalo de confianca de 95%. * Valor
significativo, T popula¢des ndo analisadas pelo teste F¢ por possuirem somente um haplétipo.

5.9. Mismatch distribution

Somente na populagdo Poxoréu/Formosa/Lontra foram testadas as hipdteses
de expansdo demografica e geografica, pois foi a Unica que apresentou valor negativo
e significativo no teste de neutralidade de Tajima (D) e valores muito negativos no

teste de Fu (Fg), apesar do valor-p ndo ter sido significativo. Nessa analise, a hipdtese

nula testada foi de expansdo repentina da populacdo Poxoréu/Formosa/Lontra no
bioma do cerrado.

O padrdao de mismatch distribution das frequéncias observadas e esperadas
para o numero de diferencas par-a-par foi multimodal (Figura 10), entretanto, as
frequéncias observadas nado diferiram significativamente dos valores esperados para os
modelos de expansao demografica e espacial. Os valores de p calculados pela soma do
guadrado dos desvios (SSD) e do limite irregular da distribuicdo (r) foram maiores que
os 5% do nivel de significancia para os dois testes de expansdo (Tabela 9). Altos valores
do indice r sdo comumente verificados em populagdes em equilibrio demografico e
valores mais baixos sdo tipicos de populacGes em expansdo (Harpending, 1994). Os

baixos valores do limite irregular da distribui¢do observada (rgpg) encontrados para as

duas hipéteses sdo indicativos de expansao populacional.
A inconsisténcia verificada entre o padrdo de distribuicdo da frequéncia

observada e esperada e o valo-p calculado pela SSD e pelo limite irregular pode estar
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relacionada ao pequeno tamanho amostral da populacdo Poxoréu/Formosa/Lontra
(N=26).
Os valores dos padrées mutacionais (8), das estimativas de expansdo (t) e o

valor absoluto de migrantes (M) podem ser observados na Tabela 9.

90 -~
80 A
70 4
60 -
2 mm Observadas
c 50 A
K
g 40 —fli—Esperadas para o modelo de
v 30 - expansao demografica
20 Esperadas para o modelo de
i S expansio geogréfica
10 -
0 .

0 1 2 3 4 5 6 7
Diferencgas par-a-par

Figura 10. Resultados das analises de Mismatch distribution. O eixo X representa o nimero de
diferengas encontradas entre as sequéncias da populacdo Poxoréu/Formosa/Lontra da espécie
T. sordida comparadas par-a-par. O eixo Y representa os valores de frequéncias observadas e
esperadas na populagdo.
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Tabela 9. Resultados dos indices (t, ® e M) para os testes das hipdteses de subitas expansoes
geografica e demografica.

Populagdo Poxoréu/Formosa/Lontra

Expansao geografica Expansao demografica
T 1,704 T 4,346
0 2,101 6o 0,000
M 2,857 01 3,977
SSD 0,021 SSD 0,018
P(SSDgjm2 SSDops) 0,382 P(SSDgjm2 SSDops) 0,500
indice r 0,051 indice r 0,051

Para os dois testes, as hipdteses nulas de expansdo ndo foram rejeitadas (p>0,05). SSD: soma
do quadrado dos desvios; Pggp: valor-p de SSD; P: valor-p do limite irregular; indice r: limite

irregular da distribuicdo observada.
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6. Discussao

6.1. Filogenia e o status taxonémico de T. sordida

A definicdo de espécie em triatomineos, assim como para outros organismos,
tende a diferir de acordo com os critérios utilizados para o agrupamento de individuos
ou espécimes (Mishler & Brandon, 1987). Em estudos filogenéticos, o conceito de
espécie que agrupa individuos baseado em padrdes de ancestralidade e descendéncia,
ou seja, onde uma espécie é representada por um agrupamento monofilético é o mais
adequado para a discriminacdo de diferentes espécies e, por esta razao, foi o conceito
adotado nesta dissertacdo (Donoghue, 1985; Mishler & Theriot, 2000).

A construcdo da arvore filogenética de Neighbour-Joining dos haplétipos do
gene mitocondrial cyt b gerados possibilitou determinar que as subpopulacbes de T.
sordida estudadas formam um grupo monofilético. As distancias genéticas verificadas
ndo ultrapassaram 2%, com excecdo de somente um hapldtipo (espécimes MSRO1 e
MSR13; maiores detalhes abaixo) (Apéndice 2). A partir da adicdo de sequéncias do
fragmento desse marcador de outras espécies relacionadas a T. sordida nas andlises
filogenéticas, foi possivel verificar que as amostras de T. sordida analisadas tem como
grupo irmao o agrupamento que inclui T. garciabesi e T. sordida grupos 1 e 2. T.
matogrossensis divergiu em média 10,5% dos espécimes analisados, sendo
filogeneticamente mais relacionada a esses do que T. guasayana, em que se verificou
divergéncia interespecifica média de 15,8% (Figura 5).

Diversos estudos tém utilizado marcadores moleculares para a distincao entre
as espécies da subfamilia Triatominae, entretanto, ainda ndo ha consenso sobre o nivel
ideal de divergéncia genética entre sequéncias que caracterize os taxa atualmente
aceitos. Hebert e colaboradores (2003), objetivando facilitar a identificacdo da
biodiversidade, propuseram a utilizacdo de um pequeno fragmento do genoma
mitocondrial para a identificacdo e discriminacdo de espécies, metodologia que veio a
ser denominada DNA barcoding. Um fragmento de 650pb do gene mitocondrial COI foi
escolhido como barcode, sendo proposto que valores de divergéncia entre sequéncias

acima de 2,7% indicariam a ocorréncia de espécies cripticas (Hebert et al., 2003;

38



2004a). Entretanto, é importante ressaltar que as divergéncias intra e interespecificas
sugeridas para a “delimitacdo” de espécies devem ser associadas a informagdes
adicionais, tais como dados morfolégicos, ecoldgicos e comportamentais, para que
alguma hipdtese taxonémica com base no DNA barcoding possa ser proposta (Hebert
et al., 2004b; Smith et al., 2005).

Em triatomineos, o marcador mitocondrial cyt b é frequentemente utilizado na
resolucdo de questdes taxonomicas e tem sido muito Util na deteccdo de distintas
espécies, sobretudo de espécies cripticas (Monteiro et al., 1999; 2000; Martinez et al.,
2006; Pavan & Monteiro, 2007). Para o género Triatoma, Monteiro e colaboradores
(2004), ao analisarem a variabilidade genética entre algumas espécies do complexo
Triatoma brasiliensis, sugeriram 8% como valor de divergéncia interespecifica para
esse marcador. Altos niveis de divergéncia também foram verificados por Rua e
colaboradores (2011) entre populagdes de T. sanguissuga (cerca de 5%). Entretanto, as
divergéncias do gene cyt b entre algumas espécies proximas do género Rhodnius
parecem ser menores que em Triatoma. Monteiro e colaboradores (2003) observaram
gue entre espécies cripticas de R. robustus (denominadas como R. robustus |, 11, Il e 1V)
os fragmentos da sequéncia desse marcador variam de 2% a 4,4%. Divergéncias
similares também foram verificadas entre R. robustus | e R. prolixus (3,3%) e entre R.
brethesi e R. stali (4%) (Monteiro et al., 2003; Pavan, 2009).

Apesar das diferengas no nivel de divergéncia genética desse marcador
mitocondrial que caracteriza o relacionamento entre espécies pertencentes a géneros
diferentes (Triatoma e Rhodnius), existe uma lacuna entre a variagdo intra e a
interespecifica. No género Triatoma, as divergéncias intraespecificas sao inferiores a
2% e em Rhodnius parecem ndo ultrapassar 1,5% (Monteiro et al., 2003; Waleckx et
al., 2011). A eficiéncia na identificacdo de espécies utilizando um determinado
marcador depende do nivel de separagdo entre as variagdes intra e interespecificas,
denominada “barcoding gap”. A existéncia desta lacuna permite determinar o limiar
ideal a ser utilizado para a discriminacdo entre espécies proximas (Meyer & Paulay,
2005).

Neste estudo, a variabilidade genética entre os espécimes de T. sordida
analisados foi consistente com a divergéncia intraespecifica observada para o

fragmento do gene cyt b em outras espécies de Triatoma, como 0,2% em T.
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phylossoma, 1,9% em T. recurva e cerca de 2% em T. infestans (Villalobos et al., 2011;
Pfeiler et al., 2006; Monteiro et al., 1999, respectivamente). Contudo, duas amostras
identificadas como MSRO1 e MSR13, coletadas na localidade de Rochedo, Mato Grosso
do Sul, divergiram de 3,3% a 4,1% das outras amostras analisadas, formando um clado
com alto valor de bootstrap (Figura 4). Por essa razdo foram consideradas como
espécimes representativos de uma possivel nova espécie ou subespécie ocorrendo em
simpatria com T. sordida no estado de Mato Grosso do Sul. Essa divergéncia genética
foi similar a divergéncia observada entre Triatoma brasiliensis brasiliensis e T. b.
macromelasoma (2,7%) (Monteiro et al., 2004). Esses dois “morfotipos” de T.
brasiliensis foram posteriormente revalidados como subespécies por Costa e
colaboradores (2013) baseados em analises morfoldgicas comparativas de todos os
membros do complexo Triatoma brasiliensis, além de informacdes ecolégicas,
bioldgicas e isoenzimaticas adicionais.

Deste modo, com provavel excecdo da populacio de Rochedo, nao foi
detectada a ocorréncia de espécie criptica nas localidades de T. sordida analisadas.
Esse resultado corrobora o observado por Monteiro e colaboradores (2009) em
populacdes do Estado de Minas Gerais, Brasil, utilizando marcadores aloenzimaticos.
Dos 28 loci analisados por esses autores, nenhum apresentou diferencas fixas entre
tais populagdes.

A distancia genética que separa as amostras de T. sordida deste estudo e T.
sordida grupos 1 e 2 (8%) foi similar a observada entre T. sordida e T. garciabesi (9%)
(Tabela 10) demonstrando que se tratam de espécies distintas. As andlises
filogenéticas indicaram a existéncia de um complexo especifico incipiente formando
dois grupos distintos que divergem entre si em 8,5%: (1) um representado por T.
sordida de areas secas do Brasil e chaco umido na Argentina e (2) outro formado por T.
sordida grupos 1 e 2 da provincia de Santa Cruz, na Bolivia e T. garciabesi de La Rioja

na Argentina, ambas provincias localizadas na ecorregido do chaco (Figura 11).
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Figura 11. Arvore filogenética observada na figura 5A demonstrando a formacdo de dois
grupos filogeneticamente distintos. E possivel verificar dois agrupamentos com distancias
genéticas similares a outros grupos de Triatoma. O agrupamento denominado Grupo A
representa as amostras de T. sordida deste estudo e o Grupo B inclui T. garciabesi e T. sordida

grupos le 2.

Tabela 10. Divergéncia molecular média entre as sequéncias de T. sordida e espécies
relacionadas, utilizando o modelo de distancia K2-p.

Espécies 1 2 3 4 5 6
1. T. sordida
2. T. sordida (MSRO1 e MSR13) 0,035
3. T. sordida grupo 1 0,084 0,082
4. T. sordida grupo 2 0,089 0,087 0,010
5. T. guasayana 0,166 0,150 0,134 0,140
6. T. garciabesi 0,093 0,092 0,042 0,047 0,146
7. T. matogrossensis 0,109 0,101 0,116 0,124 0,146 0,101

As amostras identificadas morfologicamente como T. sordida que divergiram mais que 3%
foram consideradas unidades taxonGmicas distintas (T. sordida grupos 1 e 2, T. sordida (MSR01
e MSR13) e T. sordida). A espécie identificada como T. sordida inclui todos os espécimes
analisados neste estudo, com exce¢do das amostras MSR0O1 e MSR13.
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O relacionamento filogenético verificado entre T. sordida e T. matogrossensis
foi consistente com o observado por Gardim e colaboradores (2014) ao analisarem o
mesmo fragmento do gene cyt b e outros genes mitocondriais (fragmentos dos genes
COIl e 16S) para inferir as relacdes filogenéticas entre espécies do subcomplexo
Triatoma brasiliensis e outras pertencentes a diferentes géneros da tribo Triatomini
(incluindo espécies do subcomplexo Triatoma sordida e Triatoma matogrossensis).
Esses autores observaram que T. sordida foi geneticamente muito préxima a T.
matogrossensis, formando um clado filogeneticamente relacionado a algumas espécies
do subcomplexo Triatoma matogrossensis, como T. vandae, T williami e T. guazu. A
proximidade genética entre T. sordida e T. matogrossensis foi primeiramente
demonstrada por Garcia e colaboradores (2001) através das analises dos genes
mitocondriais COl, 16S e 12S. Posteriormente, Sainz e colaboradores (2004)
verificaram a formacdo de um agrupamento entre T. sordida, T. garciabesi e T.
matogrossensis fortemente suportado nas andlises filogenéticas utilizando os genes
12S e 16S.

T. sordida e T. matogrossensis sdo facilmente distinguidas morfologicamente,
com marcadas diferencas no tamanho, estrutura da cabeca e do escutelo e na
coloracdo (Figura 12). T. matogrossensis tem distribuicdo restrita a regido centro-oeste
do Brasil, ocorrendo em simpatria com populacoes de T. sordida nos Estados de Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul. Atualmente, poucas informacbes sobre sua ecologia
estdo disponiveis na literatura. Segundo Carcavallo e colaboradores (2000), esta
espécie é provavelmente associada a ninhos de passaros e esconderijos de mamiferos.
Foi encontrada invadindo areas peridomiciliares, o que pode indicar uma possivel

tendéncia desta espécie para a domiciliacdo (Noireau et al., 2002).
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Figura 12. Visao dorsal das espécies Triatoma sordida (A) e Triatoma matogrossensis (B). a:
estrutura da cabeca, visdo dorsal (a.1) e lateral (a.2) de T. sordida; b: estrutura da cabeca, visdo
dorsal (b.1) e lateral (b.2) de T. matogrossensis. Essas espécies apresentam distintos tamanhos e
padrées de coloragdo, com T. sordida medindo 14-20 mm e de coloragdo clara e T. matogrossensis
medindo de 24-30 mm e geralmente marrom escuro. Na figura 12.a e 12.b é possivel visualizar a
diferenca da estrutura da cabeca entre as espécies. T. sordida possui a regido ante-ocular 3 vezes
mais longa que a pds-ocular, ja em T. matogrossensis essa regido é 5 vezes maior. As imagens A e B
ndo estdo na mesma escala. As imagens A e B foram obtidas do Laboratdrio Nacional e Internacional
de Referéncia em Taxonomia de Triatomineos. Imagens a e b foram adaptadas de Lent &
Wygodzinsky, 1979.

Dentre as espécies analisadas, T. guasayana foi a mais basal, divergindo em
média 14,7% de T. sordida (incluindo as populacdo de T. sordida deste estudo e T.
sordida grupos 1 e 2) e T. garciabesi (Tabela 10). Tais resultados corroboram o
observado por Garcia e colaboradores (2001) e Almeida e colaboradores (2009),
utilizando outros marcadores mitocondriais, como os genes 12S, 16S e COI. Esses
autores verificaram que T. guasayana é mais proxima a T. circummaculata, T.
rubrovaria e T. carcavalloi que a T. sordida.

Os resultados observados neste estudo evidenciam que o subcomplexo

Triatoma sordida atualmente proposto por Schofield & Galvdo (2009) n3do representa
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um agrupamento monofilético ja que T. matogrossensis foi filogeneticamente mais
relacionada a algumas espécies desse subcomplexo (T. sordida e T. garciabesi) do que
T. guasayana. Em 2002, Hypsa e colaboradores, baseados nas analises das relacdes
filogenéticas entre 57 espécies pertencentes as tribos Rhodniini, Linshcosteini e
Triatomini propuseram que T. sordida e T. garciabesi fossem agrupadas a espécies
previamente classificadas por Carcavallo e colaboradores (2000) como pertencentes
aos complexos Triatoma macula e matogrossensis, formando um complexo
denominado T. sordida. Ja T. guasayana e T. patagonica foram agrupadas as espécies
T. circummaculata, T. klugi e T. rubrovaria, formando o complexo denominado T.
circummaculata.

As similaridades fenotipicas (e ndo genotipicas) entre T. sordida e as outras
espécies do subcomplexo podem refletir uma convergéncia morfoldgica em razao de
adaptacOes a pressdes ecoldgicas mais do que uma ancestralidade comum entre essas
espécies (Dujardin et al., 1999). Em triatomineos, a ideia de que espécies proximas, do
ponto de vista fenotipico, possam ser consequéncia de convergéncia morfoldgica
parece ser o caso de espécies pertencentes ao género Panstrongylus. Essas espécies
sdao distinguidas de outros géneros, principalmente, através da distancia entre a
insercdo dos tubérculos anteniferos e os olhos, caracteristica esta considerada uma
sinapomorfia do grupo. Patterson e colaboradores (2009) afirmaram que as variagdes
no tamanho dos olhos observadas entre esses insetos podem estar relacionadas a
adaptacdo aos seus diferentes habitat. Segundo esses autores, tais variacOes
influenciam na distancia da insercao das antenas, o que pode indicar, juntamente com
a provavel ndo-monofilia do género (Hypsa et al., 2002; Marcilla et al., 2002; Justi et
al., 2014), que essa caracteristica diagndstica seja resultante de convergéncia
adaptativa, ou seja, que represente, na verdade, um caracter homopldsico que teria
surgido independentemente em diferentes linhagens.

De modo semelhante, uma possivel explicacdo para a proximidade genética
verificada entre T. sordida e T. matogrossensis seria a ocorréncia de divergéncia
morfoldgica ocasionada por adaptacGes a diferentes tipos de habitat ecoldgicos ou
diferentes hospedeiros. Esse pode ser o caso de T. infestans, T. platensis e T. delpontei.
As duas ultimas espécies sao morfolégica e ecologicamente mais similares, entretanto,

as diferencas citogenéticas e moleculares sdo mais altas entre elas do que entre T.
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infestans e T. platensis. Isso indica que fatores ecoldgicos sdo importantes na
diferenciacdo morfoldgica entre T. platensis e T. infestans (Usinger et al., 1966;
Panzera et al., 1995; Pereira et al., 1996; Bargues et al., 2006).

Em populagbes de T. sordida da Bolivia, Noireau e colaboradores (1998)
identificaram, através da andlise de isoenzimas, que dois loci (Mdh2 e Idh2) ndo
apresentaram nenhum alelo em comum entre espécimes silvestres de T. sordida de
duas localidades da regido do chaco boliviano, representando, deste modo, loci
diagnodsticos entre eles. Esse resultado, associado a distribuicdo simpatrica desses
espécimes, demonstrou isolamento reprodutivo e, consequentemente, a ocorréncia
de duas espécies distintas, segundo o conceito bioldgico de espécie, que foram
denominadas T. sordida grupo 1 e grupo 2. Contudo, neste estudo, o status
taxondmico desses grupos ndo pdde ser confirmado, ja que a variabilidade genética
entre os grupos 1 e 2 foi similar a variacdo intraespecifica observada entre os
espécimes de T. sordida analisados (Tabela 10). Uma possivel explicacdo é de que
tenha ocorrido introgressao de DNA mitocondrial decorrente de um evento de
hibridacdo entre as duas espécies. Evidéncias de introgressdao tém sido verificada em
triatomineos, como entre R. robustus e R. prolixus (Fitzpatrick et al., 2008) e entre T. b.
brasiliensis e T. b. macromelasoma (Monteiro et al., 2004), e também em outros
insetos hematdéfagos, como, por exemplo, em dipteros dos géneros Lutzomyia (entre L.
townsendi e L. youngi) e Anopheles (A. sinensis e A. kleini) (Testa et al., 2002;
Choochote et al., 2014). Outra possivel explicacdo é a ocorréncia de separacdo recente
entre as espécies.

Em T. sordida, verificamos que a divergéncia intraespecifica do fragmento do
gene cyt b ndo ultrapassa 2% e que os valores interespecificos sdao comumente
maiores que 3%. Os espécimes analisados neste estudo foram obtidos a partir de 10
diferentes localidades abrangendo uma considerdvel extensao geografica que inclui as
regioes nordeste, sul e centro-oeste do Brasil e a regido nordeste da Argentina, o que
provavelmente possibilitou estimar a variabilidade genética intraespecifica de T.
sordida.

Os resultados aqui apresentados indicam a necessidade de uma reavaliacdo da
classificacdo das populacdes que compdem essa espécie, ja que, como observado nas

analises filogenéticas, tanto T. sordida grupo 1 quanto grupo 2 sdo geneticamente
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distintas de T. sordida do Brasil e de parte da Argentina, apresentando valores de
distancia genética consistentes com o nivel de divergéncia observado entre espécies
distintas de Triatoma. Isso sugere que T. sordida representa, na verdade, um grupo de,
pelo menos, trés espécies cripticas, com uma espécie ocorrendo no cerrado, caatinga e
chaco Umido (e talvez outra ocorrendo em simpatria com essa no estado de Mato
Grosso do Sul) e duas distribuidas no chaco seco boliviano. Foi possivel determinar
também a precisa distribuicdo geografica de T. sordida nas dreas amostradas, ja que as
subpopulag¢des analisadas formam um grupo monofilético.

Assim, para uma correta identificacdo e discriminacdo de T. sordida é
fundamental que outros estudos moleculares utilizando marcadores nucleares de um
grande numero de espécimes abrangendo toda a sua drea de distribuicdo geografica
sejam realizados. Posteriormente, analises complementares, como estudos
morfométricos (Dujardin, 2008), poderdo ser utilizados para a determinacdo de
caracteristicas diagndsticas das diferentes linhagens ou grupos, auxiliando na

identificacdao dos taxa que compdem o complexo T. sordida.

6.2. Variabilidade populacional

A partir das andlises de AMOVA e SAMOVA concluiu-se que as 10
subpopula¢des amostradas poderiam ser agrupadas em sete populacées de T. sordida.

Essas populagdes apresentaram altos valores de Fgt indicando baixo fluxo génico entre

T. sordida de diferentes localidades. A estruturacdo genética das populagdes de T.
sordida verificada pode auxiliar na determinagao da extensao da area geografica
necessaria para realizagdo de um controle eficiente desse vetor nas areas estudadas.
As sequéncias de cyt b das populacdes de T. sordida apresentaram baixa
diversidade nucleotidica (it entre 0,0000 e 0,0077), entretanto, foram encontrados 23
haplétipos, dos quais somente trés foram compartilhados entre distintas localidades,
sendo um comum as localidades de Poxoréu, Formosa e Lontra, outro a Ap. de
Taboado e Corrientes e um compartilhado entre Rochedo e Formosa. Esses resultados

evidenciam a presenca de muitos hapldtipos raros com poucos sitios polimérficos.
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O perfil haplotipico das populacdes de T. sordida estudadas pode indicar a
ocorréncia de expansdao populacional subita e recente ou a acdo de selegdo
purificadora que proporcionaria uma diminuicdo do niumero de mutacdes levemente
deletérias. A partir dos testes de neutralidade e das analises de mismatch distribution
foi possivel determinar que a populacdo de Poxoréu/Formosa/Lontra sofreu expansdes
demografica e geografica recentes e subitas. A rede genealdgica corrobora esses
resultados por apresentar distribuicdo dos hapldtipo em forma de “estrela”, com o
provavel hapldtipo ancestral ocorrendo somente na populagao
Poxoréu/Formosa/Lontra e dando origem a, pelo menos, um hapldtipo de cada
populagao.

A populagao de T. sordida proveniente de Rochedo no Estado de Mato Grosso
do Sul apresentou valores altos de divergéncia genética par-a-par interespecifica em
comparac¢do as outras populacées do estudo (Tabela 5). Nesta populagdo também
foram encontrados dois espécimes que divergiram em média 3,6% das outras
amostras analisadas formando um clado com alto valor de bootstrap nas andlises
filogenéticas (Figura 4). Esses resultados podem indicar a ocorréncia de um processo
recente de especiacdo nessa populagdo. Contudo, somente nove espécimes desta
localidade foram analisados e, por esta razdo, outros estudos moleculares utilizando
um maior numero amostral sdao necessarios para auxiliar no esclarecimento desta
guestao.

A partir do alinhamento do fragmento de 505pb do gene cyt b dos 87
espécimes analisados, verificou-se que a porcentagem de sitios polimdrficos das
populacdes de T. sordida é de aproximadamente 6% (29 sitios segregantes). Esse
resultado foi similar ao observado em outras espécies de Triatoma, como em
populacdes silvestres de T. infestans da Bolivia (9%) e em populacdes silvestres e
peridomésticas de T. dimidiata (10,17%) (Blandén-Naranjo et al., 2010; Waleckx et al.,
2011). Baixa composi¢cao de conteudo AT (55%) foi verificada nas sequéncias
analisadas, o que divergiu do observado no gene cyt b de outros triatomineos (em
torno de 64%) e do esperado para genes mitocondriais em insetos (Beard et al., 1993;
Dotson & Beard, 2001; Martinez et al., 2006). Curiosamente, as sequéncias analisadas
de T. matogrossensis e T. garciabesi também apresentaram baixa porcentagem desses

nucleotideos (59,8 e 58,2%, respectivamente), enquanto que a sequéncia de T.
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guasayana apresentou riqueza de A e T similar a verificada em outros triatomineos

(61,8%).

6.3. Origem e dispersao de T. sordida

A distribuicdo geografica de T. sordida abrange grande parte das florestas e
formacgdes tropicais de clima sazonal seco com vegetacdo aberta que inclui as
provincias biogeograficas do cerrado, caatinga e chaco (Carvalho & Almeida, 2011).
Neste estudo, dentre todas as subpopula¢des analisadas, cinco foram coletadas no
cerrado, duas na caatinga e uma no chaco, totalizando 72 espécimes coletados nessas
ecorregides. Entretanto, duas subpopulacdes dos Estados de Goias e Mato Grosso do
Sul foram coletadas em dareas de Florestas do Alto Parana. Essa floresta faz parte do
complexo de ecorregides terrestres do bioma Mata Atlantica e estende-se do oeste do
Brasil até leste do Paraguai, abrangendo também a provincia de Misiones, na
Argentina (Di Bitetti et al., 2003). O crescente processo de fragmentacdo e
degradacdo da Mata Atlantica do Alto Parana, causada principalmente pela expansao
da agricultura, pode ter favorecido a dispersdao de T. sordida para essa regidao por
propiciar o aumento do numero de ecétopos ideais para essa espécie, como arvores
secas ou mortas (Di Bitetti et al., 2003; Diotaiuti et al., 1993).

Forattini e colaboradores (1971; 1980), baseados na distribuicdo geografica de
T. sordida e na ocorréncia desse inseto em dreas de feicdes paisagisticas que
correspondem, predominantemente, as encontradas no dominio do cerrado,
propuseram que o centro de endemismo de T. sordida estaria situado em dareas de
formacOes abertas desta ecorregido. Segundo esses autores, a formacdo de novos
espacos abertos, caracterizados por apresentar clima seco e temperaturas elevadas,
teria estimulado a dispersao de T. sordida. O processo de destruicao das areas de
ocorréncias desta espécie, causada pela intensificacdo das atividades humanas, foi
também associada como fator dispersivo, ja que, quando seu habitat natural é
descaracterizado e suas ofertas alimentares sdo reduzidas, T. sordida pode invadir
areas domiciliares quando essas oferecem condicdes apropriadas a sua sobrevivéncia
(Diotaiuti et al., 1993; Forattini et al., 1979) (Figura 13).
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Figura 13. Mapa mostrando o possivel centro de endemismo de T. sordida e sua dispersao.
As linhas indicam os limites das potenciais dreas de domiciliagdo desse vetor no Brasil.
Adaptado de Forattini et al., 1980.

Entretanto, Carcavallo e colaboradores (2000) propuseram que T. sordida tenha
se originado na regido do chaco, caracterizada por floresta subtropical seca que ocupa
o leste da Bolivia, o centro-oeste do Paraguai e norte da Argentina. Esta hipétese foi
proposta com base em dois argumentos: (1) na provavel ocorréncia de espécie criptica
no chaco boliviano, com T. sordida grupo 2 apresentando restrita distribuicao
geografica (chaco) e alta variabilidade genética em comparacdo as populacées de T.
sordida grupo 1 da Bolivia e popula¢des do Brasil (Noireau et al., 1998; 1999; 1999a;
Monteiro et al., 2009); (2) por ser uma regido onde as quatro espécies pertencentes ao
subcomplexo Triatoma sordida (T. sordida, T. garciabesi, T. guasayana e T. patagonica)

sdo simpatricas.
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A provavel expansdo populacional subita verificada na populacdo de
Poxoréu/Formosa/Lontra suporta a hipdtese sugerida por Forattini e colaboradores
(1980) de origem e dispersdo de T. sordida na ecorregido do cerrado. Os resultados
obtidos neste estudo sugerem que as populag¢des de T. sordida tenham se originado na
regido centro-oeste do Brasil abrangendo os Estados de Mato Grosso do Sul, Goias e
Minas Gerais, que apresentam, predominantemente, vegetacao de formacgao tipica do
cerrado. A subsequente dispersdo desta espécie para o nordeste brasileiro e para a
regiao sul da América do Sul pode ter sido decorrente de transporte passivo através de
seus hospedeiros. O fato de ninfas de primeiro estddio de T. sordida terem sido
encontradas em ninhos de Passer domesticus (pardais) de dreas domiciliares no Brasil
e em ninhos de pdssaros silvestres, como por exemplo, Anumbius annumbi (cochicho)
e Pseudoseisura lophotes (coperete), pode indicar uma possivel migracdo passiva dessa
espécie através de ninfas entre penas de passaros, desde que o hospedeiro tenha
habitos migratdérios que possam explicar a sua atual distribuicdo (Forattini et al., 1971;
Lent & Wygodzinsky, 1979). Outra possibilidade é o transporte ativo através do voo,
visto que T. sordida é capaz de voar longas distancias e apresenta maior capacidade de
dispersao em comparagdo a T. infestans (Schofield et al., 1991; McEwen & Lehane,
1993). Além disso, Noireau & Dujardin (2001) verificaram que populagdes silvestres de
T. sordida apresentaram capacidade de dispersao através do voo sob condi¢Bes de
clima seco e quente, o que pode indicar que esse tenha sido um dos principais meios
de dispersdo dessa espécie, ja que T. sordida ocorre, principalmente, em regides
aridas.

Deste modo, a progressiva dispersdo de T. sordida associada a sua capacidade
de adaptar-se a uma variedade de ecdtopos, tanto naturais quanto artificiais, e de
alimentar-se de diferentes tipos de hospedeiros podem ter contribuido para a atual
distribuicao desta espécie na América do Sul, com predominante ocorréncia no Brasil

(Barretto, 1967; Diotaiuti et al., 1993; Gurgel-Gongalves et al., 2011).
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7. Conclusoes

> As amostras de T. sordida analisadas formaram um grupo monofilético, com
divergéncias genéticas menores que 2%, indicando que as populagdes de T. sordida do
Brasil e de parte da Argentina sdo coespecificas. Contudo, na localidade de Rochedo
em Mato Grosso do Sul, duas amostras (identificadas como MSRO1 e MSR13)
divergiram em média 3,6% dos outros espécimes analisados, o que pode indicar a

ocorréncia de um processo recente de especia¢do nesta localidade.

> Segundo os dados observados neste estudo, T. sordida representa um grupo
de, no minimo, trés espécies cripticas. Dessas espécies, uma ocorre no cerrado,
caatinga e chaco Umido e outras duas estdo distribuidas no chaco seco boliviano (T.

sordida grupos 1 e 2).

> A estrutura populacional estimada por Fgt foi alta, demonstrando a ocorréncia

de baixo fluxo génico entre as populacées de T. sordida analisadas.

> A presenca de muitos haplétipos raros com poucos sitios polimérficos, o valor
negativo e significativo verificado no teste de neutralidade de Tajima, o valor negativo
obtido no teste de Fu e a obtencdo de uma genealogia em forma de estrela, indicam
que a populacdo de Poxoréu/Formosa/Lontra sofreu uma recente e subita expansdo
populacional. Deste modo, é possivel que as populacdes de T. sordida tenham se
originado na regido centro-sul do Brasil e se expandido ou dispersado através de
transporte passivo (através de seus hospedeiros) ou transporte ativo (através do voo).
A ampla distribuicdo de T. sordida pode estar associada a capacidade dessa espécie de

se adaptar a diferentes ecotopos e fontes de alimento.
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9. Apéndice

Apéndice 1. Teste de agrupamento das populag¢ées utilizando a analise espacial molecular de
variancia (SAMOVA) e a andlise molecular de variancia (AMOVA).

Soma dos
Fonte de Grau de quadrados Componentes | Porcentagem c oL
.~ . . .~ .o~ Indice® | valor-p
variagao liberdade | dos desvios de variagao de variagao
(SDS)

2 Grupos: [(MTP, MSR, MSA, GOO, GO|, PIS, BAI, MGL, ARC)x MTC]
Entre 1 17,995 0,53766 Va 24,46 ®5c=0,57 | 0,00
populacdes
Entre as
subpopulagdes | g 72,156 0,96067 Vb 43,70 ®5=0,68 | 0,00
dentro das
populacdes
Dentro das 77 53,895 0,69993 Vic 31,84 ®=024 | 0,11
subpopulagdes
3 Grupos: [(MSA, ARC)x(MTP,MTC, GOO, GOlI, PIS, BAl, MGL)x(MSR)]
Entre 2 38,936 0,66225 Va 31,42 ®sc=0,51 | 0,00
populacdes
Entre as
subpopulagGes 7 51,216 0,74548 Vb 35,37 ®=0,66 | 0,00
dentro das
populacdes
Dentro das 77 53,895 0,69993 Vic 33,21 ®c=0,31 | 0,0019
subpopulacdes
4 Grupos: [(MSA, ARC)X (MTC, GOO, GOI, BAI, MGL)x(MSR)x(MTP, PIS)]
Entre 3 53,769 0,64328 Va 33,02 ®5c=0,46 | 0,00
populagdes
Entre as
subpopulacges 6 36,383 0,60515 Vb 31,06 ®=0,64 | 0,00
dentro das
populagdes
Dentro das 77 53,895 0,69993 Vic 35,92 ®c=0,33 | 0,0019
subpopulagdes
5 Grupos: [(MSA, ARC)x (MTP, GOO, GOI, BAI, MGL)x(PIS)x(MTC)x(MSR)]
Entre 4 66,885 0,83351 Va 42,08 ®5c=0,38 | 0,00
populagdes
Entre as
subpopulacbes 5 23,266 0,44740 Vb 22,59 ®=0,64 | 0,00
dentro das
populagdes
Dentro das 77 53,895 0,69993 Vic 35,34 ®=0,42 | 0,00

subpopulagdes
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(SDS)

6 Grupos: [(MSA, ARC)x(MSR)x(PIS)x(MTC)x(GOO, GOI, BAI, MGL)x(MTP)]
Entre 5 73,978 0,82238 Va 43,24 ®sc=0,35 | 0,00
populagdes
Entre as
subpopulaces 4 16,173 0,37963 Vb 19,96 ®g=0,63 0,00
dentro das
populacoes
Dentro das 77 53,895 0,69993 Vc 36,80 ®1=0,43 0,00
subpopulagdes
7 Grupos: [(MSA, ARC)x(BAI)x(MSR)x(MTC)x(MTP, GOO, MGL)x(PIS)x(GOI)]
Entre 6 81,447 0,90155 Va 48,67 ®g =0,26 0,00
populacoes
Entre as
subpopulagGes 3 8,704 0,25104 Vb 13,55 ®5=0,62 0,00
dentro das
populacoes
Dentro das 77 53,895 0,69993 Vc 37,78 ®=0,48 | 0,00098
subpopulacdes
8 Grupos: [(MSA, ARG )x(PIS)x(GOO, MGL)x(MTC)x(MSR)x(BAI)x(MTP)x(GOI)]
Entre 7 87,230 1,03083 Va 56,71 ®g. =0,11 0,00
populacoes
Entre as
subpopulagGes 2 2,921 0,08705 Vb 4,79 ®5=0,61 0,00
dentro das
populagdes
Dentro das | 77 53,895 0,69993 Vc 38,50 ®c=0,56 | 0,00196
subpopulagdes
9 Grupos: [(GOO, MGL)x(MSA)x(MTP)x(BAI)x(MSR)x(GOI)x(MTC)x(PIS)x(ARG)]
Entre 8 89,286 1,07477 Va 59,90 ®5c=0,02 | 0,00
populagdes
Entre as
Z‘;:i’fop;igoes 1 0,865 0,01951 Vb 1,09 ®4=0,60 0,0371
populagdes
Dentro das 77 53,895 0,69993 Vc 39,01 ®¢=0,59 0,0117

subpopulagdes

Simulacgdo realizada por SAMOVA (com dois a nove grupos). Apds as andlises verificou-se que
as subpopula¢des estavam agrupadas em sete populagées (PCT = 0.48; P = 0.00098). MTP:
Poxoréu, MT, BR; GOO: Formosa, GO, BR; MGL: Lontra, MG, BR; MTC: Cuiaba, MT, BR; MSR:
Rochedo, MS, BR; MSA: Ap. de Taboado, MS, BR; ARG: Corrientes, AR; GOI: Firmindpolis, GO,
BR; PIS: Sao Raimundo, PI, BR; BAI: Iraquara, BA, BR.
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Apéndice 2. Divergéncia molecular (%) entre os haplétipos encontrados em cada localidade comparados par-a-par, utilizando o modelo de distancia K2-p.

Haplétipos | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
1.MTP402

2.MTP404 1,0

3.MTP408 1,0 0,4

4.MTP449 02 08 08

5.MTC463 06 1,2 12 04

6.MSRO1 35 4,1 3,7 33 3,7

7.MSR10 1,4 20 20 12 1,6 3,7

8.MSR15 1,2 1,8 1,8 10 1,4 3,5 02

9.MSR18 08 1,4 14 06 10 31 1,4 1.2

10.mMsAs54 | 0,6 12 1,2 04 08 37 16 1,4 1,0

11.msas73 | o6 12 1,2 04 08 37 16 1,4 10 08

12.MsA558 | 0,4 1,0 10 02 06 35 14 12 08 02 06

13.6oo11 | 08 14 14 06 10 31 14 12 00 10 1,0 08

14.60007 | 02 08 08 00 04 33 12 10 06 04 04 02 0,6

15.GOI09 04 10 10 02 06 31 14 12 08 06 06 04 08 0.2

16.GOI16 08 10 10 06 10 31 14 12 04 10 10 08 04 0,6 08

17.GOI13 1,0 16 16 08 12 33 16 14 02 12 12 10 02 08 10 06

18.PIS69 o6 04 04 04 08 37 16 14 10 08 08 06 10 04 06 06 12

19.PIS79 04 06 06 02 06 35 14 12 08 06 06 04 08 02 04 04 10 0,2

20.BAIO1 04 10 10 02 06 35 14 12 08 06 06 04 08 02 04 08 10 06 04

21.mGL14 | o4 10 10 02 06 35 14 12 08 06 06 04 08 02 04 08 10 06 04 04

22.MGL11F | 04 10 10 02 O6 35 14 12 08 06 06 04 08 02 04 08 10 06 04 04 04

23.mGL1am| o8 14 14 o6 10 35 10 08 O08 10 10 O8 08 06 08 08 10 10 08 08 0,8 08

24mGL19 | o4 10 10 02 06 35 14 12 08 06 06 04 08 02 04 08 10 06 04 04 04 04 08

25.mGL23 | o6 1,2 12 04 08 37 16 14 10 08 08 06 10 04 06 1,0 12 08 06 06 06 06 10 06
26.mMGL29 | o8 14 14 06 10 39 18 16 12 10 10 08 12 06 08 12 10 10 08 08 08 08 12 08 0,2
27.mMmGloa | 02 o8 08 00 04 33 12 10 06 04 04 02 06 00 02 06 08 04 02 02 02 02 06 02 04 06
28.ARC02 06 12 12 04 08 37 16 14 10 00 08 02 10 04 06 10 12 08 06 06 06 06 10 06 08 10 04

E possivel observar que a divergéncia genética entre as amostras analisadas neste estudo foram <2%, exceto para a comparacdo par-a-par entre o haplétipo identificado

como MSRO1 (representando as amostras MSRO1 e MSR13) na qual foi cerca de 4%.
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