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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ANÁLISE FILOGENÉTICA DA SUBFAMÍLIA LEISHMANIINAE E 

IDENTIFICAÇÃO TAXONÔMICA DE ISOLADOS DE LEPIDOPTERA 

PERTENCENTES A FAMÍLIA TRYPANOSOMATIDAE 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

Amanda Rodrigues Caetano 

 A Classe Kinetoplastea abrange a ordem Trypanosomatida que apresenta uma única 

família: Trypanosomatidae. Os representantes dessa família possuem como apomorfia o 

cinetoplasto, DNA mitocondrial único e altamente compactado, e um único flagelo. A 

classificação taxonômica desses tripanossomatídeos fundamentada unicamente em caracteres 

morfológicos e nos seus ciclos de vida não reflete a diversidade genética e as relações 

evolutivas do grupo. Atualmente, as abordagens moleculares são rotineiramente empregadas 

para estudos filogenéticos e taxonômicos. Neste trabalho, realizamos uma revisão das relações 

filogenéticas entre os gêneros da subfamília Leishmaniinae para espécies selecionadas do 

gênero Leishmania, Paraleishmania e Endotrypanum (nomem dubium), além de analisar 

novos isolados oriundos de projetos de prospecção de biodiversidade da Coleção de 

Protozoários da Fiocruz (COLPROT) visando avaliar a ocorrência de tripanossomatídeos na 

ordem Lepidoptera. Para isto, foram sequenciados e analisados dois genes gGAPDH e 18S 

que possuem uma base de dados ampla disponível no Genbank e são difundidos como 

ferramenta taxonômica de tripanossomatídeos, embora sejam pouco explorados para resolver 

questões taxonômicas do gênero Leishmania. As análises corroboram com a proposição de 

criação de duas infrafamílias na subfamília Leishmaniinae. Na infrafamília Leishmaniatae, a 

análise concatenada das sequências dos genes demonstrou que esses genes não possuem boa 

resolução para identificar espécies do gênero Leishmania, mas permite a classificação em 

complexos e subgêneros. Também foi definida a sinonímia de uma cepa de Leishmania 

forattinii em Herpetomonas samuelpessoai. As análises também mostram que os gêneros 

Paraleishmania, Endotrypanum (nomen dubium) e Leishmania são filogeneticamente 

próximos entre si. Na infrafamília Crithidiatae, as análises mostram proximidades 

filogenéticas entre espécies de Crithidia e Leptomonas. Além disso, foi realizada a 

identificação taxonômica de 33 isolados de tripanosomatídeos obtidos de insetos da ordem 

Lepidoptera, sendo possível constatar três espécies já descritas na literatura: C. mellificae, C. 

thermophila e C. insperata; isolados representantes de seis OTUs possíveis candidatas a: i) 

novas espécies do gênero Crithidia (Crithidia sp1; Crithidia sp2; Crithidia sp3; Crithidia 

sp4); ii) uma nova espécie do gênero Strigomonas (Strigomonas sp.) e iii) um possível novo 

gênero (Trypanosomatidae sp.). Os resultados aqui apresentados indicam a necessidade da 

integração dos dados obtidos por análises moleculares com critérios bioquímicos, 

morfológicos e de interação parasito-hospedeiro para compreender melhor a filogenia e 

evolução da subfamília Leishmaniinae, assim como o aprofundamento da biodiversidade do 

grupo.  
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PHYLOGENETIC ANALYSIS OF THE LEISHMANIINAE SUBFAMILY AND 

TAXONOMIC IDENTIFICATION OF TRYPANOSOMATIDS ISOLATED FROM 

LEPIDOPTERA 

ABSTRACT 

MASTER DEGREE 

Amanda Rodrigues Caetano 

 The Kinetoplastea class comprises the order Trypanosomatida, which has a single 

family: Trypanosomatidae. The representatives of this family have a single flagellum and the 

apomorphy is the kinetoplast, a compacted DNA from the single mitochondrium. The 

taxonomic classification of these trypanosomatids based solely on morphological characters 

and their life cycles do not reflect the genetic diversity and evolutionary relationships of the 

group. Nowadays, molecular approaches are routinely employed for taxonomic and 

phylogenetic studies of trypanosomatids. Here, we reviewed the phylogenetic relationships 

among genus of subfamily Leishmaniinae, focusing on selected species of the genera 

Leishmania, Paraleishmania and Endotrypanum (nomen dubium), we also analyzed new 

isolates from biodiversity prospecting projects at Fiocruz Protozoa Collection (COLPROT) to 

evaluate the occurrence of trypanosomatids in the Lepidoptera. To this end, two genes were 

sequenced and analyzed, gGAPDH and 18S, which have a large database (Genbank) and are 

widely used as a trypanosomal taxonomic tool, although they are little explored for 

Leishmania genus. Our results corroborate the proposition for creating two infamilies in the 

Leishmaniinae subfamily. In the Leishmaniatae infrafamily, concatenated analysis of the gene 

sequences has shown that these genes do not have a good resolution to identify species of the 

genus Leishmania, but it allows the classification into complexes and subgenus. Our results 

also indicate the synonymization of a Leishmania forattinii strain to Herpetomonas 

samuelpessoai. The phylogenetic analysis also shows that the genus Paraleishmania, 

Endotrypanum (nomen dubium) and Leishmania are phylogenetically related to each other. In 

Crithidiatae infrafamily, the analyzes showed the phylogenetic proximity between Crithidia 

and Leptomonas species. In addition, we performed the taxonomic identification of 33 isolates 

of the Lepidoptera order. Among the 33 isolates, we identified three species that were already 

described in the literature: C. mellificae, C. thermophila and C. insperata; isolates 

representatives of six possible OTUs, which are candidates for: i) new species of the genus 

Crithidia (Crithidia sp1; Crithidia sp2; Crithidia sp3; Crithidia sp4); ii) a new species of  the 

genus Strigomonas (Strigomonas sp.) and iii) a candidate for a total new genus 

(Trypanosomatidae sp.). The results presented herein indicate the necessity to integrate the 

data obtained by molecular analysis with the biochemical, morphological and parasite-host 

interaction criteria to better understand the phylogeny and evolution of the Leishmaniinae 

subfamily, as well as to deepen the biodiversity knowledge of this group. 



 

 

1 

 

1. Biodiversidade:  

Mudanças climáticas têm aumentado a distribuição geográfica de vetores transmissores de 

zoonoses. As temperaturas mais altas e invernos mais curtos favorecem o estabelecimento de 

doenças tropicais como dengue, malária e febre amarela em regiões onde não existiam. O 

aumento da população mundial, o desmatamento e a destruição do habitat de animais 

selvagens favorecem a aproximação entre animais e humanos assim como a transmissão de 

zoonoses e o desenvolvimento de novas doenças.  

O termo One World – One Health (Um Mundo – Uma saúde) foi lançado para englobar a 

saúde humana, animal e do meio ambiente. Nessa ocasião foram listadas recomendações para 

uma abordagem mais holística para a prevenção de doenças endêmicas e zoonóticas que 

respeite a integridade dos ecossistemas para o benefício do homem, dos animais e da 

biodiversidade (Gibbs, 2014). Cientistas moleculares tem comprovado através de análises 

comparativas de sequências genômicas, a semelhança a nível genético entre homens e animais 

assim como dos patógenos que os afetam. A ciência molecular reforça que mutações de um 

determinado gene em uma espécie causa uma doença similar em outra espécie (Cardiff et al., 

2008).  

Em praticamente todos os grupos de seres vivos, o Brasil detém números impressionantes 

de espécies sendo o país mais megadiverso do planeta (Myers et al., 2000). O bioma mata 

atlântica é o terceiro maior bioma brasileiro compreendendo ecossistemas particulares, tais 

como manguezais e florestas que abrangem quase toda a costa brasileira. O bioma é 

conhecido como o mais rico em plantas endêmicas estimando-se um número de 7524 

espécies. No entanto, menos de 10% da floresta nativa é preservada e consequentemente é 

uma região muito impactada pela ação antrópica (Pacchioni et al. 2014). Já a Amazônia 

brasileira representa metade da floresta tropical do mundo e abriga um terço das espécies da 

Terra. O bioma possui cerca de 40.000 espécies de plantas superiores e uma abundância ainda 

maior de invertebrados. Entretanto, possui uma das maiores taxas de desmatamento devido a 

atividades antropogênicas (Watson et al., 2018).  

Os estudos de prospecção da biodiversidade estimam os números de organismos 

macroscópicos. No entanto, se extraírmos o conteúdo de um único inseto e analisarmos em 

um microscópio encontraremos centenas ou milhares de espécies microbianas (Pace, 1997). 

Considerando a diversidade de espécies de insetos conhecidas e a por ser descrita, pode-se 

estimar que a diversidade de micro-organismos conhecida representa ainda uma ínfima fração 

do total, com um imenso potencial a ser explorado. Por este motivo, a coleta de dados 
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ambientais que ajude a compreender o perfil da comunidade bacteriana, de vírus e 

protozoários usando novas tecnologias como o sequenciamento de DNA vem sendo muito 

utilizado nas análises filogenéticas. O gene 16S rRNA tornou-se o marcador mais amplamente 

utilizado nas análises bacterianas pois apresenta regiões conservadas e altamente variáveis 

para permitir a identificação de características filogenéticas destes micro-organismos (Pesante 

et al., 2015; Yang et al., 2016). 

O aprofundamento do conhecimento sobre a filogenia e evolução das espécies passa 

necessariamente pela catalogação da biodiversidade. Apesar dos grandes avanços no 

conhecimento da biodiversidade nos últimos anos, a diversidade microbiana ainda é pouco 

conhecida e explorada (Pawlowski et al., 2012). Para exemplificar o tamanho desse 

desconhecimento, basta avaliarmos que os insetos são os organismos que contam com a maior 

diversidade de espécies catalogadas e que cada inseto possui de centenas a milhares de 

espécies diferentes de micro-organismos. Os isolados da família Trypanosomatidae podem ser 

encontrados em diversos insetos hospedeiros, como predadores, fitófagos e hematófagos. As 

espécies já descritas, são em sua maioria, isoladas de insetos das ordens Diptera e Hemiptera 

(Santos, 2004; Borghesan, 2013; Maslov et al., 2013). 

Para micro-organismos eucarióticos, devido a sua ampla diversidade filogenética, estudos 

de larga escala de metabarcoding não são aplicáveis e é necessário focar em grupos 

taxonômicos específicos, o que gera dados menos representativos da diversidade global 

(Pawlowski et al., 2012). Portanto, para avançarmos no conhecimento das relações evolutivas 

e preservação da diversidade de micro-organismos eucarióticos, torna-se necessário reunir (i) 

dedicação em um determinado táxon, (ii) tentativa de isolamento dos micro-organismos e (iii) 

depósito dos isolados em coleções biológicas institucionais que sejam regidas por normas 

internacionais.  

Existem poucos estudos sobre tripanossomatídeos isolados de Lepidoptera e nada se sabe 

sobre a diversidade, distribuição, frequência e o papel desses protozoários na dinâmica das 

populações desse grupo de inseto. São apenas três relatos de tripanossomatídeos isolados de 

Lepidoptera, sendo todos em mariposas: (I) um relato impreciso de 1905 que descreve 

infecção de Bombyx mori (Bombycidae) por Herpetomonas bombycis (Levaditi, 1905); (II) 

um breve relato de Herpetomonas sp. na mariposa Mythimna separata (Noctuidae) (Malone et 

al. 1985); e (III) um outro isolado em Operophtera brumata (Geometridae) classificado no 

gênero Rhyncoidomonas (Page et al., 1986). Nestes casos, a classificação foi baseada apenas 

em caracteres morfológicos. Além disso, só existe uma única lâmina tipo de um isolado que 
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está depositada no Museu de História Natural de Londres impossibilitando análises 

filogenéticas que auxiliem na caracterização e identificação desses organismos (Voltýpka et 

al., 2015; d’Avila-Levy et al., 2016). A escassez de informações sobre tripanosomatídeos 

observados em Lepidoptera nos motivou a analisar novos isolados oriundos de projetos de 

prospecção de biodiversidade da Coleção de Protozoários da Fiocruz (COLPROT), que 

visavam avaliar a ocorrência de tripanossomatídeos na ordem Lepidoptera e cujos isolados 

foram classificados dentro da família Trypanosomatidae.  

2. Taxonomia e Filogenia de Tripanossomatídeos: 

 

O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular vem permitindo o avanço do 

conhecimento desses mico-organismos. Um grande número de novos gêneros e espécies vem 

sendo descritos com o avanço da taxonomia e filogenia molecular. Diante do grande número 

de espécies conhecidas de insetos, plantas e vertebrados que são os prováveis hospedeiros dos 

tripanossomatídeos, ainda há uma grande diversidade desses parasitos a ser desoberta. Por 

este motivo, a distribuição real dos tripanossomatídeos em seus hospedeiros é um ponto 

fundamental que também deve ser explorado e compreendido (Podlipaev, 2001; Westenberger 

et al., 2004; Pawlowski et al. 2012; d’Avila-Levy et al., 2015).  

A inclusão da abordagem molecular como um critério adicional para estudos 

taxonômicos e filogenéticos dos tripanossomatídeos mostrou que a classificação 

fundamentada unicamente em caracteres morfológicos e ciclos de vida não refletia a 

diversidade genética e as relações evolutivas do grupo (Maslov et al., 2001). Na sistemática 

dos tripanossomatídeos, bem como nos estudos de biodiversidade, uma questão que assolou a 

abordagem taxonômica baseada em hospedeiros e morfologia foi a escassez de caracteres para 

descrição dos táxons (espécies e gêneros) e a falta de critérios objetivos compreender as 

rekaçoes filoegnéticas entre os táxons. 

Uma taxonomia integrativa é o almejado para maior acurácia na descrição e re-descrição 

de espécies (Voltýpka et al. 2015). Análises morfológicas, comportamento em cultivo, 

características bioquímicas e desenvolvimento no hospedeiro devem ser considerados e 

analisados juntamente com as divergências genéticas. Portanto, a compreensão de que a 

taxonomia clássica tem um valor limitado para revelar subdivisões dentro da família 

Trypanosomatidae culminou com o uso rotineiro de abordagens filogenéticas moleculares, 

que empregam amplamente os genes da subunidade menor do RNA ribossomal (18S) e o 

gene glicossomal gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (gGAPDH) (Maslov et al., 2013). 
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O conceito biológico de espécie está fundado nas noções de intercruzamento e isolamento 

reprodutivo. Se os indivíduos de uma população são capazes de intercruzar com indivíduos de 

outra população, produzindo descendentes férteis, então as duas populações fazem parte da 

mesma espécie. O isolamento reprodutivo é outra face dessa mesma moeda: populações 

reprodutivamente isoladas pertencem a espécies diferentes. Para Velasco (2008; 2013), a 

filogenia é a história das cisões populacionais, e ela nem sempre coincide com a história do 

isolamento reprodutivo entre as populações. Velasco (2013) argumenta que a filogenia nada é 

senão a história das populações e que as árvores genéticas também discordam das árvores 

populacionais.  

A analogia entre cladogramas com diferentes propósitos podem ser feitos a respeito da 

mesma região geográfica. Também há diferentes cladogramas que podem ser feitos com os 

mesmos grupos de organismos. Cada um desses diferentes cladogramas é a ilustração de um 

aspecto da complexa história evolutiva dos seres vivos. Para acessarmos o grau de homologia, 

é possível atribuir um valor de propabilidade dadas as árvores analisadas e outros parêmetros 

de interesse. Desta forma, o que se faz é acessar a probabilidade do evento ter acontecido de 

uma determinada maneira levando-se em conta todas as outras possíveis maneiras analizadas 

(Pamilo; Nei, 1988).  

 

3. Genes utilizados nas análises taxonômicas e filogenéticas: 

 

Um aumento considerável no conhecimento sobre a biodiversidade adveio do 

barateamento das técnicas de sequenciamento e das novas metodologias de análise genômica 

em larga escala (Rodrigues et al. 2006, 2008; Teixeira et al. 2011; Votýka et al., 2015; 

d’Avila-Levy et al. 2015). O sequenciamento do DNA de diversos alvos do genoma nuclear e 

mitocondrial dos tripanossomatídeos vem contribuindo para aprimorar o conhecimento sobre 

a taxonomia e filogenia deste grupo de protozoários. Os alvos mais utilizados para análise 

taxonômica e filogenética dos tripanossomatídeos monoxênicos são: o 18S,  gGAPDH, 

spliced leader (SL) e o gene do espaçador interno transcrito (ITS) (Maslov et al. 1996; Croan 

et al. 1997; Lukeš et al. 1997; Hollar et al. 1998; Yurchenko et al. 2000; Merzlyak et al. 

2001; Hamilton et al. 2004; Teixeira et al. 2011; Borghesan et al. 2013). Os marcadores 

utilizados na análise de tripanossomatídeos heteroxênicos variam em função do gênero 

estudado e incluem: glicose 6-fosfato isomerase (GPI) (Westenberger et al., 2005), 

espaçadores internos transcritos do gene rDNA (ITS 1 e ITS 2) (Dávila & Momen, 2000), 

gene da subunidade catalítica da DNA polimerase (POLA) (Croan et al., 1997), gene 
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codificante do RNA polimerase II (RPOIILS) (Croan & Ellis, 1996; Croan et al.,1997), o 

gene citocromo oxidase II (COII) (Machado, 2001), o gene da glicoproteína de 63 kDa 

(GP63) (Mauricio et al., 2007), gene da cisteína protease B (CPB) (Hide et al., 2007), o gene 

citocromo B (cytB) (Luyo-Acero et al., 2004; Asato et al., 2008) e proteína de choque térmico 

de 70 kDa (HSP70) (Garcia et al., 2004). 

Os genes 18S e gGAPDH vêm sendo utilizados como barcoding de tripanossomatídeos e 

têm permitido a identificação de uma grande diversidade de espécies, particularmente dos 

monoxênicos (d’Avila-Levy et al., 2015). O gene SSUrRNA é empregado em estudos de 

identificação, filogenia e avaliação inter e intra-específica de diversas espécies de 

tripanossomatídeos (Van Eys et al., 1992; Schonian et al., 2003; Yurchenko et al., 2006; 

Marcili et al., 2014). Entretanto, os estudos relatam que esta região só permite a identificação 

ao nível de gênero para o grupo de Leishmania (Van Eys et al.,1992; Lachaud et al., 2002; 

Schönian et al., 2003; Disch et al., 2005). O gene gGAPDH é pouco empregado na 

identificação taxonômica e nas relações filogenéticas de Leishmania, mas possibilita a 

identificação taxonômica das espécies de diversos outros gêneros de tripanossomatídeos além 

de apresentar uma boa resolução filogenética (Hamilton et al., 2004, 2007; Stevens et al., 

2008).  

 

3.1 Gene GAPDH 

 

Nestes protozoários, o gene GAPDH, apresenta duas cópias idênticas dispostas em 

tandem. Uma dessas cópias é o gene que codifica a enzima glicossômica (gGAPDH) e outro 

que codifica a enzima citosólica (cGAPDH). O gGAPDH foi herdado de um ancestral comum 

de cinetoplastídeos (Hannaert et al., 1998; Sogin et al., 1998) e é amplamente utilizado em 

estudos filogenéticos por codificar proteínas, apresentar um nível maior de polimorfismo 

quando comparado a outras sequências, além de ser altamente conservado entre as espécies de 

tripanossomatídeos. Essas características possibilitam um alinhamento múltiplo confiável e 

uma melhor resolução no estudo da taxonomia e inferência filogenética de organismos 

distantes (Hamilton et al., 2004, 2005, 2007; Stevens et al., 2008; Votýka et al., 2015).  

3.2 Gene Ribossômico 

O gene ribossômico é composto por várias unidades de transcrição. Uma unidade de 

transcrição (pré-RNA) é processada dando origem a três moléculas maduras de RNA: 18S, 

24S e 5.8S. A subunidade maior - 24S (LSU, pela sigla em inglês) que possui duas versões 

(24Sα e 24Sβ) e a subunidade menor – 18S (SSU, pela sigla em inglês) que é formada por 8 
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regiões universalmente conservadas (U1-U8) e 9 regiões variáveis (V1-V9). Além disso, 

existem as moléculas com diferentes pesos moleculares no cistron ribossômico (5.8S, S1, S2, 

S4 e S6) (Sogin et al. 1986; Hernandéz et al., 1990). As sequências das regiões V7/V8 

SSUrRNA vêm sendo amplamente utilizadas como ferramenta de código de barras de DNA 

(Barcoding) na análise da diversidade de tripanossomatídeos (Maia da Silva et al., 2004; 

Ferreira et al., 2008; Viola et al., 2009; Lima et al., 2012; Teixeira et al., 2011; Borghesan et 

al., 2013; Votýka et al., 2015). A presença de regiões variáveis flanqueadas por regiões 

conservadas auxilia no alinhamento das sequências. Entretanto, as sequências da região 

V7/V8 do RNA ribossomal apresentam baixas divergências intra-específicas devido à alta 

pressão seletiva. Análises filogenéticas baseadas em sequências concatenadas de gGAPDH e 

SSUrRNA geram topologias muito robustas e são utilizadas para o posicionamento de novas 

espécies, bem como, na reconstrução da história evolutiva dos tripanossomatídeos (Lima et 

al., 2012, 2013; Fermino et al., 2013; Marcilli et al., 2014). Além disso, os genes V7/V8 

SSUrRNA e gGAPDH possuem uma vasta quantidade de sequências em bancos de dados 

públicos para os tripanossomatídeos monoxênicos, o que possibilita a identificação e 

classificação de novos isolados (Hamilton et al., 2004, 2007; Stevens, 2008; Votýka et al., 

2015). 

4. Família Trypanosomatidae:  

 

 A Classe Kinetoplastea, cuja apomorfia é o cinetoplasto, está classificada dentro do 

filo Euglenozoa (Eukaryota: Excavata). A ordem Trypanosomatida apresenta uma única 

família: Trypanosomatidae (Lom 1976; Vickerman 1976; Moreira et al., 2004) e os 

representantes dessa família possuem um único flagelo.  

 A Família Trypanosomatidae é subdividida em dois grupos, em função dos 

hospedeiros que participam de seu ciclo de vida: os monoxênicos e os heteroxênicos. Os 

tripanosomatídeos monoxênicos possuem um único hospedeiro ao longo do ciclo de vida, 

usualmente um inseto e não são patogênicos para o ser humano, mas compartilham 

similaridades bioquímicas e genéticas com os tripanossomatídeos patogênicos (d’Avila-Levy 

et al., 2004). A patogenicidade dos tripanossomatídeos monoxênicos para os insetos ainda é 

questionável, enquanto algumas espécies claramente impactam na fisiologia do hospedeiro, 

outros estabelecem uma relação de neutralismo/comensalismo (Simpson et al., 2006). Já se 

sabe que o paradigma “um hospedeiro - um parasita” (Wallace, 1966) não reflete o 

comportamento biológico desses micro-organismos. Entretanto, a interação com o hospedeiro 

é crítica, uma vez que o parasito desenvolve interações moleculares ao hospedeiro para 
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estabelecer uma infecção estável e se propagar para outros insetos, enquanto outros 

tripanossomatídeos são encontrados sistematicamente em diversos hospedeiros (Votypka et 

al., 2013). Os gêneros Crithidia e Lotmaria constituem um interessante exemplo desta vasta 

possibilidade de interações. Enquanto Crithidia mellificae e Lotmaria passim são 

correlacionadas com o índice de mortalidade de colônias de abelhas causando um impacto 

negativo no papel polonizador, outras espécies do gênero Crithidia são reportadas nos mais 

diversos hospedeiros, sem nenhum impacto conhecido (Ravoet et al., 2015; Vavilova et al., 

2017).  

 Os membros da Família Trypanosomatidae podem apresentar distintas morfologias 

durante seu ciclo de vida e em cultivo no laboratório. Alterações morfológicas dentro do 

mesmo gênero podem ser induzidas por condições ambientais, cultivo in vitro e adição de 

drogas (Podlipaev, 2001; Lopes et al., 1989; Momen, 2001; Yurchenko et al., 2006). Apesar 

de existirem trabalhos correlacionando a morfogênese com o processo de patogenicidade ou 

capacidade de interação com células-alvo, as possíveis vantagens adaptativas decorrentes da 

variabilidade dentro de uma mesma espécie ainda são pouco conhecidas (De Jesus et al., 

1993, Wheeler e Ghull, 2013). Os autores, Hoare e Wallace (1966) se basearam na forma 

celular, na posição do cinetoplasto em relação ao núcleo e no ponto de emersão do flagelo 

para definir as diferentes formas de desenvolvimento destes protozoários. Deste modo, sete 

morfotipos principais (Figura 1) foram definidos. Os morfotipos alongados e fusiformes 

foram denominados promastigotas, opistomastigotas, epimastigotas e tripomastigotas, 

enquanto formas esféricas e arredondadas foram chamadas de amastigotas, coanomastigostas 

e esferomastigotas (Hoare 1964; Hoare e Wallace, 1966).    

 Em comparação com outros protozoários, chama a atenção a vasta literatura e os 

extensos estudos sobre a Família Trypanosomatidae. Isto ocorre por um conjunto de razões, 

sendo primordial, o fato de albergarem tripanossomatídeos heteroxênicos. Estes 

tripanossomatídeos alternam o ciclo de vida entre um inseto vetor e um hospedeiro vertebrado 

e são representados pelos gêneros Leishmania, Trypanosoma, Endotrypanum (este com status 

taxonômico questionável), o mais novo gênero Paraleishmania, cujos hospedeiros finais são 

em sua maioria mamíferos e o gênero Phytomonas cujo hospedeiro final é uma planta (Hoare, 

1964; Ross, 1903; Mesnil & Brimont, 1908). Os gêneros Leishmania e Trypanosoma são 

amplamente estudados por conter espécies responsáveis por importantes enfermidades em 

humanos e outros mamíferos. A Leishmaniose, doença de Chagas e doença do sono são 

graves doenças humanas causadas por Leishmania spp., Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) e 

Trypanosoma brucei sensu lato, respectivamente (Baker, 1995).   
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Além disso, os protozoários da Família Trypanosomatidae não patogênicos a seres 

humanos podem ser usados como modelos de estudo para compreensão da bioquímica, 

biologia celular, molecular e ultraestrutural, cada qual apresentando características ímpares 

em processos biológicos, atraindo a curiosidade e atenção da comunidade científica. Outra 

questão que destaca a relevância deste grupo de microrganismos é a sua utilização como 

plataforma para a produção de proteínas eucarióticas, como por exemplo, a eritropoietina e a 

insulina produzida por Leishmania tarentolae (Dortay, 2010) e no desenvolvimento de 

vacinas (Pinge-Filho et al., 2005; da Silva et al., 2013). 

 Os gêneros formalmente descritos como tripanossomatídeos monoxênicos são: 

Crithidia, Leptomonas, Blastocrithidia, Herpetomonas, Rhynchoidomonas, Sergeia, 

Angomonas, Strigomonas, Blechomonas, Paratrypanosoma, Wallacemonas, Kentomonas, 

Lotmaria, Lafontella, Jaeinimonas, Novymonas, Borovskyia e Zelonia (Kent, 1808; Léger, 

1902; Wallace, 1966; Vickerman, 1976; Wallace, 1979; Wallace et al., 1983; Sousa & Corte-

Real, 1991; Merzlyak et al., 2001; Svobodová et al., 2007; Borghesan et al., 2013; Flegontov 

et al., 2013; Votýpka et al., 2013, 2014; Kostygov et al., 2014; Schwarz et al., 2015; 

Yurchenko et al., 2016; Barrat  et al., 2017; Espinosa et al., 2016; Kostygov & Yurchenko, 

2017).  

 Esta família é constituída por parasitos que apresentam fenômenos moleculares 

característicos, tais como: variação antigênica, trans-splicing e edição de RNA mitocondrial. 

Sua morfologia é definida por uma organização nuclear incomum com corpo basal localizado 

próximo ao cinetoplasto (estrutura formada por uma rede fibrilar e compacta de DNA 

mitocondrial, composta por moléculas circulares e com variações de tamanho), mitocôndria 

única e ramificada por todo o corpo celular do protozoário, além de organelas típicas. Os 

glicossomos, por exemplo, são organelas relacionadas aos peroxissomos e se caracterizam por 

reunir algumas enzimas da via glicolítica. A presença de uma rede de microtúbulos 

subpeliculares, localizada logo abaixo da membrana plasmática e conectada à sua face 

interna, colabora para a forma característica apresentada por esses parasitos (Simpson, 1972; 

Vickerman, 1994; Lukes et al., 2002; McGhee e Cosgrove, 1980; De Souza, 2008; Bernard e 

Rossignol, 2008). 
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Figura 1. Representação esquemática das diferentes formas celulares encontradas em diferentes estágios da família 

Trypanosomatidae. (a) epimastigota, (b) tripomastigota, (c) promastigota, (d) opistomastigota, (e) coanomastiga, (f) 

amastigota, (g) esferomastigota, (K) cinetoplasto, (M) mitocôndria, (N) núcleo. Imagem reproduzida de d’Avila-Levy et al., 

2015.  

 

5. Evolução na Família Trypanosomatidae: 

 

As hipóteses fundamentadas em reconstruções filogenéticas tentam explicar as 

relações ancestrais-descendentes da Família Trypanosomatidae. Mesmo depois de mais de 

duas décadas de análises moleculares, algumas relações filogenéticas entre os grandes clados 

dos tripanossomatídeos permanecem sem solução (Votýpka et al., 2015). Atualmente, os 

estudos moleculares que englobam milhares de sequências nucleotídicas de diferentes 

espécies são rotineiramente usados para inferir as relações evolutivas entre esses protistas. 

Nas últimas décadas, uma abordagem integrativa entre os parâmetros taxonômicos clássicos e 

aqueles fundamentados na análise genômica têm se revelado eficiente para a reconstrução da 

história evolutiva dos diferentes organismos, mas especialmente dos micro-organismos. 

Diferentes histórias evolutivas são propostas dependendo do gene, táxons e métodos 

filogenéticos utilizados (Deschamps et al., 2011).   

 Nos tripanossomatídeos, há indícios de que o ciclo de vida heteroxênico tenha surgido 

de forma independente ao longo da evolução desses parasitos. Análises filogenéticas sugerem 

que um bodonídeo ancestral, biflagelado comensal de vida livre, pode ter sido ingerido por 

um inseto e se adaptado ao habitat intestinal originando o ciclo de vida monoxênico 

(Hamilton et al., 2004). Outros estudos sugerem que os insetos passaram a inocular os 

parasitos em vertebrados por aquisição da hematofagia e estes se adaptaram ao novo 

hospedeiro. Os mesmos passaram a circular entre insetos hematófagos e vertebrados terrestres 

originando o ciclo de vida heteroxênico, ou seja, através de uma transmissão acidental durante 

a alimentação de insetos hematófagos (Simpson et al., 2006; Stevens, 2008). Existem algumas 
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vantagens evolutivas para tal adaptação e exploração em novos hospedeiros. Os novos nichos 

ecológicos podem atender melhor às necessidades dos parasitos e faciliar sua distribuição, 

mas os mecanismos moleculares de tais adaptações são desconhecidos (Lukes et al., 2014). 

 Uma nova espécie, Paratrypanosoma confusum, isolada do intestino de fêmeas de 

mosquito (Culex pipens) (Flegontov et al., 2013) se posiciona filogeneticamente entre os 

parasitos de vida livre (bodonídeos) e os parasitos obrigatórios (tripanossomatídeos), 

apoiando a hipótese de que o primeiro flagelado ancestral se hospedou em insetos ou em 

outros hospedeiros invertebrados e só posteriormente parasitaram vertebrados (Léger, 1902). 

A análise comparativa dos genomas de Bodo saltans (Jackson et al., 2008) e 

Paratrypanosoma confusum pode lançar luz sobre esta mudança dramática. A abordagem 

filogenética molecular também demonstra um clado onde estão inseridos os gêneros 

Leishmania e Endotrypanum (nomen dubium) (tripanossomatídeos heteroxênicos) e os 

tripanossomatídeos monoxênicos (Flegontov et al., 2013; Votýpka et al., 2014; Yurchenko et 

al., 2014). Desta forma, as relações filogenéticas e a evolução desta família ainda são ponto 

de debate. Conjugado a este fato está a descoberta de um flebotomíneo fossilizado em âmbar 

datando de 220 milhões de anos, no interior do qual foi encontrada uma quantidade 

substancial de flagelados parecidos morfologicamente com Leishmania, além de células 

sanguíneas vermelhas nucleadas (Poinar e Poinar, 2004). Sendo assim, a justificativa mais 

plausível para a evolução do parasitismo dixênico, típico de tripanossomatídeos 

heteroxênicos, postularia que um ancestral de Leishmania, parasito de insetos que se 

alimentavam de sangue, teria sido injetado acidentalmente em um vertebrado durante um 

repasto sanguíneo e se adaptado ao novo ambiente apresentado (Flegontov et al., 2013). 

 

6. Taxonomia da subfamília Leishmaniinae 

 

 A subfamília Leishmaniinae foi originalmente estabelecida em 2012 incluindo os 

gêneros Leptomonas, Crithidia e Leishmania (Jirků et al., 2012). A subfamília foi revisada e 

atualmente inclui os gêneros Leptomonas (Kent, 1808), Crithidia (Léger, 1902), Zelonia 

(Espinosa et al., 2016), Novymonas (Kostygov et al., 2016), Lotmaria (Schwarz et al., 2015), 

Borovskyia (Kostygov & Yurchenko, 2017) Leishmania (Ross, 1903), Paraleishmania 

(Cupolillo et al., 2000) e Endotrypanum (nomen dubium)  (Mesnil & Brimont, 1908) (Tabela 

1).  
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Tabela 1. Tabela da classificação atual dos gêneros e espécies pertencentes a subfamília 

Leishmaniinae.  

Gênero  Revisada por     Espécies Hospedeiros 

 

Crithidia 

(Léger, 1902) 

 

 
          ___ 

 
Crithidia abscondita                                      

Crithidia 

acantocephali 

Crithidia bombi 

Crithidia brachyflageli 

Crithidia brevicula 

Crithidia expoeki 

Crithidia fasciculata 

Crithidia flexonema 

Crithidia harmosa 

Crithidia insperata 

Crithidia mellificae 

Crithidia 

otongatchiensis 

Crithidia permixta 

Crithidia thermophila 

Crithidia pragensis 

 

 

 

 

 

 

 

Diptera 

Hemiptera 

Hymenoptera 

 

    

Leptomonas 

(Kent, 1808) 

 

 

 

 

 

 

          ___ Leptomonas tenua 

Leptomonas barvae 

Leptomonas spiculata 

Leptomonas 

pyrrhocoris 

Leptomonas podlipaev 

Leptomonas jaderae 

Leptomonas tarcoles 

Leptomonas seymori 

Leptomonas acus 

Leptomonas bifurcata 

Leptomona 

smoramango 

 

 

Hemiptera 

Heteroptera 

Coleoptera 

Odonata 

 

          Zelonia      

(Espinosa et al., 2016; 

Barrat et al., 2017) 

 

           ____ Zelonia australiensis 

Zelonia costaricensis 

 

Diptera 

Hemiptera 

 

         Lotmaria 

(Schwarz et al., 2015) 

 

           ____ Lotmaria passim Hymenoptera 

 

       Novymonas 

(Kostygov et al., 2016) 

 

            ____ Novymonas 

esmeraldas 
Hemiptera 
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           Borovskyia 

(Kostygov & Yurchenko, 2017) 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Leishmania                                    

(Ross, 1903) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           _____ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subgênero Mundinia 

(Espinosa et al, 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Borovskyia barvae 

 
 
 
 
Subgênero 

Leishmania:         

L. donovani         

 L. venezuelensis 

L. archibaldi        

L. forattinii 

L. infantum         

L. amazonensis            

L. tropica           

L. mexicana 

L. aethiopica     

L. pifanoi                 

L. aristidesi        

L. major 

L.arabica         

L. turanica                               

L. gerbilli 

 

 

Subgênero Viannia:       

L. braziliensis      

L. shawi 

L. peruviana        

L. lainsoni 

L.naiffi                

L. lindenbergi  

L. panamensis      

L.utingensis 

L. guyanensis  

 

 

Subgênero 

Sauroleishmia: 

L. agamae             

L.gyminodactly 

L. adleri                 

L. gulikae      

L. tarentolae         

 L. zuvkermani                                                             

L. zmeevi              

 L. platycephala                                                                    

L. hemidactyli      

 L. senegalensis 

L. adleri                

L. gulikae 

 

 

 

Subgênero Mundinia 
L. martiniquensis 

L. enriettii 

Hemiptera: Miridae 

 

 

 

 

 

 

 

Hospedeiro 

invertebrado: 

Diptera: 

Psychodidae 

 

 

 

 

 

 

Hospedeiro 

vertebrado: 

 

Carnivora: Canidae 

Carnivora: Felidae 

Rodentia 

Chiroptera 

Pilosa: 

Bradipodidae 

Perissodactyla: 

Equino 

Primata: Homo 

sapiens 
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L. macropodum 

 
    

 

Paraleishmania 

(Cupolillo et al., 2000)  

 

 

 

              

 

 

 

Endotrypanum (nomem dubium) 
       (Mesnil & Brimont, 1908) 

 

 

 

Kostygov & Yurchenko, 

2017 

 

 

 

Kostygov & Yurchenko, 

2017 

 

 

P. deanei 

P. hertigi 

 

 

 

 

E. equatorensis 

E. colombiensis 

E. schaudinni 

E. monterogeii 

 

Hospedeiro 

vertebrado: 

Coendou 

prehensilis 

 

 

Hospedeiro 

invertebrado: 

Diptera: 

Psychodidae 

 

Hospedeiro 

vertebrado: 

Pilosa: 

Bradypodidae 

 

 

  O gênero Crithidia caracteriza-se por apresentar formas coanomastigotas no seu 

ciclo de vida (Hoare & Wallace, 1966). No entanto, a dificuldade de identificação das formas 

típicas, reforça a necessidade dos critérios moleculares na classificação dos 

tripanossomatídeos (Camargo 1992). Os isolados do gênero podem ser encontrados em 

Diptera, Hemiptera e Hymenoptera (tanto predadores quanto fitófagos e hematófagos) 

(Maslov et al., 2013). As análises taxonômicas demonstraram que diversas espécies descritas 

como Crithidia não se encaixavam nesse gênero (Brandão et al., 2000). Mais tarde, Teixeira e 

colaboradores (2011) publicaram uma revisão completa das espécies que apresentam 

endossimbionte e validaram os novos gêneros Angomonas e Strigomonas por meio de uma 

metodologia análoga ao DNA barcoding (do inglês “Código de Barras de DNA”), utilizando 

a região V7V8 da subunidade menor do rRNA e por meio das análises filogenéticas com os 

alvos moleculares gGAPDH e ITS (Teixeira et al., 2011). Além das reclassificações em 

outros gêneros, duas espécies do extinto gênero Wallaceina (Wallaceina brevicula e 

Wallaceina inconstans) foram sinonimizadas e realocadas no gênero Crithidia como Crithidia 

brevicula (Yurchenko et al., 2014; Kostgov et al., 2014). Outro grupo das espécies 

pertencentes ao gênero que vem sendo bastante estudado são os parasitos de abelha: C. 

mellificae, C. bombi e C. expoeki (Schmid-Hempel, 2010; Runckel et al., 2014).  

 As análises microscópicas demonstraram diferentes formas móveis entre duas 

estirpes de C. mellificae. Os genes gGAPDH, 18S e citocromo b foram analisados no trabalho 
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de Schwarz (2015) e indicaram  divergências que variam de 5-13% entre estas duas 

espécimes. Estas análises foram definitivas para descrever o novo gênero Lotmaria que 

abrange a espécie Lotmaria passim. A espécie é dominante na Bélgica, Japão e Suíça e até o 

momento só foi isolada de Apis mellifera e de um exemplar de Apis cerana. As análises 

demonstram que os protozoários encontrados em Apis mellifera na China e nos EUA são 

linhagens de L. passim, o que indica que a espécie é cosmopolita (Schwarz et al., 2015; 

Ravoet et al., 2015). Além disso L. passim demonstra um trecho variável na sequência que 

codifica para a proteína gp63 em comparação a sequência analisada para C. mellificae 

(Schwarz et al., 2015). Os homólogos desta proteína são pouco estudados em 

tripanossomatídeos monoxênicos mas parecem desempenhar papéis essenciais na nutrição e 

na interação com as células epiteliais dos insetos (Santos et al., 2006).  

 O gênero Novymonas foi descrito recentemente por Kostygov e colaboradores (2016) 

e conta com apenas uma espécie descrita: Novymonas esmeraldas. O flagelado foi isolado do 

intestino de um Hemiptera (Niesthrea vincentii) coletado no Equador e apresenta 

endossimbiontes bacterianos. O gênero Novymonas foi considerado um novo gênero por 

representar um tripanossomatídeo com características totalmente distintas das espécies 

descritas que albergam endossimbiontes. A nova espécie de bactéria, Canditatus Pandoraea 

novymonadis, também foi descrita por sequenciamento do genoma completo e também é 

díspar dos simbiontes previamente descritos na subfamília Strigomonandinae (Kostygov et 

al., 2016).  

   Em uma análise filogenética realizada com o alvo gGAPDH, uma nova espécie 

isolada de Hemiptera (Miridae: Collaria oleosa) se posicionou no clado “SE” que inclui uma 

variedade de parasitos monoxênicos juntamente com o clado de espécies de Leishmania. A 

espécie foi descrita como Leptomonas barvae (Yurchenko et al. 2006). Mais tarde, Maslov et 

al., (2010) discutem a descrição da nova espécie com base nas análises filogenéticas, nas suas 

caracteríticas morfológicas e ciclo de vida. A espécie foi então relatada mais próxima do 

gênero Leishmania e filogeneticamente distante das espécies de Leptomonas com base nos 

alvos SL e SSUrRNA (Maslov et al. 2010). Recentemente, Kostygov & Yurchenko (2017) 

inseriram um novo gênero (Borovskyia) para acomodar Leptomonas barvae dentro da 

subfamília Leishmaniinae. 

 Mais um gênero novo, Zelonia, foi descrito e inserido na subfamília leishmaniinae. O 

gênero inclui as espécies Zelonia costaricensis (Espinosa et al., 2016) e Zelonia australiensis 

(Barrat et al., 2017). A espécie Z. costaricencis foi primeiramente identificada como 

Leptomonas costaricensis. O isolado de Hemiptera da Costa Rica se posicionou como o clado 
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mais próximo do gênero Leishmania dentre os outros gêneros pertencentes a subfamília 

Leishmaniinae (Yurchenko et al., 2006). Posteriormente, o gênero Zelonia foi criado para 

acomodar este isolado que se mostrava distante de L. pyrhocoris e L. seymori com base no 

gene 18S (Espinosa et al., 2016). A outra espécie do gênero Zelonia (Zelonia australiensis) 

foi isolada de Diptera (gênero Simulium) nos trópicos da Austrália. As análises morfológicas, 

ultraestruturais e análises de sequências concatenadas com base nos alvos gGAPDH, 18S 

rDNA, HSP 70, ITS1, RPOIILS confirmaram a proximidade deste isolado com a espécie 

Zelonia costaricensis, formando um táxon irmão (Barrat et al., 2017). 

O gênero Leptomonas apresenta os morfotipos promastigota e amastigota e tem como 

espécie-tipo Leptomonas seymouri (Wallace, 1977). As espécies do gênero são 

frequentemente isoladas de Hemiptera de diversas famílias e origens geográficas. Tendo em 

vista que o critério tradicional para a classificação do gênero esteve baseado exclusivamente 

na forma promastigota, pouco se sabe sobre a diversidade genética e as relações entre as 

espécies classificadas neste gênero. Os estudos filogenéticos confirmam que as espécies do 

gênero Leptomonas, assim como, as espécies do gênero Crithidia se posicionam em clados 

polifiléticos que contêm espécies de ambos os gêneros ou linhagens individuais. Um exemplo 

disso é a espécie Leptomonas moramango que não agrupa com nenhuma outra do gênero 

Leptomonas (Yurchenko et al., 2006, 2008., Maslov et al., 2010; Kostygov et al 2014). 

Algumas espécies de Leptomonas foram reclassificadas em Herpetomonas (L. samueli, L. 

lactosovorans, L. wallacei e L. costoris) (Borghesan et al., 2013; Martins, 2016).  No entanto, 

outras espécies formam grupos dentro da subfamília Leishmaniinae, mas se mostram mais 

relacionadas com Crithidia (Yurchenko et al., 2008; Jirku et al., 2012).  

Já a classificação de Leishmania foi inicialmente baseada em critérios clínicos, 

biológicos, geográficos e epidemiológicos. No entanto, a relação parasito-hospedeiro foi um 

dos principais critérios para a classificação (Bray 1974; Lumsden 1974; Pratt and David 1981; 

Shaw et al., 1997). Um conceito ainda bastante utilizado e que por isso merece destaque é o 

de classificação das espécies de Leishmania em complexos. Com base em critérios 

extrínsecos, tais como comportamento do parasito em cultura e em experimentos in vivo. Por 

exemplo, Shaw e Lainson (1972) reuniram as espécies de Leishmania do Novo Mundo em 

três complexos: complexo Leishmania braziliensis, complexo Leishmania mexicana e 

complexo Leishmania donovani. 

Mais tarde, três seções de Leishmania foram descritas de acordo com a variação no 

local de colonização, ou seja, no interior do tubo digestivo do inseto vetor: hipopilária 

(parasitos encontrados apenas em lagartos do Velho Mundo e desenvolvimento do parasito 
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restrito ao intestino posterior do vetor), peripilária (parte do desenvolvimento dos parasitos no 

intestino posterior, no intestino médio e intestino anterior) e suprapilária (os parasitos ficam 

restritos ao intestino médio e intestino anterior) (Lainson et al., 1979). Esse comportamento 

no inseto vetor foi a base para classificação de Leishmania em três subgêneros L. 

(Leishmania), L. (Viannia) e L. (Sauroleishmania) (Lainson et al., 1987).  

O subgênero Viannia é restrito ao Neotropico. Este grupo inclui apenas espécies que 

são encontradas nas Américas e por isso correspondem às espécies do Novo Mundo. De 

maneira geral, as espécies classificadas no subgênero Viannia apresentam taxa de proliferação 

baixa em meio de cultura e lento em hamsters experimentalmente infectados. Além disso, as 

espécies desse subgênero desenvolvem-se no intestino posterior do flebotomíneo. Já as 

espécies do subgênero Leishmania, que inclui espécies que circulam nos diferentes 

continentes, geralmente crescem facilmente em cultura e provocam grandes lesões nodulares 

em hamsters, com metástase para as extremidades. Estas espécies se desenvolvem no intestino 

médio e anterior de flebotomíneos. Estes dois subgêneros albergam as espécies de Leishmania 

isoladas de mamíferos e o subgênero L. (Sauroleishmania) inclui apenas espécies parasitas de 

répteis sendo considerado por alguns autores como outro gênero (Lainson et al., 1987) mas 

estudos bioquímicos e moleculares corroboram sua classificação como originalmente 

proposto (Saf’janova, 1982). 

Posteriormente, estas classificações se basearam nas análises de isoenzimas propostas 

por Moreno et al. (1986), Thomas-Soccol et al. (1993) e Cupolillo et al. (1994) para o Novo 

Mundo e por Lanotte et al. (1981) e Le Blanq et al. (1986) para o Velho Mundo. Com o 

avanço destes estudos, as espécies de Leishmania foram organizadas em seções: 

Euleishmania e Paraleishmania. A seção Euleishmania compreendeu 3 subgêneros: 

Leishmania (espécie tipo: L. donovani), Viannia (espécie tipo: L. braziliensis), 

Sauroleishmania (espécie tipo: L. tarentolae) (Cupolillo et al., 2000). A seção Paraleishmania 

passou a englobar as espécies que não eram classificadas em nenhum dos complexos: L. 

hertigi, L. deanei, L. herreri, L. equatorensis e L. colombiensis (revisado por Akhoundi et al, 

2016) e os alvos moleculares da proteína de choque térmico 70 (HSP 70) e o citocromo b 

(CYT b) passaram a corroborar os resultados das isoenzimas.  

A espécie L. enriettii não foi classificada em nenhum subgênero de Leishmania e foi 

denominada de enigmática (Lainson, 1997; Muniz & Medina, 1948); mais recentemente duas 

outras espécies (L. martiniquensis e L. siamensis) foram relacionadas a L. enriettii, formando 

um novo complexo (Paranaiba et al., 2017). Posteriormente, as análises filogenéticas baseadas 

em sequências dos genes gGAPDH e HSP70 reposicionaram as espécies L. martiniquensis e 
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L. enriettii em um novo subgênero denominado L. (Mundinia) (Espinosa et al., 2016) 

juntamente com um outro tripanossomatídeo isolado de um canguru (Osphranter rufus) nos 

trópicos da Austrália identificado como Leishmania macropodum (Barrat et al., 2017).  

Os isolados pertencentes à seção Paraleishmania foram considerados “Leishmania-

like” pelas análises obtidas do gene SSUrRNA. Estes organismos demonstraram uma 

proximidade com as espécies classificadas como gênero Endotrypanum (nomen dubium) (em 

média 98.7%) e foram então reposicionadas neste gênero. Os autores ainda descrevem o novo 

gênero Porcisia para acomodar os isolados de porco-espinho descritos originalmente como L. 

deanei e L. hertigi (Espinosa et al., 2016). Mais tarde, Kostygov & Yurchenko (2017) 

demonstraram que o gênero Porcisia deveria ser denominado de Paraleishmania (Cupolillo et 

al., 2000) e aceitaram a nova classificação de L. equatorensis, L. colombiensis, L. herreri 

como E. equatorensis, E. colombiensis e E. herreri, respectivamente, embora considerem 

frágeis as evidências para esta re-classificação (Kostygov & Yurchenko, 2017). 

Mas não só a filogenia do gênero Leishmania tem sido constantemente discutida. O 

status taxonômico das espécies do gênero também levantam muita discussão. Algumas 

espécies de Leishmania foram sinonimizadas ao longo do tempo como L. siamensis e L. 

martiniquensis (Pothirat et al., 2014), L. infantum e L. chagasi (Lukes et al., 2007) L. pifanoi 

e L. mexicana e  L. garnhami e L. amazonensis (Monen e Grimaldi et al., 1984). Além disso, 

se discute a validade das espécies L. archibaldi (Lukes et al., 2007) e L. peruviana (Bañuls et 

al., 2000). 

A classificação do gênero Endotrypanum (nomen dubium) também vem sendo 

questionada em diversos estudos que demonstram a proximidade filogenética de 

Endotrypanum com Leishmania (Cupolillo et al., 2000; Maslov et al., 2010). O gênero 

compreende os isolados de hospedeiros pertencentes a ordem Pilosa (bicho-preguiça). Os 

mesmos são transmitidos por flebotomínios e se mostra restrito a América Central e América 

do Sul (Noyes et al., 1997). Os critérios adotados para classificação do gênero foram baseados 

no seu hospedeiro de origem e na sua morfologia (Shaw, 1964). O gênero foi caracterizado 

pela presença de epimastigostas no sangue de preguiças naturalmente infectadas, além de 

relatos de tripomastigotas no interior de eritrócitos. No entanto, epimastigotas e 

tripomastigotas são formas raras observadas no sangue de preguiça e as formas promastigotas 

observadas em cultura e nos insetos vetores (flebotomínios) são indistinguíveis de 

Leishmania. O hospedeiro de origem também não garante a classificação de Endotrypanum, 

pois mamíferos do gênero Choloepus também são reservatórios de Leishmania (Shaw 1964, 

Franco & Grimaldi, 1999) e de Trypanosoma (Miles et al., 1983). A validade do gênero 
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continua em discussão e por isso foi recentemente referido como um nomen dubium, até que 

seu status taxonômico seja esclarecido (Kostygov & Yurchenko, 2017). 

Apesar de muitas modicações nos status taxonômicos e na filogenia dos gêneros da 

subfamília Leishmaniinae, a original definição da subfamília foi mantida pois o clado 

apresenta alto suporte estatístico nas árvores filogenéticas (Maslov et al. 2010, Jirků et al. 

2012, Kostygov et al. 2014, Schwarz et al. 2015). Posteriormente, Kostygov & Yurhenko 

(2017) criaram dois táxons subordinados a infrafamília. A infrafamília Leishmaniatae que une 

os gêneros Leishmania, Paraleishmania, Endotrypanum (nomen dubium), Novymonas, 

Zelonia e Borovskyia e outra infrafamília denominada de Crithidiatae que abrange os gêneros 

Crithidia, Leptomonas e Lotmaria.  

 

 

 

Figura 2. Árvore filogenética da última classificação revisada da Subfamília Leishmaniinae. O status taxonômico 

incerto do gênero Endotrypanum é simbolizado pelas aspas (Kostygov & Yurhenko, 2017).  

 

As análises filogenéticas demonstram que Novymonas e Zelonia são os 

tripanossomatídeos basais a todos os outros gêneros pertencentes à subfamília Leishmaniinae 

e provavelmente os ancestrais mais próximos de um parasito que passou de um ciclo de vida 

monoxênico para um ciclo de vida heteroxênico (Barrat et al., 2017; Kaufer et al., 2019). O 

trabalho de Kaufer et al., (2019) demonstra o crescimento celular de Z. australiensis em altas 

concentrações de hemoglobina e em ágar chocolate (meio de cultura variante ao ágar sangue. 

Nesse meio as hemácias são lisadas e liberam componentes que deixam a coloração marrom). 

O que é compatível com um desenvolvimento e/ou adaptação de um hemoprotozoário e 

sugere que o protozoário tenha dado o primeiro passo na transição a um ciclo de vida 

heteroxênico.  
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Dentre os táxons que compreendem a subfamília Leishmaniinae, apenas as espécies que 

formam o gênero Leishmania foram consideradas táxons naturais (Jirků et al., 2012). O 

motivo desta afirmação se justifica pelo fato de que os gêneros Crithidia e Leptomonas se 

posicionam em clados polifiléticos, e a classificação do gênero Endotrypanum (nomen 

dubium) tem sido questionada em diversos trabalhos que demonstram a proximidade 

filogenética do gênero com espécies de Leishmania (Cupolillo et al., 2000; Maslov et al., 

2010; Schwarz et al., 2015). Os outros gêneros da subfamília como Zelonia, Novymonas, 

Lotmaria, Borovskyia e Paraleishmania foram descritos recentemente e o status evolutivo e 

filogenético destes gêneros também se encontra em discussão dentro da subfamília (Schwarz 

et al., 2015; Espinosa et al., 2016; Kostygov et al., 2016; Barrat et al., 2017; Kostygov & 

Yurchenko, 2017). Até o momento, não foram encontrados traços unificadores de morfologia 

ou ecologia entre os membros deste grupo. Sendo assim, as substituições de nucleotídeos 

filogeneticamente relevantes são as únicas apomorfias conhecidas.  

 

7. Leishmania e leishmaniose: 

 

O gênero Leishmania é notável por causar a Leishmaniose, um grave problema de saúde 

pública principalmente nos países tropicais onde é também considerada uma zoonose. As 

leishmanioses se apresentam com manifestações clínicas diversas e são causadas por 

aproximadamente 20 espécies de tripanossomatídeos do gênero Leishmania. O protozoário é 

transmitido por hospedeiros invertebrados pertencentes à família Psychodidae, subfamília 

Phlebotominae e gêneros Phlebotomus e Lutzomyia (Young & Duncan, 1994). As formas 

evolutivas são promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e amastigota, 

observada nos hospedeiros vertebrados. Apenas as espécies pertencentes aos subgêneros 

Leishmania e Viannia vêm sendo relatadas como patogênicas ao homem, causando as 

leishmanioses. Durante o complexo ciclo de vida das espécies de Leishmania, a forma 

promastigota se adapta no espaço extracelular da cavidade intestinal do inseto. A forma 

promastigota procíclica está localizada no intestino do hospedeiro invertebrado e a forma 

promastigota metacíclica é a forma infectiva para os hospedeiros vertebrados. Já as formas 

amastigotas se adaptam em um habitat intracelular em células fagocíticas mononucleares. 

Esses protozoários podem ser transmitidos aos vertebrados silvestres, domésticos (zoonose) e 

ao ser humano (Ashford, 2000).  

 Os promastigotas metacíclicos (infectante para os mamíferos) são móveis e bastante 

ativos com morfologia longa, delgada e flagelo longo. Eles migram pelo tecido subcutâneo e 
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infectam células do sistema fagocítico, principalmente macrófagos e neutrófilos. Na célula 

hospedeira forma-se, então, o vacúolo parasitóforo onde as formas promastigotas metacíclicas 

se diferenciam em amastigotas, que se multiplicam intensamente até romper a membrana da 

célula hospedeira e infectar outra célula ou ficar livre na corrente sanguínea podendo ser 

ingeridas pelos insetos hematófagos (Stuart et al., 2008). O inseto pica os hospedeiros 

vertebrados e ingerem os macrófagos contendo as formas amastigotas intracelulares. No trato 

digestório do inseto vetor, os macrófagos se rompem liberando as formas amastigotas, que 

devido a importantes diferenças ambientais, como temperatura e pH, se diferenciam no 

intestino médio do flebotomíneo em promastigotas procíclicos (Pimenta et al., 1997, Sacks, 

2001). Os promastigotas procíclicos se multiplicam intensamente e dentro de 4-5 dias após a 

infecção, ocorre a metaciclogênese (Sacks, 1989; Saraiva et al., 2005). Posteriormente, se 

diferenciam em promastigotas metacíclicos que migram para o esôfago e faringe se alojando 

na probóscide do vetor. Durante um novo repasto sanguíneo, o flebotomíneo regurgita o 

sangue recém-ingerido, liberando promastigotas metacíclicos (Kamhawi, 2006). 

 Estes protozoários estão distribuídos de forma ampla nas regiões tropicais e 

subtropicais do globo. As leishmanioses são endêmicas em 98 países com uma estimativa de 

350 milhões de pessoas em risco e 1,7 milhões de pessoas infectadas todos os anos, mas 

apenas uma pequena fração desenvolve a doença. O aumento do número de casos de 

leishmaniose observados nos últimos 25 anos em todo o mundo é devido a vários fatores. A 

globalização e mudança climática são dois fatores que contribuem bastante para a 

disseminação da leishmaniose em áreas não endêmicas (Steverding, 2017).  

 A forma mais grave da doença é a leishmaniose visceral que pode levar a óbito quando 

não tratada. A infecção é causada pelas espécies L. donovani e L. infantum, e acomete 

preferencialmente baço, fígado, medula óssea e linfonodos. A leishmaniose cutânea é 

caracterizada por ulcerações na pele que podem evoluir para necrose e são causadas por 

espécies do subgênero Leishmania e Viannia. As lesões se originam no local da picada e 

podem se espalhar pelo corpo após semanas, meses ou anos depois da inoculação (Marzochi, 

1992; Berman, 1996; Gontijo & De Carvalho, 2003; Who, 2010; Reveiz et al., 2013). Nas 

Américas, essa forma da doença pode ser causada principalmente por L. (L.) mexicana, L. (L.) 

amazonensis L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) peruviana 

(Convit & Kerdel-Vegas, 1965; Costa et al., 1992; Who, 2010; de Saldanha et al., 2012). O 

tratamento das leishmanioses apresenta sérios efeitos colaterais e algumas drogas são de 

administração por via parenteral e o tratamento em alguns casos é ineficaz em virtude do 

surgimento de cepas resistentes (Machado-Silva et al., 2015). 
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8. Coleções biológicas  

 

As coleções biológicas abrigam conjuntos de organismos (atuais, fósseis ou parte deles) 

ou material genético com o objetivo de preservar, armazenar e fornecer informações a 

respeito de cada isolado depositado. Atualmente, as coleções biológicas são uma das 

principais formas de inventariar e manter a biodiversidade sendo uma importante ferramenta 

para a obtenção de informações e distribuição de conteúdo principalmente para fins da 

pesquisa científica. Portanto, uma coleção biológica deve promover um fácil acesso aos 

dados, ter uma infraestrutura adequada, garantir a preservação além de solucionar problemas e 

promover a qualidade da identificação do acervo (d’Avila-Levy et al. 2016; Pereira, 2019; 

http://www.sibbr.gov.br/areas/?area=colecoes).  

A Coleção de Protozoários da Fiocruz (Fiocruz-COLPROT) foi iniciada em 1991 com a 

preservação de membros da família Trypanosomatidae e recebia o nome de Coleção de 

Tripanossomatídeos (CT-IOC). Em 2009, a coleção sofreu uma restruturação institucional do 

acervo, passando a preservar protozoários de outras famílias, como por exemplo, 

Trichomonadidae, Euglenaceae, Blastocystidae. Apenas em 2010, foi reconhecida 

institucionalmente sob o nome de Coleção de Protozoários da Fiocruz 

(www.colprot.ficruz.br). Atualmente, seu acervo conta com mais de 500 isolados de 

protozoários sendo a maioria representante da classe Kinetoplastea e família 

Trypanosomatidae. A coleção é dividida em 20 gêneros e 87 espécies das diversas famílias. 

Já a Coleção de Leishmania (CLIOC) foi criada em 1980 com apoio do Instituto Oswaldo 

Cruz e Organização Mundial da Saúde. A coleção já recebeu mais de 3000 amostras para 

depósito e/ou caracterização. Hoje possui um acervo com um pouco mais de 1.000 cepas 

curadas e disponíveis para a comunidade científica, representando 30 espécies, classificadas 

nos diferentes subgêneros e correspondendo aos principais grupos taxonômicos de 

Leishmania do Mundo. Estas cepas são provenientes de diversas localidades e diferentes 

hospedeiros, sendo a maior parte da América do Sul. A coleção é membro associado do 

World Federation for Culture Collections (WFCC). A CLIOC ainda atua como "Centro de 

Recursos Biológicos" (definido pela Organization for Economic Cooperation and 

Development, OECD) e também se dedica à preservação, armazenamento, distribuição, 

caracterização taxonômica, identificação de Leishmania e informação associada. Além de 

desenvolver projetos de pesquisa específicos, a CLIOC atende a demanda de instituições 

públicas de pesquisa e ensino ou setores da indústria (www.clioc.fiocruz.br). 

http://www.clioc.fiocruz.br/
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II. Objetivos 

 

1) Objetivo Geral  

 

Analisar a filogenia da subfamília Leishmaniinae e realizar a identificação taxonômica 

de tripanossomatídeos isolados de Lepidoptera utilizando as sequências parciais do gene 

glicossomal gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (gGAPDH) e da região V7/V8 da 

subunidade menor do RNA ribossomal (V7/V8 SSUrRNA) 

 

2) Objetivos Específicos 

 

 

  Analisar a filogenia da subfamília Leishmaniinae com base nas sequências geradas 

para os gêneros Leishmania, Paraleishmania e Endotrypanum em conjunto com as 

sequências depositadas em banco de dados público; 

 

 Ampliar o painel de sequências disponíveis para espécies de Leishmania no gene 

gGAPDH e na região V7/V8 SSUrRNA depositadas em banco de dados público;  

 

 

 Realizar a identificação taxonômica dos novos isolados oriundos do Bioma 

Amazônia através das sequências geradas e de sequências disponíveis em banco de 

dados público; 
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III. Metodologia 

 

       1)  Amostragem: Tripanossomatídeos estudados 

 Ao todo, foram utilizados 51 representantes da família Trypanosomatidae. Os 33 

isolados de Lepidoptera apresentados neste estudo podem aparecer com o código e numeração 

de coleta (LEIP) e outros com o código e numeração de depósito da Coleção de Protozoários 

da Fiocruz (COLPROT). Os insetos da ordem Lepidoptera foram coletados em duas 

expedições (2016 e 2017) para Amazônia (Parque Nacional do Jaú - Amazonas). Os outros 18 

representantes dos gêneros Leishmania, Endotrypanum (nomen dubium) e Paraleishmania se 

encontram depositados na Coleção de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC).  

 O parque Nacional do Jaú está localizado na Floresta Amazônica, no estado do 

Amazonas entre os municípios de Novo Airão e Barcelos. O Parque é uma das principais 

reservas naturais do Brasil e o segundo maior parque do mundo em floresta tropical úmida 

contínua e intacta. Destaca-se por ser o único parque do Brasil que protege praticamente a 

totalidade da bacia hidrográfica de um rio de águas pretas, o rio Jaú. Os seus limites são 

demarcados pela bacia hidrográfica do rio Jaú e estendem-se até as águas do rio Carabinani, 

ao sul, e as dos rios Unini e Paunini, ao norte. O rio Negro forma o limite leste do parque 

(www.icmbio.gov.br). 

 

 2)  Preparo das amostras e visualização em microscopia óptica  

O material intestinal foi homogeneizado e diluído em tampão fosfato-salino (PBS; 

NaCl 137 mM, fosfato dissódico 10 mM, KCl 2,7 mM, pH 7.4). O material foi acondicionado 

em tubos plásticos e uma alíquota deste sedimento foi colocada entre lâmina e lamínula para a 

observação em microscópio óptico com aumento de 400X. Para a confirmação da 

positividade, todas as amostras foram inoculadas para cultivo in vitro. As amostras foram 

inoculadas em diferentes meios. Dentre eles, o meio bifásico NNN/LIT (Nicolle-Novy-Neal / 

Liver Infusion Tryptose com 3,0 g de Agar -BactoAgar e 1,5 g de NaCl e pH 7,2; Nicolle, 

1908), meio ágar-BHI-sangue (Brain Heart Infusion suplementado com 3,6 g de ágar e 200ml 

de H2O destilada; Wallace & Dyer, 1960) e meio Schneider (SIGMA, suplementado com 0,6 

g de CaCl2, pH 7,2; Hendricks et al., 1978) todos suplementados com 10% de soro bovino 

inativado, 0,2 ml de penicilina-estreptomicina (500 μg/mL) e incubadas a 27 °C. A 

positividade das amostras de cultura dos protozoários foi verificada através da microscopia de 
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luz padrão nos primeiros 15 dias de incubação em intervalos de 2 a 3 dias. Quando observadas 

as formas evolutivas do parasito, alíquotas da cultura destes protozoários foram congeladas a -

20 °C para a caracterização molecular. Algumas amostras positivas foram criopreservadas 

para serem depositadas na Coleção de Protozoários da Fiocruz (COLPROT, 

www.colprot.fiocruz.br) para realização de estudos futuros. 

 

3) Extração e quantificação de DNA 

 

No meio da fase log de cultivo, 1 × 10⁷ células foram coletadas por centrifugação 

(1500 g, 15 min, 4 °C) e lavadas duas vezes em tampão fosfato-salino (PBS; NaCl 137 mM, 

fosfato dissódico 10 mM, KCl 2,7 mM, pH 7.4). A extração do DNA foi realizada com o kit 

Wizard® Genomic DNA purification (Promega, Wisconsin, EUA), seguindo as instruções do 

fabricante. O DNA foi quantificado em Nanodrop (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA). 

4) Reação em Cadeia Polimerase (PCR) 

As reações em cadeia polimerase foram realizadas e submetidas a testes e ajustes quanto à 

temperatura, concentração de cloreto de magnésio e condições de ciclagem para possibilitar a 

amplificação dos dois marcadores moleculares. As condições iniciais testadas para os dois 

genes com volume final de 25 μL foram 15 ng de DNA molde, 10 mM de Tris HCl (pH 9,0), 

50 mM de KCl, 1,5 U/μL de TaqDNA polimerase de alta fidelidade (Invitrogen, Promega ou 

Finnenzymes), 200 μM de cada dinucleotídeo, 1,5 mM de MgCl2, 10 pmol de cada iniciador. 

Os ciclos de amplificação para cada iniciador estão descritos no quadro abaixo (Quadro 1): 

Genes Condições de amplificação 

 

V7/V8 SSUrRNA 

750 a 800 pb (Texeira et al, 2011) 

Reverse (5' CTGAGACTGTAACCTCAA 3') 

Forward (5' CACCCGCGGTAATTCCAGC 3') 

 

Desnaturação: 94 °C por 5’ 

Desnaturação, anelamento e extensão: 94 °C 

por 30’’; 52 a 55 °C por 2’; 72 °C por 2’ (35 

ciclos) 

Extensão final: 72 °C por 10’ (1 ciclo) 
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gGAPDH:  

750 a 800pb (Teixeira et al, 2011) 

Reverse (5’CCCCACTCGTTRTCRTACC 3’) 

Forward (5’GGBCGCATGGTSTTCCAG 3’) 

 

 

Desnaturação: 94 °C por 3’  

Desnaturação, anelamento e extensão: 94 °C 

por 1’, 52 a 55 °C por 2’ e 72 °C por 2’ (30 

ciclos) 

Extensão final: 72 °C por 10’ (1 ciclo) 

Quadro 1: Condições de amplificação dos alvos 

 

5) Visualização e Purificação do produto de PCR 

Os segmentos de DNA amplificados foram visualizados por coloração com Gel Red 

(Biotium) e separação eletroforética em géis de agarose 1,5% colocados em cuba horizontal 

imersa em TBE (1M Tris-borato, 0,01 M EDTA, pH 8,4) a 1X por 50 min em uma voltagem de 

80 V. Os géis foram analisados e as imagens registradas por um sistema fotográfico de 

documentação em gel – UVP Bioimaging Systems. A purificação dos produtos da reação de 

PCR foi realizada através de kit de purificação Illustra™ GFX (Ge Healthcare), utilizando o 

protocolo do fabricante. 

6)  Sequenciamento do DNA amplificado 

Os produtos foram submetidos a reações de sequenciamento utilizando o kit de extração 

BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems). A 

reação que foi utilizada consiste em: 5 a 20 ng de DNA molde (a nossa placa foi preparada 

com 2,0 μL de DNA purificado que equivale a 8 ng de DNA), volume de 2,0 μL de Tampão 

Applied Biosystems, volume de 1,0 μL de BigDye (Applied Biosystems),  volume de 1,5 μL 

de cada iniciador e água Milli-Q 3,5 μL q.s.p. A ciclagem da reação se baseia em 35 ciclos de 

96 °C por 15 s, 50 °C por 10 s e 60 °C por 4 min. Após a ciclagem, as amostras foram 

entregues à Plataforma de Sequenciamento de DNA do IOC onde é realizada a precipitação e 

a etapa do sequenciamento de DNA em um equipamento ABI 3730. 

7) Análise das sequências 

A filogenia da subfamília Leishmaniinae e a identificação dos isolados oriundos do Bioma 

Amazônia foram realizadas através da análise das sequências geradas neste trabalho que são 

proveninentes de espécimes depositados em Coleções Biológicas e sequências disponíveis 
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publicamente (depositadas no Genbank). As sequências dos bancos de dados públicos foram 

selecionadas através da análise da publicação associada e da rastreabilidade do isolado 

utilizado. As sequências de bases nucleotídicas foram editadas no programa DNAstar 

(SeqMan) (DNASTAR Inc., Madison, Wis WI) e a qualidade de cada cromatograma foi 

avaliada. As sequências obtidas foram comparadas com as sequências depositadas no banco 

de dados Genbank utilizando a ferramenta BLASTN do servidor NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Em seguida, as sequências foram alinhadas na versão 

online do programa MAFFT (Katoh et al. 2017). A árvore filogenética foi construída a partir do 

resultado dos alinhamentos baseada no método probabilístico de Máxima Verossimilhança 

(Maximum Likelihood - ML) utilizando o programa PHYML (Guindon & Gascuel, 2003). A 

consistência da topologia da árvore foi testada através de 1000 réplicas de bootstrap 

(Felsenstein, 1985) assumindo valores a partir de 70% como confiável. A escolha do modelo 

evolutivo de substituição nucleotídica foi feita utilizando o programa jModelTest versão 2.1 

(Darriba et al., 2012). O modelo mais adequado para as sequências dos dois marcadores 

utilizados de acordo com o critério de informação Akaike (AIC) foi GTR+I+G (sítios 

invariáveis (I) + 4 parâmetros de distribuição gamma (G) (Posada et al., 2008). 
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IV. Resultados 

1. Filogenia da Subfamília Leishmaniinae 

 

 A subunidade menor do RNA ribossomal já foi empregada não só em estudos de 

identificação assim como na análise filogenética do gênero Leishmania (Espinosa et al., 2016; 

Kostygov & Yurchenko, 2017), mas os estudos relatam que esta região só permite a 

identificação ao nível de gênero. Entretanto, pode ser bastante útil para estudar as relações 

filogenéticas entre táxons de outras subfamílias (Van Eys et al.,1992; Lachaud et al., 2002; 

Schönian et al., 2003; Disch et al., 2005; Bensoussan et al., 2006). Já o gene gGAPDH é 

pouco empregado na identificação taxonômica e nas relações filogenéticas de Leishmania mas 

apresenta uma boa resolução filogenética entre os demais táxons da família Trypanosomatidae 

(Hamilton et al., 2004, 2007; Stevens et al., 2008). 

Por este motivo, nesse estudo geramos sequências das espécies dos gêneros 

Leishmania, Paraleishmania e Endotrypanum (nomen dubium) para a região V7/V8 

SSUrRNA e para o gene gGAPDH (Quadro 2).  

  As sequências de gGAPDH e V7/V8 SSUrRNA foram geradas para 18 espécies dos 

gêneros Leishmania, Paraleishmania e Endotrypanum (nomen dubium), o que nos permitiu 

uma análise conjunta com as espécies monoxênicas. É importante ressaltar que as espécies 

Paraleishmania deanei (IOCL 1530), Paraleishmania hertigi (IOCL 2277), Endotrypanum 

colombiensis (IOCL 1245) e Endotrypanum equatorensis (IOCL 889) ainda não passaram por 

revisão taxonômica e continuam depositadas na Coleção de Leishmania do IOC como 

Leishmania deanei, Leishmania hertigi, Leishmania colombiensis e Leishmania equatorensis. 

Neste estudo, utilizamos a nova classificação para facilitar o entendimento e as análises.  

 

 

Identificador 

 

Espécie 

 

Local de 

isolamento 

 

Gene 

 

IOCL 240 

 

Leishmania panamensis 

 

Honduras 

El Paraíso 

 

gGAPDH 

 

IOCL 563 

 

Leishmania donovani 

 

Etiópia 

 

V7V8 SSU rRNA e 

gGAPDH 

 

IOCL 568 

 

Leishmania venezuelensis 

 

Venezuela 

 

gGAPDH 
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IOCL 571 

 

Leishmania tropica 

 

URSS 

 

V7V8 SSU rRNA 

 

IOCL 583 

 

Leishmania pifanoi 

 

Venezuela 

 

V7V8 SSU rRNA 

 

IOCL 729 

 

Leishmania amazonensis 

 

Brasil 

 

V7V8 SSU rRNA 

 

IOCL 889 

 

Endotrypanum equatorensis 

 

Equador 

 

V7V8 SSU rRNA e 

gGAPDH 

 

IOCL 1245 

 

Endotrypanum colombiensis 

 

Panamá 

 

V7V8 SSU rRNA e 

gGAPDH 

 

IOCL 1266 

 

Leishmania lainsoni 

 

Brasil 

 

V7V8 SSU rRNA 

 

IOCL 1530 

 

Paraleishmania deanei 

 

Brasil 

Pará 

 

V7V8 SSU rRNA e 

gGAPDH 

 

IOCL 2274 

 

Leishmania hoosgstrali 

 

Sudão 

 

V7V8 SSU rRNA  

 

IOCL 2277 

 

Paraleishmania hertigi 

 

Panamá 

 

 

V7V8 SSU rRNA e 

gGAPDH 

 

IOCL 2279 

 

Leishmania tarentolae 

 

Argélia 

 

V7V8 SSU rRNA e 

gGAPDH 

 

IOCL 2334 

 

Leishmania guyanensis 

 

Brasil 

 

gGAPDH 

 

IOCL 3034 

 

Leishmania infantum 

 

Paraguai 

 

V7V8 SSU rRNA e 

gGAPDH 

 

IOCL 3310 

 

 

Leishmania naiffi 

 

Brasil 

 

V7V8 SSU rRNA  

 

 IOCL 3451  

 

Leishmania braziliensis 

 

Brasil 

 

V7V8 SSU rRNA e 

gGAPDH 

 

COLPROT 151 

 

Endotrypanum monterogeii 

 

Costa Rica 

 

V7V8 SSU rRNA 
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Quadro 2. Lista das espécies de Leishmania, Paraleishmania e Endotrypanum amplificadas e sequenciadas neste 

estudo. 

 Com base nos critérios que vêm sendo utilizados na literatura e nos estudos 

filogenéticos, as nossas análises foram realizadas por uma clusterização hierárquica. 

Avaliamos a estrutura produzida a partir do método de máxima verossimilhança (ML) e com 

matriz de distância Kimura-2-parâmetros utilizando 1000 réplicas de bootstrap assumindo 

valores a partir de 70% como confiáveis (Figuras 3, 4 e 5). Para uma melhor compreensão, os 

resultados foram discutidos por gêneros.  

 

 

Figura 3. Análise de Máxima Verossimilhança para o gene gGAPDH. Àrvore filogenética baseada no método 

probabilístico de Máxima Verossimilhança (Maximum Likelihood - ML) para o gene gGAPDH utilizando o programa 

PHYML. O modelo utilizado nesta análise foi GTR+I+G de acordo com o critério de informação Akaike (AIC). Os 

losângulos indicam as sequências geradas neste trabalho. 
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Figura 4. Análise de Máxima Verossimilhança (ML) para a região V7/V8 SSUrRNA. Àrvore filogenética baseada no 

método probabilístico de Máxima Verossimilhança (Maximum Likelihood - ML) para a região V7/V8 SSUrRNA utilizando 

o programa PHYML. O modelo utilizado nesta análise foi GTR+I+G de acordo com o critério de informação Akaike (AIC). 

Os losângulos indicam as sequências geradas neste trabalho. 
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Figura 5. Análise de Máxima Verossimilhança (ML) das sequências concatenadas de gGAPDH e V7/V8 SSUrRNA. 

Árvore filogenética baseada no método probabilístico de Máxima Verossimilhança (Maximum Likelihood - ML) para as 

sequências concatenadas dos genes gGAPDH e V7/V8 SSUrRNA utilizando o programa PHYML. O modelo utilizado nesta 

análise foi GTR+I+G de acordo com o critério de informação Akaike (AIC). 
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1.1. Gênero Leishmania 

 

 Visando analisar a filogenia do gênero Leishmania selecionamos um único 

representante de cada espécie disponível na Coleção de Leishmanias do Instituto Oswaldo 

Cruz (CLIOC). Usando sequências parciais dos genes gGAPDH e V7/V8 SSUrRNA foram 

analisadas espécies dos 4 subgêneros de Leishmania: L. (Leishmania), L. (Viannia), L. 

(Sauroleishmania) e L. (Mundinia), o mais novo subgênero descrito e que alberga a espécie L. 

enriettii. As sequências das espécies que por alguma razão metodológica (dificuldade de 

amplificação do marcador ou dificuldade em gerar sequências passíveis de serem alinhadas) 

não foram possíveis sequenciar foram retiradas do banco de dados Genbank quando 

disponíveis. Para o gene gGAPDH foram analisados os representantes dos complexos L. 

mexicana, L. major e L. donovani pertencentes ao subgênero Leishmania.  Para a região 

V7/V8 SSUrRNA, foi possível analisar todos os complexos do subgênero (Quadro 3). 

 

Subgênero Leishmania 

gGAPDH V7/V8 SSUrRNA 

 

 

Complexo L. mexicana: 

L. mexicana (XM003877392) 

 

Complexo L. mexicana (0,0%): 

L. mexicana (KF302741) 

L. amazonensis (IOCL 729) 

L. pifanoi (IOCL 583) 

L. venezuelensis (IOCL 568) 

 

Complexo L. major: 

L. major (AF047497) 

 

Complexo L. major: 

L. major (FJ263545) 

 

Complexo L. donovani (0,2%): 

L. donovani (IOCL 563) 

L. infantum (IOCL 3034) 

 

Complexo L. donovani (0,0%): 

L.donovani (IOCL 563) 

L. infantum (IOCL 3034) 

 

_____ 

 

Complexo L. tropica (0,7%): 

L. tropica (IOCL 571) 

L. aethiopica (GQ920678) 
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Quadro 3. Espécies do subgênero Leishmania analisados pelos genes gGAPDH e V7/V8 SSUrRNA. O número entre 

parêntesis indica a divergência genética entre as espécies dos complexos.  

 

 Foi possível observar que o gene gGAPDH analisado isoladamente e de forma 

concatenada resultou em uma boa separação dos subgêneros e dos complexos de espécies, 

mas uma incongruência foi observada com relação a espécie L. major. A espécie mostra uma 

proximidade filogenética entre as espécies do subgênero Sauroleishmania. Além disso, a 

região V7/V8 SSU rRNA apresentou baixos valores de divergências genéticas entre as 

espécies do subgênero Leishmania (variando de 0,0-1,4%).  

 O gene gGAPDH resultou em uma divergência genética de 0,2% entre a espécie L. 

infantum e L. donovani e em uma divergência de 4,5% entre L. donovani e L. mexicana. As 

maiores divergências genéticas observadas estão entre as espécies L. donovani e L. major 

(5,9%), L. infantum e L. major (6,1%) e entre L. mexicana e L. major (6,3%). Também foi 

possível analisar as maiores e menores divergências entre o subgênero Leishmania e os outros 

subgêneros neste gene. As espécies L. hoogstrali e L. mexicana resultaram na maior 

divergência genética (9,0%) e L. hoogstrali e L. major nas menores (3,8%) entre os 

subgêneros Leishmania e Sauroleishmania. Enquanto L. guyanensis e L. major apresentaram 

a maior divergência genética (13,2%) e L. braziliensis e L. mexicana (10,2%), que foi a menor 

entre os subgêneros Leishmania e Viannia. A espécie L. enrietti, pertencente ao subgênero 

Mundinia, apresenta a menor divergência entre a espécie L. donovani (7,0%) e a maior (8,3%) 

entre a espécie L. major.  

Dentro do subgênero Leishmania, a região V7/V8 SSUrRNA não demonstrou 

divergência genética entre as espécies dos complexos L. mexicana e L. donovani e resultou 

em uma divergência de 0,7% entre as espécies do complexo L. tropica. As maiores 

divergências genéticas (1,4%) observadas nesta região estão entre as espécies L. donovani e L. 

aethiopica e entre L. infantum e L. aethiopica. As mesmas divergências foram observadas 

entre estas espécies. Além disso, não foram observadas divergências genéticas entre a espécie 

L. major e as espécies do complexo L. mexicana. A espécie L. major resulta em uma 

divergência de 0,7% entre as espécies L. donovani e L. infantum e a mesma divergência foi 

apresentada entre L. aethiopica e L. major.  

Também é importante salientar que procuramos selecionar para este estudo as espécies 

que já haviam passado por uma curadoria nos trabalhos anteriores do grupo de pesquisa. No 

entanto, são raros os estudos de identificação de Leishmania baseados nos genes gGAPDH e 

V7V8. Sendo assim, a cepa representante da espécie L. forattinii (IOCL 0067), sequenciada e 

analisada com base nos dois genes, resultou na menor divergência genética de (17,1%) com 
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Leishmania infantum no gene gGAPDH e de 15% na região V7/V8 SSUrRNA. Além disso, a 

sequência obtida foi idêntica a sequência de Herpetomonas samuelpessoai, indicando um 

problema na identificação da cepa IOCL 0067 (Figuras 6, 7 e 8).  

 

Subgênero Sauroleishmania 

gGAPDH V7/V8 SSUrRNA 

 

L. tarentolae (IOCL 2279) 

 

L. tarentolae (IOCL 2279) 

 

L. hoogstrali (KX790729) 

 

L. hoogstrali (IOCL 2274) 

 

L. adleri (KX790727) 

 

L. adleri (M80291) 

 

L. gymnodactly (KX790728) 

 

L. gymnodactly (KX790780) 

 

Quadro 4. Espécies do subgênero Sauroleishmania analisados pelos genes gGAPDH e V7/V8 SSUrRNA.  

 

 As espécies do subgênero Sauroleishmania analisadas para o gene gGAPDH resultam 

em uma divergência genética que vai de 1,4-2,3%. As divergências foram bem menores para a 

região V7/V8, variando de 0,0-0,3%. O clado que suporta os subgêneros Leishmania e 

Sauroleishmania apresenta altos valores estatísticos por bootstrap entre eles, embora L. major 

não tenha se posicionado como esperado. A sequência de L. major resulta em uma 

divergência genética que varia de 3,8-4,2% entre as espécies do subgênero Sauroleishmania 

para o gene gGAPDH. Sendo a menor divergência genética apresentada entre as espécies L. 

hoogstrali e L. major (3,8%) e a maior entre as espécies L. tarentolae e L. major (4,2%). As 

espécies L. gymnodactly e L. adleri apresentaram a mesma divergência genética (4,0%) com 

L. major. Já a região V7/V8 não apresenta divergências genéticas entre as espécies L. 

tarentolae, L. hoogstrali, L. adleri, L. gymnodactly e L. major.  

 

Subgênero Viannia 

 

gGAPDH 

 

V7/V8 SSUrRNA 

 

Complexo L. braziliensis: 

  

Complexo L. braziliensis: 
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L. braziliensis (IOCL 3451) L. braziliensis (IOCL 3451) 

 

Complexo L. guyanensis (0,9%): 

L. guyanensis (IOCL 2334) 

L. panamensis (IOCL 240) 

 

Complexo L. guyanensis: 

L. guyanensis (KF302743) 

 

 

L. lainsoni (KP197180) 

 

L. lainsoni (IOCL 1266) 

 

L.naiffii (KX90730) 

 

L.naiffii (IOCL 3310) 

 

Quadro 5. Representantes do subgênero Viannia analisados pelos genes gGAPDH e V7/V8 SSUrRNA.  

 

  O gene gGAPDH resultou em uma divergência de 0,9-2,5% entre as espécies do 

subgênero Viannia (L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. lainsoni e L. naiffii). As 

menores divergências genéticas foram observadas entre as espécies L. naifii e L. braziliensis 

(0,9%) e entre L. panamensis e L. guyanenis (0,9%) e a maior divergência genética foi 

observada entre L. guyanensis e L. lainsoni (2,5%). Já a região V7V8 não apresentou 

divergência genética entre as espécies analisadas. Tanto o gene gGAPDH quanto a região 

V7/V8 mostram um clado bem definido do subgênero Viannia com altos valores de suporte 

por bootstrap, mas com divergência intraespecífica baixa ou inexistente, impedindo a 

identificação ao nível específico, com exceção da espécie L. lainsoni no gene gGAPDH.  Um 

clado robusto para o subgênero Viannia também foi observado na análise concatenada. 

 

gGAPDH V7/V8 SSUrRNA 

 

L. enriettii (KX790725) 

 

L. enriettii (KF041798) 
 

Quadro 6. Representante do subgênero Mundinia analisados pelos genes gGAPDH e V7/V8 SSUrRNA.  

 

 O gene gGAPDH apresenta a menor divergência genética (7,0%) entre L. enriettii e L. 

infantum e entre L. enriettii e L. donovani. Curiosamente a menor divergência apresentada foi 

a mesma entre estas espécies. A região V7/V8 analisada isoladamente demonstra uma 

divergência genética de 0,7% entre L. enrietti e outras espécies dos subgêneros Leishmania, 

Sauroleishmania e Viannia: L. mexicana, L. amazonensis, L. pifanoi, L. tarentolae, L. adleri, 

L. brazieliensis, L. lainsoni, L. guyanensis, L. naifii. A análise concatenada não apresentou 
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suporte estatísco igual ou maior que 70% no clado que sustenta a espécie L. enriettii apesar da 

espécie estar posicionada de forma basal ao gênero Leishmania. 

 

1.2. Gênero Paraleishmania 

 

 Neste trabalho, foi possível analisar as espécies Paraleishmania deanei (IOCL 1530) e 

Paraleishmania hertigi (IOCL 2277). O gene gGAPDH resultou em uma divergência genética 

de 0,5% entre as espécies e a região V7/V8 não apresentou divergências entre elas. Ainda foi 

possível observar divergências genéticas que variam de 10,8-12,5% entre o gênero 

Paraleishmania e o gênero Endotrypanum no gene gGAPDH e divergências genéticas que 

variam de 2,5%-2,8% na região V7/V8. Todas as análises resultaram em altos valores de 

suporte por bootstrap para o clado que inclui gênero Paraleishmania e o gênero 

Endotrypanum (nomen dubium) indicando uma proximidade filogenética entre eles, embora 

com alto valor de divergência genética entre eles. O gene gGAPDH mostrou divergências 

genéticas que variam de 9,6-16,0% entre o gênero Paraleishmania e o gênero Leishmania, 

sendo a menor divergência (9,6%) entre as espécies L. infantum e P. deanei e a maior entre as 

espécies L. guyanensis e P. deanei (16,0%). A região V7/V8 resulta em uma divergência que 

varia de 2,0-4,7% entre o gênero Paraleishmania e o gênero Leishmania. As menores 

divergências genéticas estão entre a espécie L. major e P. deanei e entre L. major e P. hertigi 

(2,0%). A maior divergência genética (4,7%) está entre as espécies P. deanei e L. donovani e 

P. hertigi e L. donovani assim como estão entre L. guyanensis, L. infantum, L. braziliensis, L. 

lainsoni, e L.naifii.  

1.3. Gênero Endotrypanum (nomen dubium):  

 O status taxonômico do gênero ainda não foi esclarecido e permanece em discussão. A 

COLPROT só possui um depósito da espécie Endotrypanum monterogeii (COLPROT 151) e 

sua amplificação e sequenciamento só foi possível na região V7/V8. As outras espécies deste 

gênero que foram sequenciadas neste trabalho estão depositadas na CLIOC - Endotrypanum 

colombiensis (IOCL 1245) e Endotrypanum equatorensis (IOCL 889) e outras foram obtidas 

no banco de dados Genbank. O gene gGAPDH resultou em uma divergência genética que 

varia de 0,0-4,7% entre as espécies E. monterogeii (KX790716), E. herreri (KX790704), E. 

colombiensis (IOCL 1245), E. equatorensis (IOCL 889) e E. schaudinni (KX790715). Já a 

região V7V8 demonstra uma divergência genética de 0,0-0,8% entre as espécies E. 

monterogeii (COLPROT 151), E. schaudinni (KX790771), E. colombiensis (IOCL 1245), E. 
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equatorensis (IOCL 889). As espécies E. monterogeii e E. schaudinni não apresentaram 

divergência genética entre elas nas análises dos dois genes. A maior divergência genética foi 

apresentada entre E. herreri e E. colombiensis (4,7%) no gene gGAPDH e entre as espécies E. 

herreri e E. colombiensis, E. herreri e E. schaudini, E. herreri e E. monterogeii (0,7%) na 

região V7/V8.  

 Ao analisarmos as divergências entre os gêneros Endotrypanum e Paraleishmania foi 

observado uma divergência que varia entre 10,8-12,5% no gene gGAPDH e uma divergência 

que varia de 2,5-2,8% na região V7/V8 (como foi dito na seção anterior). O gene gGAPDH 

resultou na menor divergência genética entre as espécies E. equatorensis e P. deanei (10,8%) 

e a maior (12,5%) entre as espécies E. herreri e P. hertigi. Já a região V7/V8 mostra as 

menores divergências genéticas (2,5%) entre as espécies E. equatorensis e P. deanei e E. 

equatorensis e P. hertigi. As espécies E. herreri e P. deanei e E. herreri e P. hertigi também 

apresentaram a mesma divergência entre elas. As maiores divergências (2,8%) estão entre as 

espécies E. colombiensis e P.deanei, E. colombiensis e P. hertigi e entre E. schaudini e P. 

deanei e E. schaudini e P. hertigi. No entanto, o gene gGAPDH mostra divergências 

genéticas que variam de 10,8-17,4% entre o gênero Endotrypanum e o gênero Leishmania, 

sendo a menor divergência (10,8%) entre as espécies L. infantum e E. equatorensis e a maior 

entre as espécies L. panamenis e E. herreri (17,4%). A região V7/V8 resulta em uma 

divergência que varia de 2,0-6,6% entre o gênero Endotrypanum e o gênero Leishmania. As 

menores divergências genéticas estão entre as espécies L. major e E. herreri e as maiores se 

encontram entre E. colombiensis e L. donovani e E. colombiensis e L. infantum (6,6%).   

   

2. Identificação taxonômica de tripanossomatídeos isolados da ordem Lepidoptera 

 

A identificação taxonômica de 33 isolados da ordem Lepidoptera (Quadro 7) foi 

realizada através da análise das sequências dos genes empregados anteriormente.  

 

Identificador do 

isolado 

Hospedeiro 

 

Identificação 

Taxonômica do 

isolado 

 

Local de 

coleta 

Alvos   

sequenciados 

 

 

LEIP 189 

 

Lepidoptera 

Aphrissa statira 

 

 

 

OTU V 

(Trypanosomatidae sp.) 

 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA 

e gGAPDH 
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LEIP 284 

 

Lepidoptera 

Phoebis sennae 

 

 

 

OTU I 

(Crithidia sp1) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA 

 

 

 

LEIP 290 

 

Lepidoptera 

Protesilaus sp. 

 

 

 

 

 

  OTU II 

(Crithidia sp2) 

 

 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

 

gGAPDH 

 

LEIP 549 

 

Lepidoptera 

 

 

OTU IV 

(Crithidia sp4) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

 

V7/V8 

SSUrRNA 

 

LEIP 555 

 

Lepidoptera 

 

OTU III 

(Crithidia sp3) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

gGAPDH 

 

 

 

COLPROT 730 

 

 

Lepidoptera 

Aphrissa statira 

 

 

 

 

 

OTU V 

(Trypanosomatidae sp.) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 

 

COLPROT 731 

 

Lepidoptera, 

Aphrissa statira 

 

 

 

OTU II 

 (Crithidia sp2) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA 

e gGAPDH 

 

 

 

COLPROT 732 

 

 

Lepidoptera 

Aphrissa statira 

 

 

 

 

 

 

OTU II 

 (Crithidia sp2) 

 

 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

 

V7/V8 

SSUrRNA 
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COLPROT 733 

 

Lepidoptera 

Phoebis sennae 

 

 

 

 

 

OTU I 

(Crithidia sp1) 

 

 

 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

 

 

V7/V8 

SSUrRNA 

e gGAPDH 

 

 

COLPROT 734 

 

Lepidoptera 

Protesilaus sp. 

 

 

 

 

OTU II 

 (Crithidia sp2) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA 

e gGAPDH 

 

 

COLPROT 735 

 

Lepidoptera 

Protesilaus sp. 

 

 

 

OTU V 

(Trypanosomatidae sp.) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 

 

 

COLPROT 736 

 

Lepidoptera 

Protesilaus sp. 

 

 

OTU II 

 (Crithidia sp2) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA 

 

 

COLPROT 738 

Lepidoptera, 

Phoebis sennae 

 

 

 

 

OTU V 

(Trypanosomatidae sp.) 

 

 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

 

V7/V8 

SSUrRNA 

 

 

 

COLPROT 739 

 

 

Lepidoptera 

Phoebis argante 

 

 

 

 

 

OTU V 

(Trypanosomatidae sp.) 

 

 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 
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COLPROT 741 

 

Lepidoptera, 

Aphrissa statira 

 

 

 

 

 

OTU II 

(Crithidia sp2) 

 

 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 

 

 

COLPROT 742 

 

Lepidoptera 

Phoebis sennae 

 

 

 

 

OTU VI 

(Strigomonas sp.) 

 

 

 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 

 

COLPROT 743 

 

     Lepidoptera 

Eunica amycla 

 

 

 

 

Crithidia mellificae 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

gGAPDH 

 

 

COLPROT 745 

 

Lepidoptera 

Phoebis philea 

 

 

 

 

OTU V 

(Trypanosomatidae 

sp.). 

 

 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 

 

COLPROT 747 

 

Lepidoptera 

 

OTU II 

(Crithidia sp2) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

gGAPDH 

 

COLPROT 748 

 

Lepidoptera 

 

OTU V 

(Trypanosomatidae sp.) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

gGAPDH 

 

COLPROT 749 

 

Lepidoptera 

Euritides dolicaon 

 

OTU V 

(Trypanosomatidae sp.) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 

 

 

COLPROT 752 

Lepidoptera 

Aphrissa statira 

 

 

 

 

 

 

OTU V 

(Trypanosomatidae sp.) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 
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COLPROT 753 

 

Lepidoptera 

Protesilaus sp. 

 

 

 

 

 

OTU V 

(Trypanosomatidae sp.) 

 

 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA 

 

 

 

COLPROT 757 

 

Lepidoptera 

Protesilaus sp. 

 

 

 

 

OTU II 

(Crithidia sp2) 

 

 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 

 

COLPROT 758 

 

Lepidoptera 

Phoebis sennae 

 

 

 

OTU II 

(Crithidia sp2) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 

 

COLPROT 759 

 

Lepidoptera 

 

 

OTU II 

(Crithidia sp2) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 

 

COLPROT 760 

Lepidoptera 

Euritides dolicaon 

 

OTU V 

(Trypanosomatidae sp.) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

gGAPDH 

 

COLPROT 763 

 

Lepidoptera 

 

 

OTU I 

(Crithidia sp1) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 

 

COLPROT 766 

 

Lepidoptera 

 

 

OTU II 

(Crithidia sp2) 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7V8 SSU 

rRNA e gGAPDH 

 

 

COLPROT 768 

 

Lepidoptera 

Aphrissa statira 

 

 

 

OTU I 

(Crithidia sp1) 

 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA e 

gGAPDH 
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   COLPRTOT 863 

 

Lepidoptera 

Euselasia sp. 

 

 

Crithidia insperata 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

V7/V8 

SSUrRNA 

 

COLPROT 864 

 

Lepidoptera 

 

Crithidia mellificae 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

gGAPDH 

 

  COLPROT 865 

           Lepidoptera 

Magneuptychia sp. 

 

Crithidia thermophila 

 

Brasil –AM 

Nova Airão 

(Parna Jaú) 

 

  V7/V8 SSUrRNA 

 

Quadro 7. Lista das amostras identificadas para cada alvo molecular 

 

Visando a identificação taxonômica dos novos isolados, as sequências obtidas neste 

estudo foram comparadas com sequências disponíveis em banco de dados (Genbank) (Anexo 

I e Anexo II). 

Em seguida, avaliamos a estrutura de clusterização hierárquica produzida a partir do 

método de máxima verossimilhança (ML) e com matriz de distância Kimura-2-parâmetros 

utilizando 1000 réplicas de bootstrap e considerando valores a partir de 70% como confiáveis. 

Para uma melhor compreensão das identificações taxonômicas dos isolados, os resultados 

foram relatados e discudidos por gêneros (Figuras 6, 7 e 8).  
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Figura 6. Análise de Máxima Verossimilhança (ML) para o gene gGAPDH. Árvore filogenética baseada no método 

probabilístico de Máxima Verossimilhança (Maximum Likelihood – ML) para o gene gGAPDH utilizando o programa 

PHYML. O modelo utilizado nesta análise foi GTR+I+G de acordo com o critério de informação Akaike (AIC). Os 

losângulos indicam as sequências geradas neste trabalho. 
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Figura 7. Análise de Máxima Verossimilhança (ML) para o gene V7/V8 SSUrRNA. Árvore filogenética baseada no 

método probabilístico de Máxima Verossimilhança (Maximum Likelihood - ML) para a região V7/V8 SSUrRNA utilizando o 

programa PHYML. O modelo utilizado nesta análise foi GTR+I+G de acordo com o critério de informação Akaike (AIC). Os 

losângulos indicam as sequências geradas neste trabalho. 
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Figura 8. Análise de Máxima Verossimilhança (ML) das sequências concatenadas de gGAPDH e V7/V8 SSUrRNA. 

Árvore filogenética baseada no método probabilístico de Máxima Verossimilhança (Maximum Likelihood - ML) para as 

sequências concatendas dos genes gGAPDH e V7/V8 SSUrRNA utilizando o programa PHYML. O modelo utilizado nesta 

análise foi GTR+I+G de acordo com o critério de informação Akaike (AIC). Os losângulos indicam as sequências geradas 

neste trabalho.  
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2.1. Gênero Crithidia:  

 

Os isolados de Lepidoptera COLPROT 768, 763 e 733 apresentaram uma divergência 

genética de 0,0-0,2% entre si no alvo gGAPDH. Além destes, foi possível a amplificação e 

sequenciamento de um outro isolado (LEIP 284) no gene V7/V8 SSUrRNA. As análises não 

demonstraram nenhuma divergência genética entre COLPROT 768, 763, 733 e LEIP 284 

neste gene. Com base no resultado dos dois alvos analisados podemos concluir que são 

isolados de uma mesma espécie.  

 A identidade deste grupo foi também analisada entre as espécies já descritas na 

literatura pela ferramenta BLAST (Anexo II) e pela análise das divergências genéticas intra e 

interespecíficas. As divergências genéticas interespecíficas apresentaram maior identidade 

entre as espécies Crithidia expoeki (4,0%) e Crithidia mellificae (4,1%) no gene gGAPDH e 

uma identidade genética de 0,8% entre a espécie Crithidia bombi e de 1,2% entre a espécie 

Crithidia expoeki na região V7/V8. Uma intensa busca na literatura dos principais autores 

estudiosos destes tripanossomatídeos foi realizada para que pudéssemos definir estes isolados. 

No entanto, não existe um padrão de divergência genética a ser adotado para identificação 

taxonômica dos tripanossomatídeos. Sendo assim, observamos que a menor divergência 

genética já estabelecida na literatura entre as diferentes espécies do gênero Crithidia era de 

2,1% no gene gGAPDH. Por isso, estabelecemos que os isolados que apresentaram uma 

divergência genética maior que 2,1% nas análises entre as sequências das espécies já 

definidas e conhecidas sugerem a existência de novas OTUs (Operational Taxonomic Unit). 

Optamos por nos basear na divergência genética resultada no gene gGAPDH para 

identificação de novos isolados porque a região V7/V8 SSUrRNA não demonstrou 

agrupamentos compatíveis quanto aos gêneros e espécies estudados na subfamília 

Leishmaniinae. No entanto, este critério adotado não se aplica para outros gêneros da família 

Trypanosomatidae. Um exemplo disso é a baixa divergência genética (0,2%) observada entre 

espécies de Leishmania, como L. infantum e L. donovani, no gene gGAPDH. Além disso, é 

importante ressaltar que quando analisamos apenas a região V7/V8, este critério também não 

pode ser adotado, uma vez que ele foi estabelecido com base no gene gGAPDH. 

 Portanto, os isolados COLPROT 768, 763, 733 e LEIP 284 são representantes da 

primeira OTU (OTU I) e candidatos a uma nova espécie de Crithidia (Crithidia sp1).  

 Um outro grupo é representado pelos isolados LEIP 290, COLPROT 766, 747, 731, 

732, 734, 736, 741, 747, 757, 758, 759 e 766. O gene gGAPDH apresenta uma divergência 

genética de 0,0-4,7% entre os isolados COLPROT 290, 731, 734, 741, 747, 757, 758, 759 e 
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766 e a região V7V8 resultou em uma divergência que varia de 0,0-2,9% entre os isolados 

731, 732, 734, 736, 741, 747, 757, 758, 759 e 766. A identidade deste grupo foi também 

analisada entre as espécies já descritas na literatura. Os isolados apresentaram maior 

identidade genética (4,7-5,1%) com a espécie Crithidia expoeki no gene gGAPDH e uma 

identidade genética que varia de 0,8-1,6% também entre a espécie Crithidia expoeki na região 

V7/V8. Por este motivo, consideramos que estes isolados são representantes de uma segunda 

OTU (OTU II) e candidados a uma outra espécie do gênero Crithidia (Crithidia sp2). 

 Considerando que ambas OTUs apresentaram proximidade com C. expoeki, 

comparamos também a divergência genética interespecífica das duas OTUs que variou 

aproximadamente 4,9% no gene gGAPDH e aproximadamente 8,3% na região V7/V8 entre 

os isolados da OTUI e os isolados da OTUII. A proposição de novas OTUs é sustentada pelos 

valores de divergências genéticas observados entre elas e pela formação de clados 

monofiléticos na reconstrução filogenética. A árvore concatenada separa as OTUs em dois 

grupos com suporte estatístico de 99% por bootstrap justificando a proposição de duas OTUs.  

 A amplificação e sequenciamento de alguns isolados só foi possível para um único 

gene. O isolado LEIP 555, por exemplo, foi analisado somente no gene gGAPDH. O mesmo 

apresenta a menor divergência genética (2,9%) com Crithidia thermophila (KY264932). A 

ferramenta BLAST também apresentou uma identidade genética de 97% com a espécie C. 

thermophila (Anexo II). Em relação à identificação de espécies já descritas, acreditamos que 

a divergência genética resultada pelo gene gGAPDH indica a presença de uma nova OTU 

(OTU III) e o isolado seja um candidato a uma nova espécie do gênero Crithidia (Crithidia 

sp3). 

 Outros dois isolados (COLPROT 743 e 864) também foram analisados somente no 

gene gGAPDH e uma identidade genética de 0,4-0,5% foi observada entre estas amostras e a 

espécie Crithidia mellificae (KJ713357). Esses valores permitem sugerir que os isolados 

COLPROT 743 e 864 são cepas de Crithidia mellificae, encontradas em borboletas. 

 Os isolados LEIP 549, COLPROT  863 e 865 foram analisados somente para a região 

V7/V8 SSUrRNA. As espécies Crithidia thermophila (KY264937), Crithidia insperata 

(EU079125), COLPROT 863 e COLPROT 865 apresentam uma divergência genética que 

varia de 0,0-0,7% nesta região. A região analisada não apresentou divergência genética entre 

o isolado COLPROT 865 e a espécie Crithidia thermophila (KY264937), assim como não 

houve divergência genética entre o isolado COLPROT 863 e a espécie Crithidia insperata 

(EU079125). A ferramenta BLAST resultou em uma identidade genética de 99,73% entre 

COLPROT 863 e a espécie Crithidia insperata e 99,60% entre COLPROT 865 e a espécie 
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Crithidia thermophila (Anexo II). Considerando que as divergências genéticas apresentadas 

por esta região entre os isolados e as duas espécies já estabelecidas na literatura e depositadas 

no banco de dados Genbank foram muito baixas, determinarmos que o isolado COLPROT 

863 seja passível de ser uma Crithidia insperata e o isolado 865 seja uma Crithidia 

thermophila.  É importante ressaltar que estamos analisando um único gene e devemos 

considerar que a divergência entre espécies analisadas apenas pela região V7/V8 é mais baixa 

ou inexistente.  

  Além disso, foi observada uma divergência genética interespecífica que varia de 1,7-

2,2% entre LEIP 549, COLPROT 863, 865, Crithidia insperata e Crithidia thermophila 

apenas na região V7/V8. A ferramenta BLAST também mostra uma identidade genética de 

98,26% entre o isolado LEIP 549 e a espécie C. insperata (Anexo II). Levando em conta que 

a divergência nesta região é baixa ou inexistente, a divergência genética apresentada pelo 

isolado LEIP 549 indica que ele seja um representante de uma nova OTU (OTU IV) e um 

candidato a uma nova espécie de Crithidia (Crithidia sp4). Neste caso, a utilização de outros 

marcadores moleculares ou análises filogenéticas mais robustas serão necessárias para uma 

melhor compreensão das relações filogenéticas entre esses isolados.  

  

 2.2. Identificação de tripanossomatídeos com potencial a novos gêneros: 

 

 Não foi observado divergências genéticas entre os isolados LEIP 189, COLPROT 

752, 730, 760, 749, 748, 745, 739, 753 e 735. Os isolados aparecem agrupados em um clado 

monofilético e apresentam uma divergência genética que varia de 9,0-15,0% quando 

comparamos com as demais sequências de tripanossomatídeos depositados no banco de dados 

Genbank (Anexo II). Os tripanossomatídeos foram corados com giemsa e pela microscopia 

de luz foi possível observar o cinetoplasto e suas formas coanomastigotas (resultados gerados 

pelo Dr. André Borges Veloso – Figura 9). No entanto, as sequências analisadas não 

sustentam a classificação destes isolados com nenhuma espécie descrita. Por este motivo, 

consideramos que este grupo de isolados correspondam a uma nova OTU (OTU V) e que este 

grupo seja um candidato a um novo gênero. 
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Figura 9. Microscopia de luz do isolado COLPROT 735 corado com Giemsa. Formas coanomastigotas identificadas 

em meio de cultura LIT (Liver Infusion Triptose). Resultado obtido pelo Dr. André Borges Veloso. 

 

Apesar de termos realizado uma análise entre estes isolados e as sequências depositadas 

no Genbank, cabe ressaltar que dependendo da distância genética entre os gêneros, pode haver 

saturação do marcador por conta de multiple hits e possíveis homoplasias. Por isso, valores 

altos de divergência devem ser vistos com cautela e integrados a outras análises.   

 

2.3. Gênero Strigomonas 

 

Com base nas análises das sequências do gene gGAPDH, as espécies de Strigomonas aqui 

analisadas (S. culicis, S. oncopelti e S. galati) apresentaram divergências genéticas que variam 

de 5,5-8,3%. O isolado COLPROT 742 apresentou uma divergência genética de 5,3% e 5,5% 

entre as espécies Strigomonas galati (HM593018) e Strigomonas oncopelti (EU079134), 

respectivamente. A região V7/V8 SSUrRNA também resultou na menor divergência entre o 

isolado LEIP 742 e a espécie Strigomonas galati (HM593010) (6,8%). A ferramenta BLAST 

mostra uma identidade de 94,54% entre o isolado e a espécie S. culicis no gene gGAPDH e 

uma identidade de 92,57% entre o isolado e a espécie S. galati na região V7/V8 (Anexo II). A 

análise das sequências concatenadas mostra um suporte de 80% por bootstrap entre a o clado 

que sustenta a espécie S. oncopelti e o clado que sustenta o isolado 742 e a espécie S. galati. 

No entanto, a análise concatenada não apresentou um suporte maior que 70% de bootstrap 

entre a espécie S. galati e o isolado.  

A partir da análise destes resultados, consideramos que o isolado LEIP 742 seja uma nova 

OTU (OTU VI) e um candidato a uma nova espécie do gênero Strigomonas mas é importante 

ressaltar que apenas o sequenciamento é insuficiente para descrição de novas espécies e 
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gêneros e que a apomorfia do gênero Strigomonas é a presença do endossionbionte bacteriano 

(Motta, 2010). Portanto, é imperativo a análise morfológica desse e de demais isolados.  
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V. Discussão 

Os alvos gGAPDH e V7/V8 SSU rRNA são genes de evolução lenta tornando-se mais 

adequados para estudos de organismos que divergiram ao longo de grandes escalas de tempo 

(Hamilton et al., 2004). Por este motivo, o emprego destes alvos para identificação das 

espécies de Leishmania é restrito já que a divergência genética entre espécies é baixa 

(Hamilton et al., 2004, 2007). Isso ficou claro no presente estudo, visto que os resultados não 

permitiram identificar as espécies de Leishmania com estes alvos, no entanto, a separação das 

espécies com robustez influencia na definição dos subgêneros por serem grupos 

filogeneticamente próximos. Foi possível observar que o gene gGAPDH permitiu uma boa 

distinção dos subgêneros, mas o mesmo não foi observado nas análises da região V7/V8 

SSUrRNA. Deschamps e colaboradores (2011) já haviam relatado que o gene 18S é incapaz 

de delinear relacionamentos filogenéticos.   

Os trabalhos baseados na identificação taxonômica de Leishmania mostram uma 

melhor resolução dos táxons através da utilização de sequências concatenadas de gGAPDH e 

V7/V8 SSUrRNA (Marcili et al., 2014) e isso foi possível observar nas nossas análises 

concatenadas baseadas na filogenia do gênero. No entanto, devemos ressaltar que analisar 

várias amostras de uma mesma espécie para um grupo restrito parece ter um melhor impacto 

na avaliação destes marcadores quanto ao potencial de definição (Zwickl & Hillis, 2002).  

Gênero Leishmania: 

Durante este estudo encontramos um depósito da cepa depositada como L. forattinii 

(IOCL 0067) que não apresentou divergências genéticas entre a espécie Herpetomonas 

samuelpessoai em todas as análises deste trabalho. A espécie L. forattinii (IOCL 0067) foi 

isolada do fígado e baço de um Didelphis marsupialis em uma busca por potenciais 

hospedeiros de Leishmania em áreas florestais brasileiras (Yoshida et al., 1979). Uma 

caracterização biológica, bioquímica e molecular preliminar posicionou este isolado no 

complexo L. mexicana. Posteriormente, análises de isoenzimas, anticorpos monoclonais e 

uma análise por kDNA distinguiu o isolado de outras espécies de Leishmania mas os 

resultados biológicos (cultivo in vivo e in vitro) mantiveram o posicionamento da espécie no 

complexo L. mexicana (Yoshida et al., 1993). Esta cepa registrada na CLIOC não é o depósito 

original por isso confirmamos que a cepa (IOCL 0067) corresponde a Herpetomonas 

samuelpessoai e sugerimos apenas a revisão do status taxonômico desta cepa depositada na 

CLIOC pois nossos resultados não permitem afirmar que L. forattinii não é um nome válido.   
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Subgênero Leishmania e Sauroleishmania: 

Em função da falta de um marcador padrão para a identificação de espécies de 

Leishmania observamos que existe uma diferença expressiva com relação ao número de 

sequências disponíveis por espécie, assim como entre as espécies que são analisadas por 

marcador.  

O complexo L. donovani é claramente delimitado por vários alvos. Poucos são os 

estudos que separam as espécies desse complexo (Schonian et al., 2010; Kuhls et al., 2013). 

Considerando nossos resultados, as espécies L. donovani e L. infantum não se separam na 

árvore hierárquica. Como já mencionado, os valores de divergência obtidos para os alvos 

avaliados (SSUrDNA e gGAPDH) não permitem distinguir as espécies mais próximas 

filogeneticamente e, portanto, esses alvos, individualmente ou em conjunto, não devem ser 

empregados para identificação de espécies de Leishmania. O uso destes alvos em conjunto foi 

apresentando em outro estudo avaliando várias sequências de espécies distintas de 

Leishmania, sugerindo inclusive que L. infantum e L. chagasi são espécies distintas  (Marcili 

et al., 2014), contrariando outros estudos (Mauricio et al., 2000; Kuhls et al., 2005 ). Além de 

considerarmos, como já foi dito, que os valores de divergência para estes marcadores são 

baixos para serem utilizados para identificação de espécies do gênero Leishmania, é 

importante mencionar que as sequências de L. infantum analisadas no trabalho de Marcili são 

todas idênticas entre si, assim como as de L. donovani. Um aspecto importante e que 

certamente se repetirá nas análises de outros grupos é a influência das cepas estudadas no 

agrupamento obtido assim como o número de espécies analisadas. Nas análises aqui obtidas 

temos uma única sequência de L. donovani originária da Etiópia e uma sequência de L. 

infantum isolada no Paraguai. Desta forma podemos garantir que os dois alvos aqui estudados 

não separam as duas espécies e reforçam a validação do complexo L. donovani. 

Outra questão importante a ser discutida neste trabalho é a proximidade filogenética da 

sequência de L. major entre as sequências das espécies do subgênero Sauroleishmania 

resultadas no gene gGAPDH e na análise concatenada dos genes. As sequências de 

Leishmania geradas neste estudo estão depositadas em uma Coleção Biológica (CLIOC). No 

entanto, também utilizamos sequências depositadas em banco de acesso público como a 

sequência de L.major. Sabemos que estas sequências nem sempre foram originadas por 

trabalhos que versam sobre identificação de Leishmania, além da falta de informação da cepa 

depositada. Alguns estudos têm apontado para o depósito de sequência erradas no Genbank, 
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questão que não parece ser rara. Os problemas incluem erros gerados pelo sequenciamento, 

mistura de amostras, contaminações e identificação incorreta das espécies. Dados errados 

resultam em confusões taxonômicas e filogenéticas e esses erros são dificilmente detectados 

(Aldecoa-Otalora et al., 2009; Shen et al 2013; Van der Auwera et al., 2013; Langdon 2014; 

Laurence et al 2014). 

Subgênero Viannia: 

 A proposta de classificação de Leishmania em subgêneros é relatada nos diversos 

estudos que usam MLEE ou análises moleculares (Cupolillo et al 1994, Schonian et al., 2010; 

Kulhs et al., 2013). Embora a classificação das Leishmania spp. de lagartos ainda seja 

discutida com alguns autores propondo um novo gênero e outros mantendo como um 

subgênero (Saf’janova 1982; Croan et al., 1997; Fraga et al., 2010 ), a validação dos 

subgêneros L. (Viannia) e L. (Leishmania) é bem suportada (Lainson & Shaw,1987). A região 

V7/V8 não permitiu a distinção das espécies do subgênero Viannia mas o gene gGAPDH 

permitiu observar que a espécie L. lainsoni é a mais divergente do subgênero corroborando 

com outros estudos (Cupolillo et al., 1994; Eresh et al., 1995). Também foi possível observar 

que a divergência inter-específica das espécies do subgênero Viannia é sempre menor quando 

comparado as espécies do subgênero Leishmania. O subgênero formou clados bem definidos 

em todas as análises com altos valores estatísticos por bootstrap.  

 Subgênero Mundinia:  

O subgênero Mundinia alberga espécies que causam infecção humana. Dentre estas 

espécies estão Leishmania martiniquensis, Leishmania enriettii e Leishmania macropodum. A 

espécie L. enrietti foi a única analisada neste estudo e análises filogenéticas apresentadas em 

estudos anteriores sugerem que L.enriettii forma um complexo de espécies e se posiciona de 

maneira mais basal, dentro do gênero Leishmania, não fazendo parte dos subgêneros (Noyes 

et al., 2002; Dougall et al., 2011). As divergências genéticas analisadas também mostram que 

a espécie L. enriettii não está entre as espécies que se encontram dentro dos subgêneros 

Leishmania, Sauroleishmania e Viannia. O gene gGAPDH resulta na menor divergência 

genética entre L. enrietti e as espécies L. infantum e L. donovani corroborando com os estudos 

de Noyes et al., 2002 e Dougall et al., 2011. No entanto, a análise concatenada dos genes não 

apresenta suporte estatístico maior ou igual a 70% no clado que sustenta a espécie L. enriettii. 

Isso pode ter ocorrido pelo fato da espécie L. enriettii ser a única espécie inserida no 

complexo uma vez que ela é diferente de todas as espécies de Leishmania analisadas. A 

implicação evolutiva de diferentes vetores no ciclo de vida da espécie L. enriettii precisa de 
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mais investigações, pois essas relações biológicas entre vetores, hospedeiros e parasitos 

podem levar a compreensão genética e evolutiva das espécies.  

Gêneros Endotrypanum e Paraleishmania:  

A maior parte das espécies que compõem o gênero Endotrypanum (nomen dubium) e o 

atual gênero Paraleishmania foram retiradas da antiga seção Paraleishmania. A seção alocava 

as espécies consideradas “Leishmania-like”, ou seja, as espécies que não eram classificadas 

em nenhum complexo e/ou subgênero do gênero Leishmania. Nossos resultados corroboram 

com os estudos que apresentam essa seção, separando essas espécies de outras espécies de 

Leishmania (Croan et al., 1996; Noyes et al., 1997; Marcili et al., 2014; Da Graça, 2016, 

Cupolillo et al 2000), pois os gêneros Endotrypanum e Paraleishmania formaram grupos bem 

estabelecidos em todas as análises com altos valores de suporte por bootstrap. Os estudos 

também já mostravam a proximidade entre L. hertigi, L. deanei, L. colombiensis e L. 

equatorensis (Marcili et al., 2014).  

Os resultados gerados neste estudo permitem reconhecer que as divergências genéticas 

observadas são suficientes para constituir dois táxons diferentes. No entanto, Leishmania, 

Paraleishmania e Endotrypanum apresentam proximidades filogenéticas entre eles. Também 

devemos ressaltar que não houve confirmação da relação do parasito com o sistema 

intraeritrocítico do hospedeiro na transferência de L. colombiensis, L. equatoriensis e L. 

herreri para o gênero Endotrypanum. Não foi considerada uma revisão dos seus reservatórios 

e das suas manifestações clínicas negligenciando o aspecto biológico das espécies, bem como 

sua relação com o hospedeiro (Rodriguez-Bonfante et al., 2003). 

 Como já foi relatado anteriormente, Kostygov & Yurchenko (2017) mantiveram a 

definição original da subfamília, mas criaram dois táxons subordinados a infrafamília. A 

infrafamília Leishmaniatae que une os gêneros Leishmania, Paraleishmania, Endotrypanum 

(nomem dubium), Novymonas, Zelonia e Borovskyia e outra infrafamília denominada de 

Crithidiatae que abrange os gêneros Crithidia, Leptomonas e Lotmaria. Os autores definem a 

infrafamília Crithidiatae demonstrando a exclusão destes gêneros na subfamília 

Leishmaniinae. Os gêneros Crithidia, Leptomonas e Lotmaria foram mencionados como um 

grupo órfão. Os autores acreditam que somente a relação filogenética destes gêneros com os 

possíveis ancestrais monoxênicos do gênero Leishmania não resulta na definição de um único 

táxon denominado Leishmaniinae. Considerando a nova infrafamília Leishmaniatae, é 

importante ressaltar que o estudo de Kostygov et al., 2016 mostra a proximidade filogenética 

entre o gênero Novymonas e as espécies do gênero Leishmania. Mais tarde, os gêneros 
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Zelonia e Novymonas foram relatados como tripanossomatídeos basais a todos os outros 

gêneros pertencentes à subfamília Leishmaniinae e provavelmente os ancestrais mais 

próximos de um parasito que passou de um ciclo de vida monoxênico para um ciclo de vida 

heteroxênico (Barrat et al., 2017; Kaufer et al., 2019).  

 As nossas análises concatenadas resultaram em baixos valores estatísticos de 

booststrap entre os gêneros Novymonas, Zelonia e Borovskyia. No entanto, a relação 

filogenética entre eles é observada na divergência genética do gene gGAPDH. As menores 

divergências genéticas (4,9-5,1%) então entre as espécies Novymonas esmeraldas, Zelonia 

costaricensis e Zelonia australiensis e entre Novymonas e Borovskyia (6,6%). Já a região 

V7/V8 SSUrRNA resulta na menor divergência genética entre Novymonas e as espécies de 

Leishmania: L. naiffi, L. guyanensis, L. braziliensis e L. lainsoni (5,0%) corroborando com o 

estudo de Kostygov et al., 2016 e Kaufer et al., 2019. As duas espécies do gênero Zelonia são 

mais próximas entre elas mesmas nos dois genes (2,4% - gGAPDH e 2,5% - V7/V8 

SSUrRNA). Se faz necessária uma proposta de integração dos dados obtidos por análises 

moleculares aos critérios bioquímicos, morfológicos e de interação parasito-hospedeiro para 

que seja possível uma melhor compreensão da evolução entre os gêneros Borovskyia, Zelonia 

e Novymonas.  

 Quanto a infrafamília Crithidiatae, é importante ressaltar que as análises do gene SL 

mostram similaridades entre as espécies Crithidia thermophila, Leptomonas acus, 

Leptomonas tarcoles e Leptomonas bifurcata (Yurchenko et al., 2008; Ishemgulova et al., 

2017). Já as nossas análises baseadas nas sequências concatenadas mostram uma proximidade 

filogenética entre as espécies L. acus, L. spiculata, L. tarcoles, C. brachyflageli e C. 

otongatchiensis. Estas espécies formam um grupo monofilético composto por dois gêneros 

diferentes. A espécie C. thermophila se encontra no mesmo clado de C. insperata e os nossos 

resultados confirmam que há uma maior proximidade filogenética entre essas duas espécies 

do que entre C. thermophila, L. acus, L. spiculata e L. tarcoles. 

 Um grupo de espécies do gênero Crithidia que tem sido bastante estudado nos últimos 

anos são os parasitos de abelhas: C. mellificae, C. bombi e C. expoeki (Langridge & McGhee, 

1967; Schmid‐Hempel et al., 2010; Runckel et al., 2014; Ravoet et al., 2015). O impacto da 

presença de tripanossomatídeos na polinização e na produção de mel contribuiu para a 

identificação de novos isolados de abelhas e a taxonomia deste grupo também vem sendo 

revista. No entanto, nenhum trabalho ainda foi realizado visando analisar a filogenia destas 

espécies com outras espécies do gênero Crithidia isoladas de outros hospedeiros. As nossas 
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análises concatenadas mostram uma proximidade filogenética entre a espécie C. mellificae e 

C. abscondita. A espécie C. abscondita foi identificada no trabalho de Yurchenko e 

colaboradores (2009) e isolada do intestino de um Heteroptera. A identificação da espécie foi 

realizada por métodos morfológicos e moleculares através do gene SSU rRNA.  

 Nossos resultados corroboram com a definição das duas infrafamílias dentro da 

subfamília Leishmaniinae (Kostygov & Yurchenko, 2017), uma vez que as análises não 

demonstraram proximidades filogenéticas entre os gêneros Crithidia, Leptomonas, Lotmaria e 

os outros gêneros da subfamília.  

 Identificação Taxonômica de Tripanossomatídeos: 

O conceito de espécie biológica ainda hoje é uma questão bastante controversa para 

todos os organismos conhecidos (Velasco, 2008; 2013). Definir um gênero ou uma espécie 

entre micro-organismos é ainda mais difícil. Em tripanossomatídeos, este conceito também 

permanece sob discussão e a classificação da família Trypanosomatidae é controversa, 

principalmente entre os parasitos de insetos. Não existe um consenso na literatura de quantos 

e quais alvos moleculares são necessários para definir uma espécie ou gênero novo. Além 

disso, também não existe um limiar estabelecido de divergência genética entre os genes 

utilizados para filogenia e taxonomia de tripanossomatídeos. 

Por este motivo, a identificação taxonômica dos isolados sugeridas neste estudo, assim 

como, a descrição de novas espécies e novos gêneros necessitam de mais análises além das 

ferramentas moleculares. Devem-se incluir análises morfológicas detalhadas do isolado tipo, 

sequenciamento do genoma completo, do transcriptoma e reprodução do ciclo biológico dos 

hospedeiros em laboratório. Somente uma análise com estes resultados integrados será capaz 

de uma classificação definitiva desses isolados. Por exemplo, a identificação de um candidato 

a nova espécie de Strigomonas ilustra claramente a necessidade de análises morfológicas. A 

apomorfia do gênero é a presença do endossiombionte bacteriano (Teixeira et al. 2011) e 

portanto, a análise morfológica deverá confirmar a presença do simbionte, ou caso contrário, 

este isolado representaria um excelente modelo de estudo de endossiombiose nos 

tripanossomatídeos. 

 No entanto, com os resultados obtidos até o momento já é possível observar que os 

direcionamentos das investigações podem ter sido determinantes para a grande ocorrência de 

espécies do gênero Crithidia nas ordens Diptera e Hemiptera (Maslov et. al., 2013; Borghesan 

et al., 2013; Flegontov et al., 2016; Kaufer et al., 2017). Um exemplo disso é a grande 

diversidade de novos tripanossomatídeos vistos neste estudo em um grupo pouco conhecido e 
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pobremente relatado na literatura. Em uma análise realizada em um pequeno número amostral 

da ordem Lepidoptera foi possível detectar um candidato a gênero novo, a existência de seis 

novas OTUs, além da presença de três espécies já descritas de Crithidia (C. mellificae, C. 

thermophila e C. insperata), as quais até então não eram reportadas como parasitos de 

borboletas. 

 A presença de tripanossomatídeos em abelhas é registrada desde 1912 (Fanthan & 

Porter, 1912) sendo documentados globalmente (Wallace, 1966; Langridge, 1966). Nos 

últimos anos, estes protozoários ganharam maior atenção da comunidade científica após 

estudos demonstrarem os efeitos negativos destes parasitos sobre abelhas e mamangavas 

(Schwarz & Evans, 2013; Brown et al. 2003; Gegear et al. 2005). Alguns estudos associam a 

presença de Crithidia mellificae (Langridge & McGhee,1967) como uma possível causa para 

o declínio de populações de abelhas nos Estados Unidos (Cornman et al. 2012; Ravoet et al. 

2013). O fato de C. mellificae ser considerado um parasito específico de abelhas e ser 

encontrado em borboletas é uma das evidências que refutam o paradigma de um hospedeiro 

específico.  

 Devido ao seu ciclo de vida, os tripanossomatídeos monoxênicos dependem da 

capacidade de seu hospedeiro infectado transmití-los para outros hospedeiros, sendo estas 

oportunidades providenciadas pela história de vida do hospedeiro como coprofagia e 

necrofagia (Lukes et al. 2018). É importante ressaltar que as abelhas e borboletas ocupam 

habitats similares e desempenham a função de polinizadoras. Estas características permitem 

que estes insetos consumam os mesmos recursos. Por este motivo é possível supor que estes 

insetos infectados são potencialmente capazes de expandir a distribuição e compartilhar seus 

parasitos ao forragearem em diferentes flores.  

 Os resultados apresentados aqui indicam que ainda há uma grande diversidade 

nominal de tripanossomatídeos a ser descritas e interações ecológicas entre esses parasitos e 

seus hospedeiros que merecem ser elucidadas. 
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VI. Conclusão: 

 

 Nenhum dos dois alvos analisados possibilita por si só que uma revisão 

taxonômica de Leishmania seja proposta, algo que só poderá ser realizado através 

de uma abordagem integrativa. No entanto, as sequências concatenadas dos genes 

permitem a classificação de complexos, subgêneros e a inferência filogenética 

entre os grupos do gênero.  

 

 Nossos resultados corroboram com a definição das duas infrafamílias dentro da 

subfamília Leishmaniinae uma vez que as nossas análises não demonstraram 

proximidades filogenéticas entre os gêneros Crithidia, Leptomonas, Lotmaria e 

os outros gêneros pertencentes a subfamília Leishmaniinae, 

 

 As análises de isolados de Lepidoptera a partir das sequências parciais dos genes 

gGAPDH e V7/V8 SSUrRNA mostram que o uso desses alvos auxiliam na 

identificação taxonômica de tripanossomatídeos e permitiram constatar um 

candidato a gênero novo, seis novas OTUs e a presença de três espécies já 

descritas de Crithidia (C. mellificae, C. thermophila e C. insperata), as quais até 

então não eram reportadas como parasitos de borboletas. 
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VIII. Anexos:  

 

Anexo I. Tabela do número de acesso das sequências retiradas do banco de dados Genbank 

para os genes gGAPDH e V7V8 SSUrRNA.  

 

 

Identificação do 

Tripanossomatídeo 

 Número de acesso  

 

Leptomonas 

Leptomonas tarcoles 

Leptomonas spiculata 

Leptomonas acus 

Leptomonas seymouri 

Leptomonas neopamerae 

Leptomonas jaderae 

Leptomonas podlipaev 

Leptomonas pyrrhocoris 

Leptomonas scantii 

Leptomonas tenua 

Crithidia 

Crithidia otongatchiensis 

Crithidia brachyflagelli 

Crithidia fasciculata 

Crithidia insperata 

Crithidia thermophila 

Crithidia brevicula  

Crithidia abscondita 

Crithidia mellificae 

Crithidia expoeki 

Crithidia bombi 

Lotmaria 

Lotmaria passim 

Borovskyia 

           gGAPDH 

 

EF546787 

JF717833 

DQ910926 

KP717896 

DQ910927 

EU076603 

EU076604 

JN036651 

_ 

_ 

 

KF482058 

JF717835 

AF047493 

EU076605 

KY264932 

KJ443343 

EU076606 

KJ713357 

GU321193 

GU321192 

 

KJ713353 

 

V7V8 SSUrRNA            

 

EF546786 

JF717838 

DQ910923 

KP717894 

DQ910924 

EU079123 

EU079124 

       _ 

JN036654 

KF054114 

     

       _ 

       _ 

       _ 

EU079125 

KY264937 

       _ 

EU079126 

KJ713379 

GU321195 

GU321194 

 

KJ713371 
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Borovskyia barvae 

Zelonia 

Zelonia australiensis 

Zelonia costaricensis 

Novymonas 

Novymonas esmeraldas 

Leishmania 

Leishmania guyanensis 

Leishmania enriettii 

Leishmania lainsoni 

Leishmania naiffi 

Leishmania adleri 

Leishmania hoogstraali 

Leishmania gymnodactyli 

Leishmania major 

Leishmania mexicana 

Leishmania aethiopica 

Endotrypanum 

Endotrypanum schaudinni 

Endotrypanum monterogeii 

Endotrypanum herreri 

Strigomonas 

Strigomonas galati 

Strigomonas oncopelti 

Strigomonas culicis 

Angomonas 

Angomonas desouzai 

Angomonas deanei 

Phytomonas 

Phytomonas nordicus 

Phytomonas dolleti 

Phytomonas serpens 

Herpetomonas 

FJ968529 

 

KY273493 

DQ383650 

 

KT944300 

 

_ 

KX790725 

KP197180 

KX790730 

KX790727 

KX790729 

KX790728 

AF047497 

XM003877392 

_ 

 

KX790715 

KX790716  

_ 

 

HM593018 

EU079134 

EU079137 

 

MG682170 

HM593022 

 

KU659030 

KX219748 

KU659028 

 

FJ968532 

 

KY273498 

DQ383648 

 

KT944308 

 

KF302743 

KF041798 

       _ 

       _ 

M80291 

       _ 

KX790780 

FJ263545 

KF302741 

GQ920678 

 

KX790771 

       _ 

KX790765 

 

HM593010 

AF038025 

HM503009 

 

HM593016 

HM593011 

 

KT223609 

KX219754 

KX219757 
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Herpetomonas modestus 

Herpetomonas costoris 

Herpetomonas mirabilis 

Herpetomonas samuelpessoai 

Wallacemonas 

Wallacemonas collosoma 

Blastocrithidia 

Blastocrithidia largi 

Kentomonas 

Kentomonas sorsogonicus 

Trypanosoma 

Trypanosoma cruzi cepa Y 

Trypanosoma cruzi cepa G 

Bodo 

Bodo saltans 

 

JQ359736 

JQ359738 

JQ359739 

JQ359743 

 

EU084898 

 

FJ968528 

   

KM242072 

 

AB362560 

GQ140351 

 

EU084902 

JQ359726 

JQ359728 

JQ359729 

JQ359716 

 

AF153038 

 

FJ968531 

 

KM242075 

 

AF301912 

AF239981 

 

KX431511 
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Anexo II. Identificação dos isolados de Lepidoptera com base nas sequências disponíveis no 

banco de dados Genbank para os marcadores gGAPDH e V7V8 SSUrRNA. 

 

 
 

 

                              gGAPDH 

                              (645 pb) 

 

 

     V7/V8 SSU rRNA 

(770 pb) 

 

Número de 

identificação do 

isolado 

 

 

Número de acesso 

no Genbank 

 

 

Espécie 

com maior identidade 

(identidade/cobertura) 

 

Número de acesso 

no Genbank 

 

 

Espécie 

com maior identidade  

(identidade/cobertura) 

 

LEIP 189 

 

EU076605 

 

Crithidia insperata 

(90,51/99) 

 

 

MG845925 

 

Herpetomonas sp. 

(91,92/84) 

 

LEIP 284 

 

__ 

 

__ 

 

KM980185 

 

Crithidia bombi 

(97,88/100) 

 

 

LEIP 290 

 

EU076606 

 

Crithidia abscondita 

(95,28/100) 

 

 

__ 

 

___ 

 

LEIP 549 

 

___ 

 

__ 

 

KX901579 

 

Crithidia insperata 

(98,26/100) 

 

 

LEIP 555 

 

KY264935 

 

Crithidia thermophila 

(97,02/100) 

 

 

__ 

 

___ 

 

COLPROT 730 

 

EU076605 

 

Crithidia insperata 

(88,82/99) 

 

 

KC205982 

 

Herpetomonas 

muscarum 

(87,18/84) 

 

 

COLPROT  731 

 

KY264935 

 

Crithidia thermophila 

(95,02/99) 

 

 

Y00055 

 

Crithidia fasciculata 

(93,19/100) 

 

COLPROT 732 

 

___ 

 

__ 

 

KY264937 

 

Crithidia thermophila 

(93,82/100) 

 

 

COLPROT 733 

 

KJ713364 

 

Crithidia mellificae 

(95,43/100) 

 

 

KM980185 

 

Crithidia bombi 

(97,38/100) 

 

COLPROT 734 

 

KY264935 

 

Crithidia thermophila 

(94,59/99) 

 

 

Y00055 

 

Crithidia fasciculata 

(93,27/100) 

 

COLPROT 735 
 

EU079134 

 

Strigomonas oncopelti 

(88,65/99) 

 

 

KC205982 

 

Herpetomonas 

muscarum 

(85,93/84) 

 

 

COLPROT 736 

 

___ 

 

__ 

 

Y00055 

 

Crithidia fasciculata 

(93,51%) 
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COLPROT 739 
 

EU079134 

 

Strigomonas oncopelti 

(88,83/99) 

 

 

KC205982 

 

Herpetomonas 

muscarum 

(85,12/84) 

 

COLPROT 741 

 

KY264935 

 

Crithidia thermophila 

 (95,04/99) 

 

 

KY264937 

 

Crithidia thermophila 

(93,61/100) 

 

COLPROT 742 

 

HM593018 

 

Strigomonas galati 

(94,54/100) 

 

HM593009 

 

Strigomonas culicis  

(92,57/100) 

 

COLPROT 743 

 

MH469963 

 

Crithidia mellificae 

(99,58/100) 

 

 

__ 

 

__ 

 

COLPROT 745 
 

EU079135 

 

Strigomonas oncopelti 

(89,82/99) 

 

 

MG682168 

 

Angomonas deanei 

(86,49/84) 

 

COLPROT 747 

 

EU076606 

 

Crithidia abscondita 

(94,99/100) 

 

 

___ 

 

__ 

 

COLPROT 748 
 

EU076605 

 

Crithidia insperata 

(89,07/99) 

 

 

__ 

 

__ 

 

COLPROT 749 
 

EU079134 

 

Strigomonas oncopelti 

(89,16/99) 

 

 

KC205982 

 

Herpetomonas 

muscarum 

(85,01/84) 

 

 

COLPROT 752 
 

EU076605 

 

Crithidia insperata 

(89,21/99) 

 

 

KC205982 

 

Herpetomonas 

muscarum 

(87,29/97) 

 

 

COLPROT 753 

 

___ 

 

__ 

 

MG845925 

 

Herpetomonas sp. 

(92.53/85) 

 

 

COLPROT 757 

 

KY264935 

 

Crithidia thermophila 

(94,32/99) 

 

 

KY264937 

 

Crithidia thermophila 

(94,31/100) 

 

COLPROT 758 

 

KY264935 

 

Crithidia thermophila 

(94,21/99) 

 

 

JN036654 

 

Leptomonas scantii 

(93,39/100) 

 

COLPROT 759 

 

KY264935 

 

Crithidia thermophila 

(94,57/99) 

 

 

KY264937 

 

Crithidia thermophila 

(94,32/100) 

 

COLPROT 760 

 

EU079135 

 

Strigomonas oncopelti 

(89,48/100) 

 

 

__ 

 

__ 

 

COLPROT 763 

 

KJ713340 

 

Crithidia mellificae 

(96,14/100) 

 

 

KM980185 

 

Crithidia bombi 

(98,13/100) 

 

COLPROT 766 

 

KJ713340 

 

Crithidia mellificae 

(94,87/100) 

 

 

KY264937 

 

Crithidia bombi 

(94,49/100) 
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COLPROT 768 

 

KJ713340 

 

Crithidia mellificae 

(94,87/100) 

 

 

KY264937 

 

Crithidia bombi 

(94,49/100) 

 

COLPROT 863 

 

__ 

 

___ 

 

EU079125 

Crithidia 

insperata 

(99,73/100) 

 

COLPROT 864 

 

MH469963 

 

Crithidia mellificae 

(99,82/100) 

 

 

___ 

 

___ 

 

COLPROT 865 

 

___ 

 

___ 

 

KY264937 

 

Crithidia thermophila 

(99,60/100) 

 

 

 

Anexo III- Divergência nucleotídica entre as sequências dos genes SSUrRNA (a) e gGAPDH 

(b) entre os espécimes de tripanossomatídeos analisados neste trabalho. Para esta análise foi 

empregado o método de distância genética estimada com base na matriz de distância Kimura 

2-parâmetros (em CD). 

 

 

 

 



 

 

80 

 

Anexo IV- Divergência nucleotídica entre as sequências dos genes V7/V8 SSUrRNA (a) e gGAPDH (b) entre os espécimes de tripanossomatídeos do gênero 

Crithidia. Para esta análise foi empregado o método de distância genética estimada com base na matriz de distância Kimura 2-parâmetros 

 

 

(a) V7/V8 SSU rRNA 

 

 
 

 

(b) gGAPDH 

 

 
 

 

 

 

KJ713379 Crithidia mellificae 0,009 0,014 0,014 0,015 0,006 0,013 0,014

GU321194 Crithidia bombi 0,013 0,009 0,011 0,012 0,006 0,011 0,011

JF717840 Crithidia brachyflagelli 0,053 0,013 0,006 0,016 0,006 0,018 0,017

KC205989 Crithidia otongatchiensis 0,057 0,019 0,011 0,015 0,009 0,017 0,017

EU079126 Crithidia abscondita 0,055 0,026 0,062 0,057 0,011 0,017 0,018

GU321195 Crithidia expoeki 0,006 0,006 0,006 0,013 0,019 0,009 0,009

KY264937 Crithidia thermophila 0,055 0,019 0,085 0,077 0,082 0,013 0,003

EU079125 Crithidia insperata 0,058 0,019 0,081 0,073 0,086 0,013 0,004

KJ713357 Crithidia mellificae 0,010 0,009 0,009 0,010 0,009 0,009 0,008 0,010 0,011

GU321192 Crithidia bombi 0,064 0,009 0,011 0,011 0,011 0,012 0,011 0,011 0,013

GU321193 Crithidia expoeki 0,043 0,049 0,010 0,010 0,010 0,010 0,009 0,010 0,012

KY264932 Crithidia thermophila 0,053 0,072 0,058 0,009 0,008 0,007 0,009 0,009 0,011

AF047493 Crithidia fasciculata 0,062 0,077 0,056 0,045 0,006 0,009 0,009 0,007 0,011

JF717835 Crithidia brachyflagelli 0,054 0,068 0,053 0,041 0,027 0,009 0,009 0,006 0,011

EU076605 Crithidia insperata 0,056 0,075 0,062 0,027 0,045 0,043 0,009 0,009 0,011

EU076606 Crithidia abscondita 0,036 0,068 0,049 0,049 0,054 0,049 0,049 0,010 0,011

KF482058 Crithidia otongatchiensis 0,064 0,077 0,064 0,047 0,027 0,021 0,047 0,060 0,011

KJ443343 Crithidia brevicula 0,068 0,089 0,079 0,070 0,072 0,068 0,070 0,072 0,066
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Anexo V- Divergência nucleotídica entre as sequências dos genes V7/V8 SSUrRNA (a) e gGAPDH (b) entre os espécimes de tripanossomatídeos do gênero 

Leptomonas. Para esta análise foi empregado o método de distância genética estimada com base na matriz de distância Kimura 2-parâmetros.  

 

(a) V7/V8 SSU rRNA 

 

 

 
 

(b) gGAPDH 

 

 
 

 

 

 

 

EU079123 Leptomonas jaderae 0,009 0,011 0,011 0,009 0,016 0,016 0,003 0,011 0,016

JN036654 Leptomonas scantii 0,022 0,011 0,010 0,007 0,016 0,016 0,007 0,011 0,016

KF054114 Leptomonas tenua 0,036 0,036 0,013 0,011 0,016 0,016 0,010 0,011 0,016

DQ910924 Leptomonas neopamerae 0,036 0,029 0,051 0,011 0,018 0,018 0,011 0,012 0,018

KP717894 Leptomonas seymouri 0,021 0,014 0,032 0,036 0,015 0,015 0,006 0,009 0,015

JF717838 Leptomonas spiculata 0,076 0,068 0,076 0,088 0,068 0,007 0,016 0,015 0,004

EF546786 Leptomonas tarcoles 0,076 0,076 0,076 0,088 0,068 0,014 0,016 0,015 0,006

EU079124 Leptomonas podlipaevi 0,004 0,014 0,029 0,037 0,011 0,073 0,073 0,010 0,016

JN036653 Leptomonas pyrrhocoris 0,034 0,034 0,037 0,041 0,026 0,066 0,066 0,026 0,015

DQ910923 Leptomonas acus 0,072 0,072 0,072 0,084 0,064 0,004 0,011 0,069 0,061

EU076604 Leptomonas podlipaevi 0,009 0,008 0,004 0,012 0,011 0,011 0,009

JN036651 Leptomonas pyrrhocoris 0,045 0,008 0,010 0,011 0,011 0,011 0,010

KP717896 Leptomonas seymouri 0,038 0,040 0,008 0,010 0,010 0,010 0,010

EU076603 Leptomonas jaderae 0,012 0,051 0,041 0,012 0,012 0,012 0,010

DQ910926 Leptomonas acus 0,075 0,070 0,064 0,079 0,002 0,003 0,012

JF717833 Leptomonas spiculata 0,072 0,066 0,060 0,075 0,004 0,002 0,012

EF546787 Leptomonas tarcoles 0,070 0,064 0,062 0,077 0,005 0,002 0,012

DQ910927 Leptomonas neopamerae 0,047 0,068 0,068 0,058 0,091 0,087 0,087
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Anexo VI- Divergência nucleotídica entre as sequências dos genes V7/V8 SSUrRNA (a) e gGAPDH (b) entre os espécimes de tripanossomatídeos do gênero 

Strigomonas. Para esta análise foi empregado o método de distância genética estimada com base na matriz de distância Kimura 2-parâmetros.  

 

(c) V7/V8 SSU rRNA 

 

 
 

(d) gGAPDH 

 
 

Anexo VII- Divergência nucleotídica entre as sequências dos genes V7/V8 SSUrRNA (a) e gGAPDH (b) entre os espécimes de tripanossomatídeos do gênero 

Herpetomonas. Para esta análise foi empregado o método de distância genética estimada com base na matriz de distância Kimura 2-parâmetros.  

 

(a) V7/V8 SSUrRNA 

 
 

 

 

 

 

 

 

HM593010 Strigomonas galati 0,016 0,013 0,014

HM593009 Strigomonas culicis 0,094 0,015 0,016

COLPROT 742 isolado de Lepidoptera 0,068 0,091 0,016

AF038025 Strigomonas oncopelti 0,067 0,084 0,093

EU079137 Strigomonas culicis 0,013 0,011 0,012

COLPROT 742 isolado de Lepidoptera 0,095 0,009 0,009

EU079134 Strigomonas oncopelti 0,070 0,055 0,009

HM593018 Strigomonas galati 0,083 0,053 0,055

IOCL 0067 Leishmania forattinii 0,000 0,013 0,016 0,016

JQ359716 Herpetomonas samuelpessoai 0,000 0,013 0,016 0,016

JQ359726 Herpetomonas modestus 0,072 0,070 0,017 0,016

JQ359729 Herpetomonas mirabilis 0,119 0,118 0,128 0,016

JQ359728 Herpetomonas costoris 0,111 0,109 0,104 0,111
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(a) gGAPDH 

 
 

Anexo VIII- Divergência nucleotídica entre as sequências dos genes V7/V8 SSUrRNA (a) e gGAPDH (b) entre os isolados de Lepidoptera. Para esta análise 

foi empregado o método de distância genética estimada com base na matriz de distância Kimura 2-parâmetros.  

 

(a) V7/V8 SSUrRNA 

 
 

JQ359743 Herpetomonas samuelpessoai 0,017 0,014 0,000 0,014

JQ359739 Herpetomonas mirabilis 0,149 0,018 0,017 0,018

JQ359738 Herpetomonas costoris 0,118 0,153 0,014 0,010

IOCL 0067 Leishmania forattinii 0,000 0,149 0,117 0,014

JQ359736 Herpetomonas modestus 0,103 0,147 0,058 0,103

COLPROT 865 isolado de Lepidoptera 0,003 0,007 0,011 0,011 0,011 0,011 0,017 0,017 0,015 0,015 0,015 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,017 0,015 0,015 0,015 0,016 0,027

COLPROT 863 isolado de Lepidoptera 0,003 0,007 0,009 0,009 0,009 0,009 0,014 0,014 0,012 0,012 0,012 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,014 0,012 0,013 0,013 0,016 0,024

LEIP 549 isolado de Lepidoptera 0,017 0,020 0,010 0,010 0,010 0,010 0,014 0,014 0,012 0,012 0,012 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,014 0,012 0,012 0,012 0,016 0,024

COLPROT 733 isolado de Lepidoptera 0,043 0,036 0,048 0,000 0,000 0,000 0,013 0,013 0,012 0,012 0,012 0,022 0,022 0,022 0,022 0,022 0,022 0,022 0,013 0,012 0,012 0,012 0,016 0,024

COLPROT 763 isolado de Lepidoptera 0,043 0,036 0,048 0,000 0,000 0,000 0,013 0,013 0,012 0,012 0,012 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,013 0,012 0,012 0,012 0,016 0,024

COLPROT 768 isolado de Lepidoptera 0,043 0,036 0,048 0,000 0,000 0,000 0,013 0,013 0,012 0,012 0,012 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,013 0,012 0,012 0,012 0,016 0,024

LEIP 284 isolado de Lepidoptera 0,043 0,036 0,048 0,000 0,000 0,000 0,013 0,013 0,012 0,012 0,012 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,013 0,012 0,012 0,012 0,016 0,024

COLPROT 736 isolado de Lepidoptera 0,103 0,084 0,089 0,080 0,080 0,080 0,077 0,002 0,007 0,007 0,007 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,003 0,007 0,007 0,007 0,008 0,024

COLPROT 731 isolado de Lepidoptera 0,103 0,082 0,087 0,077 0,077 0,077 0,075 0,002 0,007 0,007 0,007 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,002 0,007 0,007 0,007 0,008 0,024

COLPROT 759 isolado de Lepidoptera 0,077 0,062 0,067 0,062 0,062 0,062 0,060 0,024 0,022 0,000 0,000 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,007 0,002 0,003 0,003 0,000 0,024

COLPROT 766 isolado de Lepidoptera 0,077 0,062 0,067 0,062 0,062 0,062 0,060 0,024 0,022 0,000 0,000 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,007 0,002 0,003 0,003 0,000 0,024

COLPROT 741 isolado de Lepidoptera 0,077 0,062 0,067 0,062 0,062 0,062 0,060 0,024 0,022 0,000 0,000 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023 0,007 0,002 0,003 0,003 0,000 0,024

COLPROT 745 isolado de Lepidoptera 0,154 0,171 0,171 0,171 0,172 0,172 0,172 0,177 0,180 0,180 0,180 0,180 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,022 0,022 0,022 0,022 0,027 0,000

LEIP 189 isolado de Lepidoptera 0,154 0,171 0,171 0,171 0,172 0,172 0,172 0,177 0,180 0,180 0,180 0,180 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,022 0,022 0,022 0,022 0,027 0,000

COLPROT 735 isolado de Lepidoptera 0,154 0,171 0,171 0,171 0,172 0,172 0,172 0,177 0,180 0,180 0,180 0,180 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,022 0,022 0,022 0,022 0,027 0,000

COLPROT 730 isolados de Lepidoptera 0,154 0,171 0,171 0,171 0,172 0,172 0,172 0,177 0,180 0,180 0,180 0,180 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,022 0,022 0,022 0,022 0,027 0,000

COLPROT 749 isolado de Lepidoptera 0,154 0,171 0,171 0,171 0,172 0,172 0,172 0,177 0,180 0,180 0,180 0,180 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,022 0,022 0,022 0,022 0,027 0,000

COLPROT 739 isolado de Lepidoptera 0,154 0,171 0,171 0,171 0,172 0,172 0,172 0,177 0,180 0,180 0,180 0,180 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,022 0,022 0,022 0,022 0,027 0,000

COLPROT 752 isolado de Lepidoptera 0,154 0,171 0,171 0,171 0,172 0,172 0,172 0,177 0,180 0,180 0,180 0,180 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,022 0,022 0,022 0,022 0,027 0,000

COLPROT 734 isolado de Lepidoptera 0,103 0,085 0,090 0,081 0,081 0,081 0,078 0,004 0,002 0,022 0,022 0,022 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,007 0,007 0,007 0,009 0,023

COLPROT 757 isolado de Lepidoptera 0,077 0,065 0,070 0,066 0,066 0,066 0,063 0,024 0,022 0,002 0,002 0,002 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,022 0,002 0,002 0,000 0,023

COLPROT 732 isolado de Lepidoptera 0,080 0,068 0,068 0,068 0,068 0,068 0,066 0,026 0,024 0,004 0,004 0,004 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,024 0,002 0,000 0,003 0,023

COLPROT 747 isolado de Lepidoptera 0,080 0,068 0,068 0,068 0,068 0,068 0,066 0,026 0,024 0,004 0,004 0,004 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,169 0,024 0,002 0,000 0,003 0,023

COLPROT 758 isolado de Lepidoptera 0,082 0,082 0,082 0,083 0,083 0,083 0,080 0,027 0,027 0,000 0,000 0,000 0,170 0,170 0,170 0,170 0,170 0,170 0,170 0,029 0,000 0,003 0,003 0,028

COLPROT 753 isolado de Lepidoptera 0,182 0,181 0,178 0,173 0,174 0,174 0,174 0,180 0,184 0,184 0,184 0,184 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,178 0,174 0,174 0,174 0,191
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(a) gGAPDH 

 

 
 

Anexo IX- Divergência nucleotídica entre as sequências dos genes V7/V8 SSUrRNA (a) e gGAPDH (b) entre os espécimes de tripanossomatídeos do gênero 

Leishmania. Para esta análise foi empregado o método de distância genética estimada com base na matriz de distância Kimura 2-parâmetros.  

 

 

 

 

COLPROT 864 isolado de Lepidoptera 0,009 0,009 0,009 0,008 0,014 0,008 0,008 0,014 0,014 0,014 0,014 0,009 0,014 0,009 0,014 0,014 0,009 0,002 0,009 0,009 0,009 0,014

COLPROT 747 isolado de Lepidoptera 0,051 0,008 0,010 0,008 0,014 0,008 0,008 0,014 0,014 0,014 0,014 0,003 0,014 0,008 0,014 0,014 0,008 0,010 0,008 0,008 0,008 0,014

COLPROT 758 isolado de Lepidoptera 0,055 0,040 0,007 0,009 0,015 0,009 0,009 0,015 0,015 0,015 0,015 0,009 0,015 0,002 0,015 0,015 0,002 0,011 0,000 0,002 0,002 0,015

LEIP 555 isolado de Lepidoptera 0,053 0,053 0,034 0,009 0,014 0,008 0,009 0,014 0,014 0,014 0,014 0,010 0,014 0,007 0,014 0,014 0,007 0,010 0,007 0,008 0,008 0,014

COLPROT 733 isolado de Lepidoptera 0,043 0,041 0,045 0,043 0,014 0,002 0,000 0,014 0,014 0,014 0,014 0,008 0,014 0,009 0,014 0,014 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,014

COLPROT 735 isolado de Lepidoptera 0,117 0,107 0,126 0,118 0,115 0,014 0,014 0,000 0,000 0,000 0,000 0,015 0,000 0,015 0,000 0,000 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,000

COLPROT 763 isolado de Lepidoptera 0,041 0,043 0,043 0,041 0,002 0,117 0,002 0,014 0,014 0,014 0,014 0,007 0,014 0,009 0,014 0,014 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,014

COLPROT 768 isolado de Lepidoptera 0,043 0,041 0,045 0,043 0,000 0,115 0,002 0,014 0,014 0,014 0,014 0,008 0,014 0,009 0,014 0,014 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,014

COLPROT 739 isolado de Lepidoptera 0,117 0,107 0,126 0,118 0,115 0,000 0,117 0,115 0,000 0,000 0,000 0,015 0,000 0,015 0,000 0,000 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,000

COLPROT 745 isolado de Lepidoptera 0,117 0,107 0,126 0,118 0,115 0,000 0,117 0,115 0,000 0,000 0,000 0,015 0,000 0,015 0,000 0,000 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,000

COLPROT 748 isolado de Lepidoptera 0,117 0,107 0,126 0,118 0,115 0,000 0,117 0,115 0,000 0,000 0,000 0,015 0,000 0,015 0,000 0,000 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,000

COLPROT 749  isolado de Lepidoptera 0,117 0,107 0,126 0,118 0,115 0,000 0,117 0,115 0,000 0,000 0,000 0,015 0,000 0,015 0,000 0,000 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,000

LEIP 290 isolado de Lepidoptera 0,051 0,007 0,043 0,056 0,038 0,117 0,036 0,038 0,117 0,117 0,117 0,117 0,015 0,008 0,015 0,015 0,008 0,010 0,009 0,009 0,009 0,015

COLPROT 760 isolado de Lepidoptera 0,117 0,107 0,126 0,118 0,115 0,000 0,117 0,115 0,000 0,000 0,000 0,000 0,117 0,015 0,000 0,000 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,000

COLPROT 734 isolado de Lepidoptera 0,053 0,038 0,004 0,034 0,045 0,123 0,043 0,045 0,123 0,123 0,123 0,123 0,041 0,123 0,015 0,015 0,000 0,010 0,002 0,003 0,003 0,015

COLPROT 752 isolado de Lepidoptera 0,117 0,107 0,126 0,118 0,115 0,000 0,117 0,115 0,000 0,000 0,000 0,000 0,117 0,000 0,123 0,000 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,000

LEIP 189 isolado de Lepidoptera 0,117 0,107 0,126 0,118 0,115 0,000 0,117 0,115 0,000 0,000 0,000 0,000 0,117 0,000 0,123 0,000 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,000

COLPROT 731 isolado de Lepidoptera 0,053 0,038 0,004 0,034 0,045 0,123 0,043 0,045 0,123 0,123 0,123 0,123 0,041 0,123 0,000 0,123 0,123 0,010 0,002 0,003 0,003 0,015

COLPROT 743 isolado de Lepidoptera 0,002 0,054 0,062 0,058 0,046 0,112 0,044 0,046 0,112 0,112 0,112 0,112 0,054 0,112 0,060 0,112 0,112 0,060 0,011 0,011 0,011 0,015

COLPROT 741 isolado de Lepidoptera 0,056 0,040 0,000 0,034 0,045 0,126 0,043 0,045 0,126 0,126 0,126 0,126 0,043 0,126 0,004 0,126 0,126 0,004 0,064 0,002 0,002 0,015

COLPROT 757 isolado de Lepidoptera 0,056 0,043 0,004 0,038 0,049 0,126 0,047 0,049 0,126 0,126 0,126 0,126 0,047 0,126 0,007 0,126 0,126 0,007 0,064 0,004 0,000 0,015

COLPROT 759 isolado de Lepidoptera 0,056 0,043 0,004 0,038 0,049 0,126 0,047 0,049 0,126 0,126 0,126 0,126 0,047 0,126 0,007 0,126 0,126 0,007 0,064 0,004 0,000 0,015

COLPROT 730 isolado de Lepidoptera 0,117 0,107 0,126 0,118 0,115 0,000 0,117 0,115 0,000 0,000 0,000 0,000 0,117 0,000 0,123 0,000 0,000 0,123 0,112 0,126 0,126 0,126
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(a) V7/V8 SSUrRNA 

 

 
 

(b) gGAPDH 

IOCL 2274 Leishmania hoogstrali 0,000 0,000 0,000 0,005 0,005 0,005 0,005 0,007 0,007 0,007 0,007 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000

IOCL 568 Leishmania venezuelensis 0,000 0,000 0,000 0,005 0,005 0,005 0,005 0,007 0,007 0,007 0,007 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000

IOCL 2279 Leishmania tarentolae 0,000 0,000 0,000 0,005 0,005 0,005 0,005 0,007 0,007 0,007 0,007 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000

IOCL 571 Leishmania tropica 0,000 0,000 0,000 0,005 0,005 0,005 0,005 0,007 0,007 0,007 0,007 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000

KF041798 Leishmania enriettii 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005

GQ920678 Leishmania aethiopica 0,007 0,007 0,007 0,007 0,014 0,007 0,007 0,009 0,009 0,009 0,009 0,005 0,005 0,005 0,006 0,005

IOCL 563 Leishmania donovani 0,007 0,007 0,007 0,007 0,014 0,014 0,000 0,009 0,009 0,009 0,009 0,005 0,005 0,005 0,006 0,005

IOCL 3034 Leishmania infantum 0,007 0,007 0,007 0,007 0,014 0,014 0,000 0,009 0,009 0,009 0,009 0,005 0,005 0,005 0,006 0,005

IOCL 1266 Leishmania lainsoni 0,014 0,014 0,014 0,014 0,007 0,021 0,021 0,021 0,000 0,000 0,000 0,007 0,007 0,007 0,008 0,007

KF302743 Leishmania guyanensis 0,014 0,014 0,014 0,014 0,007 0,021 0,021 0,021 0,000 0,000 0,000 0,007 0,007 0,007 0,008 0,007

IOCL 3451 Leishmania braziliensis 0,014 0,014 0,014 0,014 0,007 0,021 0,021 0,021 0,000 0,000 0,000 0,007 0,007 0,007 0,008 0,007

IOCL 3310 Leishmania naiffi 0,014 0,014 0,014 0,014 0,007 0,021 0,021 0,021 0,000 0,000 0,000 0,007 0,007 0,007 0,008 0,007

KF041806 Leishmania mexicana 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,007 0,007 0,007 0,014 0,014 0,014 0,014 0,000 0,000 0,005 0,000

IOCL 583 Leishmania pifanoi 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,007 0,007 0,007 0,014 0,014 0,014 0,014 0,000 0,000 0,005 0,000

IOCL 729 Leishmania amazonensis 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,007 0,007 0,007 0,014 0,014 0,014 0,014 0,000 0,000 0,005 0,000

M80291 Leishmania adleri 0,003 0,003 0,003 0,003 0,007 0,011 0,011 0,011 0,018 0,018 0,018 0,018 0,007 0,007 0,007 0,003

FJ263547 Leishmania major 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,007 0,007 0,007 0,014 0,014 0,014 0,014 0,000 0,000 0,000 0,003
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Anexo X- Divergência nucleotídica entre as sequências dos genes V7/V8 SSUrRNA (a) e gGAPDH (b) entre os espécimes de tripanossomatídeos do gênero 

Endotrypanum. Para esta análise foi empregado o método de distância genética estimada com base na matriz de distância Kimura 2-parâmetros.  

 

(a) V7/V8 SSUrRNA 

 
 

(b) gGAPDH 

 

KX790725 Leishmania enriettii 0,014 0,012 0,013 0,013 0,013 0,015 0,011 0,015 0,011 0,014 0,012 0,014 0,014

KX790730 Leishmania naiffi 0,115 0,015 0,015 0,014 0,014 0,005 0,013 0,005 0,014 0,004 0,014 0,017 0,005

IOCL 2279 Leishmania tarentolae 0,080 0,124 0,006 0,005 0,005 0,015 0,011 0,015 0,011 0,015 0,012 0,010 0,015

KX790729 Leishmania hoogstraali 0,086 0,124 0,023 0,006 0,005 0,016 0,012 0,016 0,012 0,016 0,013 0,009 0,015

KX790728 Leishmania gymnodactyli 0,082 0,118 0,016 0,021 0,005 0,015 0,011 0,015 0,012 0,014 0,012 0,010 0,014

KX790727 Leishmania adleri 0,084 0,118 0,016 0,018 0,014 0,015 0,011 0,015 0,011 0,014 0,012 0,010 0,014

IOCL 240 Leishmania panamensis 0,121 0,016 0,126 0,130 0,120 0,120 0,014 0,004 0,014 0,004 0,015 0,018 0,006

IOCL 563 Leishmania donovani 0,070 0,107 0,079 0,081 0,077 0,077 0,113 0,014 0,002 0,013 0,009 0,011 0,013

IOCL 2334 Leishmania guyanensis 0,121 0,018 0,124 0,132 0,117 0,122 0,009 0,119 0,015 0,005 0,015 0,019 0,006

IOCL 3034 Leishmania infantum 0,070 0,109 0,081 0,083 0,079 0,079 0,115 0,002 0,122 0,013 0,009 0,011 0,014

IOCL 3451 Leishmania braziliensis 0,113 0,009 0,122 0,126 0,115 0,115 0,011 0,105 0,012 0,107 0,014 0,017 0,005

XM 003877392 Leishmania mexicana 0,076 0,109 0,084 0,090 0,082 0,082 0,115 0,045 0,117 0,047 0,102 0,012 0,014

AF047497 Leishmania major 0,083 0,122 0,042 0,038 0,040 0,040 0,129 0,059 0,132 0,061 0,119 0,063 0,017

KP197180 Leishmania lainsoni 0,112 0,018 0,119 0,123 0,113 0,109 0,023 0,111 0,025 0,113 0,016 0,110 0,116

COLPROT 151 Endotrypanum monterogeii 0,000 0,003 0,000 0,005

KX790771 Endotrypanum schaudinni 0,000 0,003 0,000 0,005

IOCL 889 Endotrypanum equatorensis 0,003 0,003 0,003 0,003

IOCL 1245 Endotrypanum colombiensis 0,000 0,000 0,003 0,005

KX790765 Endotrypanum herreri 0,007 0,007 0,003 0,007

KX790716 Endotrypanum monterogeii 0,009 0,002 0,004 0,000

KX790704 Endotrypanum herreri 0,044 0,009 0,009 0,009

IOCL 1245 Endotrypanum colombiensis 0,004 0,047 0,005 0,002

IOCL 889 Endotrypanum equatorensis 0,011 0,044 0,014 0,004

KX790715 Endotrypanum schaudinni 0,000 0,044 0,004 0,011
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Anexo XI- Divergência nucleotídica entre as sequências dos genes V7/V8 SSUrRNA (a) e gGAPDH (b) entre os espécimes de tripanossomatídeos do gênero 

Paraleishmania. Para esta análise foi empregado o método de distância genética estimada com base na matriz de distância Kimura 2-parâmetros.  

 

(a) V7/V8 SSUrRNA 

 
(b) gGAPDH 

 
 

 

Anexo XII- Divergência nucleotídica entre as sequências dos genes V7/V8 SSUrRNA (a) e gGAPDH (b) entre os espécimes de tripanossomatídeos dos 

gêneros Novymonas, Borovskyia e Zelonia. Para esta análise foi empregado o método de distância genética estimada com base na matriz de distância Kimura 2-

parâmetros. 

 

(a) V7/V8 SSUrRNA 

 
 

(a) gGAPDH 

 
 

 

IOCL 1530 Paraleishmania deanei 0,000

IOCL 2277 Paraleishmania hertigi 0,000

IOCL 1530 Paraleishmania deanei 0,003

IOCL 2277 Paraleishmania hertigi 0,005

KT944308 Novymonas esmeraldas 0,019 0,017 0,016

DQ383648 Zelonia costaricensis 0,093 0,009 0,018

KY273498 Zelonia australiensis 0,077 0,025 0,016

FJ968532 Borovskyia barvae 0,066 0,090 0,070

DQ383650 Zelonia costaricensis 0,010 0,011 0,008

KT944300 Novymonas esmeraldas 0,051 0,011 0,012

FJ968529 Borovskyia barvae 0,068 0,066 0,012

KY273493 Zelonia australiensis 0,024 0,049 0,053


