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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Raiany Thuler Nogueira

Biomphalaria straminea é um dos trés planorbideos que atuam como
hospedeiros intermediarios de Schistosoma mansoni no Brasil e é responsavel
pela manutencdo de altas taxas de esquistossomose mansoni em algumas
areas endémicas do nordeste brasileiro. A principal caracteristica morfologica
de B. straminea é o acentuado enrugamento vaginal, embora também esteja
presente em algumas espécies congenéricas que formam um grupo conhecido
como complexo B. straminea. O objetivo deste estudo foi analisar variacdes
intraespecificas em B. straminea com base em analises morfologicas e
moleculares de espécimes de 10 diferentes localidades das cinco regides
geograficas do Brasil. As conchas foram medidas com paquimetro,
considerando dois parametros: diametro e altura. Os exemplares foram
dissecados sob estereomicroscopio e as estruturas do sistema reprodutor
desenhadas em camara clara e mensuradas. Foram consideradas 16
caracteristicas morfologicas e 8 propor¢des entre elas. Os genes ITS2 (460 pb)
e COI (710 pb) foram sequenciados, sendo analisados por meio de analises

filogenéticas, divergéncia genética e rede de haplétipos (COI). Quinze



sequéncias de oito taxons, incluindo diferentes espécies de Biomphalaria, além
de espécies de Helisoma (grupo irmao) foram utilizados como grupo externo
nas andlises de inferéncia filogenética. Observamos uma grande variacao
intraespecifica em todas as estruturas morfolégicas examinadas, com alguns
espécimes tendo apresentado enrugamento vaginal discreto e de aspecto
inchado. As andlises de divergéncia genética também demonstraram um nivel
significativo de variabilidade intraespecifica em B. straminea, até 5% no COIl e
até 3% no ITS2. A andlise de distribuicdo dos haplétipos COI recuperou 16
haplétipos e diversidade haplotipica de 0,9088 para B. straminea. Sequéncias
do GenBank identificadas como B. kuhniana e utilizadas como grupo-externo
foram recuperadas entre as sequéncias de B. straminea, indicando que esta
pode tratar-se de uma variacdo da primeira. Nossos resultados corroboram a ja
conhecida variabilidade morfol6gica e genética de B. straminea e demonstram
a necessidade de ampliar o estudo, incluindo populacdes de outras espécies
com caracteristicas semelhantes, preferencialmente procedentes de suas
localidades-tipo, visando avaliar a validade das espécies consideradas

proximas de B. straminea, como B. kuhniana.

Palavras-chave: Gastropoda, complexo Biomphalaria straminea, taxonomia,

COl, ITS2, filogenia, rede de haplotipos.
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Abstract

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSITY AND HEALTH

Raiany Thuler Nogueira

Biomphalaria straminea is one of the three planorbids that act as intermediate
hosts of Schistosoma mansoni in Brazil and is responsible for maintaining high
rates of schistosomiasis in some endemic areas of northeastern Brazil. The
main morphological characteristic of B. straminea is accentuated vaginal
wrinkling, although it is also present in some congeneric species that form a
group known as the B. straminea complex. This study aimed to analyze
intraspecific variations in B. straminea based on morphological and molecular
analyses of specimens from 10 different localities in Brazil's five geographic
regions. The shells were measured with a caliper, considering two parameters:
diameter and height. The specimens were dissected under a stereomicroscope
and the structures of the reproductive system were drawn in a camera lucida
and measured. We considered 16 morphological characteristics and 8
proportions between them. The ITS2 (460 bp) and COI (710 bp) genes were
sequenced and analyzed through phylogenetic analysis, genetic divergence,
and haplotype network (COI). Fifteen sequences from eight taxa, including
different species of Biomphalaria, in addition to species of Helisoma (sister

group), were used as outgroups in the phylogenetic inference analyses. We



observed a large intraspecific variation in all the morphological structures
examined, with some specimens having mild vaginal wrinkling and a swollen
appearance. Genetic divergence analyses also demonstrated a significant level
of intraspecific variability in B. straminea, up to 5% in COIl and up to 3% in ITS2.
The distribution analysis of COI haplotypes recovered 16 haplotypes and
haplotypic diversity of 0.9088 for B. straminea. GenBank sequences identified
as B. kuhniana and used as an outgroup were recovered between the B.
straminea sequences, indicating that this may be a variation of the former. Our
results corroborate the already known morphological and genetic variability of
B. straminea and demonstrate the need to expand the study, including
populations of other species with similar characteristics, preferably from their
type localities, in order to assess the validity of species considered close to B.

straminea, such as B. kuhniana.

Keywords: Gastropoda, Biomphalaria straminea complex, taxonomy, COlI,

ITS2, phylogeny, haplotype network.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca tropical negligenciada causada pelos
trematédeos do género Schistosoma e ocorre na regido Neotropical, na Africa e no
Oriente Médio, tendo sido relatada em 78 paises. Segundo a Organizacdo Mundial
de Saude — OMS aproximadamente 240 milhGes de pessoas sdo afetadas pela
esquistossomose no mundo e mais de 700 milhdes vivem em areas de risco. A
esquistossomose mansoni é endémica no Brasil e continua sendo um problema de
saude publica, de acordo com o mais recente levantamento nacional de prevaléncia
(Katz, 2018), acometendo principalmente comunidades que nao possuem
saneamento e sistema de saude publica adequados (BRASIL, 2014; OMS, 2020). O
levantamento anual mais recente da esquistossomose no pais registrou 21.962
casos ocorridos em areas endémicas, e 3.836 casos em areas ndo endémicas, com
186 internagBes e 508 notificagbes de Obito (OMS, 2020).

No Brasil, os trés principais hospedeiros intermedidrios de Schistosoma
mansoni Sambon, 1907 sdo os moluscos Biomphalaria glabrata (Say, 1818),
Biomphalaria tenagophila (d’Orbigny, 1835) e Biomphalaria straminea (Dunker,
1848). Estes gastropodes desempenham papel essencial para o desenvolvimento do

ciclo do parasito (BRASIL, 2008), que pode ser visto na Figura 1:
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Figura 1. Ciclo do trematddeo Schistosoma mansoni (Eduardo Cinilha).
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Os moluscos do género Biomphalaria possuem concha plano-espiral, suas
dimensdes variam entre as espécies e a cor natural da concha € amarelo-palha,
podendo sofrer modificacdo na coloracdo devido o contato com substancias
presentes nas aguas dos criadouros (PARAENSE, 1972).

Apesar de algumas espécies de Biomphalaria terem sido descritas pela
primeira vez com base na observacdo de caracteres conquilioldégicos, estas
caracteristicas ndo permitem sua identificacdo especifica, sendo distinguiveis
morfologicamente somente apos a disseccdo e analise dos sistemas excretor e
reprodutor. B. glabrata possui uma crista sobre o tubo renal e, no sistema
reprodutor, B. tenagophila e B. straminea apresentam uma bolsa vaginal e
ondulacdes transversais na parede dorsal da vagina (enrugamento vaginal),
respectivamente (PARAENSE,1975).

Ao comentar sobre a especiacdo nos animais, em especial aos moluscos
planorbideos, Paraense (1957) destacou que para saber se uma espécie €
polimorfica € preciso estuda-la pelo menos em uma area suficientemente vasta,
sendo em todo o seu territério de distribuicdo, e que somente desta forma se torna
possivel analisar os graus de divergéncia entre as subpopula¢cbes, dentre outros
aspectos. O autor ressaltou ainda que os planorbideos tendem a constituir
subpopula¢des com caracteristicas divergentes, mesmo quando ndo ocupam areas
geogréficas distintas.

Em relacdo a B. straminea, o indicativo de que ha haplotipos, que
representam subpopula¢des ou populacdes em processo de especiacédo, é reforcado
pelos estudos sobre a suscetibilidade destes planorbideos quando submetidos a
infeccbes experimentais com cepas de S. mansoni. Barbosa e Figueiredo (1970),
Souza et. al (1983), Almeida e Mendonca (1986) e Fernandez e Pieri (2001)
observaram indices de infeccéo variando entre 0 e 48% em populagdes procedentes
do Alagoas, Ceara, Paraiba, Piaui, Pernambuco e Rio Grande do Norte.
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1.1 Revisao Bibliografica

1.1.1 Aspectos Biolégicos e Ecoldgicos de representantes do género

Biomphalaria

A maioria dos estudos sobre a biologia destes moluscos consiste em
observacdes de laboratorio, fora de seu habitat e da dinamica do ecossistema, isto
€, sem as pressbes do ambiente natural e a presenca de competidores ou
predadores (PARAENSE, 1972). Apesar dos estudos de laboratorio serem eficientes
ao fornecer dados sobre seu ciclo vital, relacionar essas informacdes a eventos que
ocorrem na natureza nao € uma tarefa simples (HAAS, 1952).

Biomphalaria spp. sdo hermafroditas, assim como os demais pulmonados,
sendo capazes de realizar autofecundacdo em condi¢cdes de isolamento, o que
concede uma vantagem na reconstituicdo das populaces através de um unico
espécime, apds condicdes adversas (PARAENSE, 1955). Em condi¢cGes naturais,
no entanto, a reproducao ocorre preferencialmente através de fecundacéo cruzada,
conferindo maior variabilidade genética as suas populagdes (PARAENSE, 1955).
Durante a coépula, um espécime desempenha a funcdo de macho e o outro da
fémea, dificilmente ocorrendo copula cruzada, na qual os individuos sédo fecundados
simultaneamente (PARAENSE, 1972).

O comportamento destes planorbideos de se reproduzirem por fecundacéo
cruzada desde que tenham contato com outros individuos de sua espécie confere a
essas populacdes mecanismos evolutivos semelhantes aos demais grupos de
organismos hermafroditas mais extensivamente estudados (PARAENSE, 1957). A
autofecundacédo pode ocasionar processos de especiacdo simpatrica, 0 que nao
deve ser negligenciado em investigacdes sobre a evolugcdo dos planorbideos
(PARAENSE, 1957). Vale ressaltar que a capacidade de autofecundacdo pode
explicar a existéncia de populacdes que apresentam caracteristicas proprias e com

pouca variagéo entre os individuos (PARAENSE, 1957).

Fatores como fecundidade, fertilidade e longevidade destes planorbideos tem
sido estudados em condicOes de laboratorio por diversos autores (PARAENSE,
1955; PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ, 1958; PENIDO; PINTO; DESLANDES,
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1951; BARBOSA; PIMENTEL-SOUZA; SAMPAIO, 1987; COSTA; GRAULT;
CONFALONIERI, 2004). Costa, Grault e Confalonieri (2004) observaram através de
seu estudo comparativo que a autofecundacédo € mais eficiente em B. straminea do
que em B. glabrata, com base nas taxas de fecundidade intraespecifica, e que B.
straminea apresentou maior potencial reprodutivo quando em contato com outros
individuos, assim como quando estava isolada. Foi observada fertilidade
relativamente alta para ambas as espécies, ndo havendo diferencas significativas
entre elas. A fecundidade e fertilidade foram analisadas com base no numero de
posturas, ovos e ovos por capsula ovigera, além da quantidade de ovos viaveis e
taxa de eclosao, respectivamente (COSTA; GRAULT; CONFALONIERI, 2004).

Com relacao ao desenvolvimento, o crescimento dos individuos esta sujeito a
grandes variagOes, inclusive entre aqueles provenientes de uma mesma postura,
ndo sendo possivel determinar a idade dos espécimes baseando-se apenas em seu
tamanho (PARAENSE, 1972). Segundo este mesmo autor, em individuos que vivem
em ambientes de dguas paradas e por conseguinte, onde ha maior concentracdo de
alimentos, é observado tamanho médio geralmente maior do que naqueles que
habitam &guas correntes. Ja em criadouros, onde ocorrem ciclos estacionais de
dessecacdao, os individuos que sobrevivem podem ficar em diapausa durante meses
e a interrupcdo de crescimento na estacdo seca pode acentuar ainda mais a

desproporgao entre idade e tamanho dos exemplares (PARAENSE, 1972).

Quanto a longevidade, poucos individuos atingem idade avancada, podendo
ultrapassar dois anos e, como dito anteriormente, ndo ha dados dessas observacoes
em condi¢des naturais, mas considerando a alta fertilidade dessas espécies, pode-
se inferir uma alta mortalidade natural, principalmente entre os espécimes juvenis
(PARAENSE, 1972). Este mesmo autor ressalta que em decorréncia dos efeitos de
chuvas e estiagens € muito provavel que as populacdes de criadouros naturais se

renovem quase que por completo anualmente.

Além destes fatores, outras caracteristicas bioldgicas destes planorbideos séo
relevantes para sua sobrevivéncia, dispersdo e colonizacdo, como a adaptacdo a
dessecacdo de corpos d’agua sazonais, a capacidade de obtencdo de oxigénio

dissolvido na agua (pseudobréanquia) e no ar (pneumostomo), permitindo a presenca
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destes moluscos em ambientes eutrofizados e com pouca disponibilidade de
oxigénio, assim como a capacidade de permanecer em imersdo durante longos
periodos, concedendo protecdo contra predacdo (TAYLOR, 1988; PIERCE, 1993;
TELES; CARVALHO, 2008). Estas caracteristicas permitem a manutencdo de
elevadas densidades populacionais e a capacidade de colonizar diversos ambientes
(TELES; CARVALHO, 2008).

Esses moluscos ocorrem preferencialmente em ambientes lénticos com
velocidades de até 30cm por segundo, como remansos de rios, riachos, lagoas, e
quaisquer outras areas alagadas natural ou artificialmente. Os ambientes mais
vantajosos para a colonizacdo pelas populacdes de Biomphalaria sdo aqueles ricos
em matéria organica e microflora, pouca turbidez, alta incidéncia de luz e com
temperaturas entre 20° e 25° C (PARAENSE, 1972). Sua alimentacdo depende do
substrato e € bastante variada, desde folhas e algas até organismos em
decomposicao e excrementos de outros animais (PARAENSE, 1972).

Dentre os predadores naturais destes planorbideos e suas desovas podemos
citar: peixes, anfibios, crustaceos, aves, insetos aquaticos, sanguessugas e outros
moluscos. Além disso, os trematddeos sdo parasitos responsaveis por alteracdes
teciduais relevantes e alta mortalidade dos moluscos que sao infectados
(PARAENSE, 1972).

Um estudo sobre a ecologia do género Biomphalaria conduzido no estado de
Pernambuco mostrou que B. straminea estava presente em habitats
semipermanentes, como coOrregos de agua transparente e pouca profundidade, com
baixas taxas de coliformes fecais e muita incidéncia de luz solar (AMARISTA, 2010).
Quanto aos substratos e vegetagcdes nestes habitats foram encontrados argila, areia,
pedra e barro (em alguns casos) e Nasturtium spp. e gramineas, respectivamente
(AMARISTA, 2010). Por outro lado, B. glabrata foi encontrada em habitats
permanentes como rios, lagoas, e canais, e temporarios, como corregos, geralmente
com sombra e contaminacao fecal direta e constante. Os substratos encontrados
foram barro, areia e pedra, e as vegetacOes presentes foram Eichhornia crassipes,
Pistia stratiotes, Typha spp., Nymphae lotus, e muita graminea (AMARISTA, 2010).

Alguns autores relatam que as espécies de Biomphalaria sdo encontradas em

areas geograficas distintas, podendo ser encontradas no mesmo municipio, mas
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separadas por quildometros ou no mesmo habitat, mas em nichos separados, como
mostram os dados de Barbosa et al. (1993) e Amarista (2010).

Entretanto, a coexisténcia dessas espécies no mesmo bidtopo, que
inicialmente parecia ocorrer de forma mais rara, tem sido relatada cada vez mais
(PARAENSE; DESLANDES, 1955; TELES, 1996; PIMENTA, 2010). Populacdes de
B. straminea e B. glabrata foram observadas ocorrendo simpatricamente no Corrego
do Bambu, em Governador Valadares, estado de Minas Gerais, (PARAENSE;
DESLANDES, 1955), bem como B. glabrata e B. tenagophila em um criadouro
localizado na bacia do Ribeirdo do Melo, também em Minas Gerais (PIMENTA,
2010). Teles (1996) observou B. straminea coexistindo com B. tenagophila em
diferentes municipios do Vale do Paraiba, em Campinas e Americana, e com B.
glabrata e B. tenagophila no rio Paranapanema, indicando que as mesmas
condigBes ecoldgicas podem ser favoraveis a sobrevivéncia dessas espécies.

Estudos de laboratério mostram que B. straminea apresenta dominancia em
relacdo as outras espécies do grupo, podendo reduzir significativamente e até
mesmo excluir por completo as populacdes de B. glabrata em alguns habitats e sob
determinadas condicbes (BARBOSA; PEREIRA DA COSTA; ARRUDA, 1981;
BARBOSA, 1987). Essa dominancia estaria relacionada as altas taxas reprodutivas
de B. straminea (BARBOSA et al.,, 1992) e maior adaptacdo a dessecacdo dos
corpos d’agua (BARBOSA; PEREIRA DA COSTA; ARRUDA, 1981; BARBOSA et al.,
1992; BARBOSA; BARBOSA; ARRUDA, 1993), sendo capaz de habitar criadouros
mais rasos, com metade do volume de agua necessario para B. glabrata, quando
submetidas a pressao populacional.

Esses dados sédo corroborados por um estudo experimental de campo, no
qual populacbes de B. straminea foram introduzidas em criadouros habitados
somente por B. glabrata. Foi observada exclusdo competitiva de B. glabrata por B.
straminea em seis dos nove riachos analisados e, durante o periodo do estudo
(1980 a 1989), nunca foi observado retorno das populacdes de B. glabrata aos
criadouros (BARBOSA; BARBOSA; ARRUDA, 1993). Os autores atribuem o
sucesso do estabelecimento de B. straminea em detrimento de B. glabrata a seca
sazonal e a sua capacidade de adaptacdo a dessecacdo (BARBOSA; BARBOSA;
ARRUDA, 1993).
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A substituicdo de populacdes de B. glabrata por B. straminea através de
processos naturais foi documentada por Barbosa, Pereira da Costa e Arruda (1981),
nos municipios de Olinda e Paulista, estado de Pernambuco, os quais foram
monitorados desde a década de 50. Apos diversas coletas durante os anos de 1978
e 1979, foi constatado que grande parte dessas areas, anteriormente ocupadas por
B. glabrata, haviam sido invadidas por B. straminea. Os autores ressaltam que essa
substituicdo natural ocorreu entre os anos de 1957 e 1978 e de forma rapida,
indicando que B. straminea € “uma espécie agressiva pronta para ocupar 0S
espacos deixados por competidores mais fracos” (BARBOSA; PEREIRA DA COSTA;
ARRUDA, 1981).

1.1.2 Biogeografia do género Biomphalaria

A origem do género Biomphalaria é considerada de Gondwana até 100
milhdes de anos e sua distribui¢do atual estaria atribuida & separacdo da Africa e da
América do Sul (PILSBRY, 1911; DAVIS, 1980; DAVIS, 1992). Outra hipotese
sugere que Biomphalaria surgiu na América do Sul ap6s a separacdo dos
continentes e sua presenca na Africa é resultante de um evento de disperséo
transatlantica que pode ter ocorrido pelo transporte passivo de massas de ovos ou
de individuos adultos resistentes a dessecacdo por aves aquaticas (WOODRUFF;
MULVEY, 1997). Campbell et al. (2000) levantaram a hipotese alternativa de que
uma espécie ancestral neotropical, semelhante a B. glabrata, teria colonizado a
Africa.

As formas fosseis de Biomphalaria sdo abundantes em sedimentos do
Eoceno e Oligoceno na América do Norte, Europa e Asia, e a maioria foi descrita
sob o género Planorbis ou Australorbis (TAYLOR, 1988; PIERCE, 1993), atualmente
considerados sinbnimos de Biomphalaria. Os fosseis da América do Norte aparecem
no final do Eoceno, ndo havendo evidéncias de precursores em rochas mais antigas
e ocorrem ao norte da B. glabrata moderna, podendo representar a espécie
americana viva (TAYLOR, 1988).

DeJdong et al. (2001) analisaram 23 espécies de Biomphalaria, sendo 16

neotropicais e 7 africanas, utilizando sequéncias de nucleotideos mitocondriais

26



parciais (16S) e nucleares ribossomicas completas (ITS1 e ITS2), e observaram que
as espécies neotropicais sdo basais as espécies africanas, sugerindo uma origem
americana para o género. Além disso, 0s autores ressaltam outras evidéncias que
apoiam uma origem americana, como a maior diversidade a suscetibilidade a S.
mansoni das espécies neotropicais em relacdo as africanas. O maior niumero de
espécies neotropicais, o fato de essas espécies exibirem uma faixa maior em
tamanho geral e de que as espécies neotropicais apresentam uma maior variacao
genética do que as espécies africanas, indicaria que elas sdo mais antigas.

Estudos com aloenzimas (BANDONI; MULVEY; LOKER, 1995; WOODRUFF;
MULVEY, 1997) e sequéncias de DNA (CAMPBELL et al., 2000; DEJONG et al.,
2001) mostraram que B. glabrata € mais relacionada as espécies africanas que com
as demais espécies neotropicais, além da monofilia e parafilia dos clados africanos e
neotropicais, respectivamente (BANDONI; MULVEY; LOKER, 1995; WOODRUFF;
MULVEY, 1997; DEJONG et al., 2001). Apesar da estreita relacdo entre B. glabrata
e as espécies africanas, DeJong et al. (2001) reforcam que os resultados de suas
andlises ndo sustentam a hipétese de Woodruff e Mulvey (1997), de que B. glabrata
é derivada dessas espécies, mas corroboram os dados de Campbell et al. (2000), de
gue um ancestral de B. glabrata colonizou o continente africano e deu origem as
espécies africanas. Os dados de Tuan e dos Santos (2007) também apoiam a
hipétese de origem Neotropical para o género devido aos elevados niveis de

variabilidade genética, principalmente em Biomphalaria peregrina (d’Orbigny, 1835).

1.1.3 Taxonomia de Biomphalaria com énfase em B. straminea

O termo Biomphalaria significa “dois umbigos”, em referéncia ao
aprofundamento do giro central nos dois lados da concha (PARAENSE, 1972) e foi
proposto por Preston em 1910. Entretanto, esse nao foi o primeiro nome sugerido
para o grupo, pois Dunker em 1848 descreveu um espécime pertencente ao mesmo
género como Planorbis, o qual hoje sabemos que se tratava de B. straminea.
Diversos outros nomes foram utilizados para se referir ao grupo, como Taphius
(Adams & Adams, 1858), Tropicorbis (Brown & Pilsbry, 1914), Platytaphius (Pilsbry,
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1924), Afroplanorbis (Thiele, 1931) e Australorbis (Pilsbry, 1934) e muitos destes
nomes constituiram a tribo denominada Biomphalaria (HUBENDICK; REES, 1955).

Além do género Biomphalaria, a tribo incluia os seguintes géneros: Planorbis,
Australorbis, Tropicorbis, Taphius, Platytaphius e Syrioplanorbis (Baker, 1945)
(HUBENDICK; REES, 1955), que atualmente sdo considerados sinbnimos junior de
Biomphalaria. Hubendick e Rees (1955), em seu estudo sobre a filogenia da familia
Planorbidae, observaram que estes planorbideos discoidais eram morfologicamente
tdo semelhantes entre si, tanto na anatomia interna quanto nos caracteres
conquiliolégicos, que a separacdo em géneros ndo deveria ser mantida por muito
tempo. Os autores ressaltaram que o0s géneros africanos Biomphalaria e
Afroplanorbis eram congenéricos e idénticos aos géneros sul-americanos
Australorbis e Tropicorbis, e que, portanto, poderiam ser colocados em um Unico
género denominado Biomphalaria.

Hubendick e Rees (1955) enfatizaram ainda que n&o havia diferencas entre
estes e 0os demais géneros da tribo e que o ideal seria unir todos em um Unico
género, ou manter Biomphalaria para os géneros africanos e Australorbis e
Tropicorbis para os sul-americanos, assim como sugeriu Wright (1959), ao solicitar a
International Commission on Zoological Nomenclature (ICZN) uma decisdo que
definisse a nomenclatura do grupo. Ambos os autores afirmam que a selecdo do
nome correto para se referir ao grupo poderia representar uma problemética para a
area médica, uma vez que alguns desses nomes eram desconhecidos pela maioria
dos parasitologistas envolvidos em trabalhos com estes moluscos (HUBENDICK;
REES, 1955; WRIGHT, 1959).

A decisdo da ICZN a favor de Biomphalaria foi publicada em 1965, mas néo
foi muito bem aceita por todos os especialistas da época. Parodiz (1969) continuou a
utilizar o termo Taphius, argumentando que a decisdo além de arbitraria e contra a
lei da prioridade, desconsiderava as recomendacfes da propria ICZN de
conservacao dos nomes com mais de 50 anos de uso geral, pois 0 nome Taphius foi
adotado mais de 50 anos antes de Biomphalaria e utilizado por 110 anos.

B. straminea, do latim stramineus que significa “cor de palha”, foi
originalmente descrita com base em caracteres da concha, e estdo depositadas na

colecdo Cuming do Natural History Museum, em Londres, como procedentes da
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Ameérica do Sul. A descricdo original de Dunker (1848) como Planorbis stramineus
nao possui figuras e, apesar da descricdo posterior (Dunker, 1850) com figuras de
um espécime, ndo € o bastante para identificar a espécie com precisao
(PARAENSE, 2001).

Assim como Dunker, Lutz (1918) descreveu Planorbis centimentralis do Ceara
baseando-se em caracteres conquilioloégicos e relatou que, apesar da semelhanca
com outras espécies jA descritas e reportadas para o estado, como Planorbis
peregrinus e Planorbis stramineus, estes espécimes diferem pelo tamanho e forma
dos giros da concha. No mesmo trabalho, o autor reconhece a dificuldade em
identificar as espécies do género Planorbis e a problematica da sinonimia devido a
grande variabilidade e ampla distribuicho do grupo, além das descricdes
insuficientes das espécies (LUTZ, 1918).

Mais tarde, Lutz (1928) identificou um espécime de Macaray como Planorbis
stramineus, no entanto, como havia descrito Planorbis centimentralis diferenciando-a
de B. straminea, a verdadeira identidade deste espécime ndo foi confirmada.
Segundo Paraense (2001), a semelhanca entre as conchas torna dificil a solugéo
deste problema, e como sua presenca nas outras localidades ndo tem sido
confirmada, o nome straminea € aplicado usualmente ao planorbideo
morfologicamente idéntico a forma que ocorre no Ceara.

Jansen em 1944 publicou um estudo sobre a validade de Australorbis
centimentralis (Lutz, 1918), com base em caracteres da concha e de desovas, numa
analise comparativa com B. glabrata. Paraense e Deslandes (1955), no trabalho
intitulado “Estudos sobre o Australorbis centimentralis”, fazem uma descricdo mais
detalhada, analisando caracteristicas morfolégicas do sistema reprodutor. Nessa
época, havia um consenso sobre Planorbis centimentralis pertencer ao género
Tropicorbis, além da possivel sinonimia com Planorbis stramineus (PARAENSE;
DESLANDES, 1955). Apesar disso, Paraense e Deslandes (1955) fizeram a incluséo
de Planorbis centimentralis no género Australorbis e ndo Tropicorbis, baseando-se
na descricdo do género por Pilsbry e nas semelhangas dos caracteres morfoldgicos
com a referida espécie. Os autores argumentaram que algumas diferencas
observadas, como a variacdo no tamanho da concha, a rapidez no aumento dos

giros e o comprimento do canal da espermateca podem ser devido ao tamanho e
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aumento dos giros estarem sujeitos a variacdo no grupo e a presenca de anomalias
no canal da espermateca do espécime utilizado na descricdo (uma vez que Pilsbry
nao menciona o numero de espécimes analisados) ou ainda, a uma confusdo entre
a bolsa vaginal e a espermateca.

Na descricdo de Paraense e Deslandes (1955), apesar de 0s aspectos
histologicos serem semelhantes aos de outras espécies, alguns caracteres
morfolégicos eram nitidamente diferentes, o que forneceu elementos para a
caracterizagdo morfolégica de B. straminea. Os autores diferenciaram B. glabrata de
B. straminea pela presenca da crista renal e, dentre as diferencas descritas, a mais
notavel é a presenca de uma superficie externa enrugada na parede vaginal em B.
straminea, ao invés de uma bolsa de paredes lisas (PARAENSE; DESLANDES,
1955).

Nogueira et al. (2018), ao observarem varidveis graus de enrugamento
vaginal em diferentes populacbes de B. straminea, analisaram outros caracteres
morfologicos em diferentes populacfes, além destes descritos por Paraense (1975):
auséncia de crista na superficie ventral do tubo renal; concha com cinco giros e
abertura ovoide ou arredondada, podendo chegar até 16,5mm de diametro e 6mm
de largura na abertura; prostata com 5 a 20 diverticulos, sendo arborescentes os
mais ramificados; ovoteste com cerca de 50 a 150 diverticulos; canal da
espermateca um pouco mais curto que o corpo da espermateca; bainha do pénis
relativamente larga e varia de um pouco mais curta a mais longa que o prepucio e a
porcdo média da bainha peniana apresenta quase o0 mesmo diametro que a porgcao
mais larga do canal deferente. Os autores encontraram divergéncias em alguns dos
parametros em duas das quatro populacdes estudadas, como no canal da
espermateca, sendo mais longo que o0 corpo da espermateca em uma das
populacdes (NOGUEIRA et al. 2018). Além disso, foram observados valores bem
inferiores aos encontrados por Paraense (1975): diverticulos prostaticos variando de

11 a 13 e maior média de comprimento das conchas de 7,61mm.

Habib et al. (2018) identificaram B. straminea como a espécie introduzida no
sul da China através da observacao dos caracteres morfolégicos e analise molecular
utilizando os marcadores COIl e 16S. Nao foram observadas variagdes morfolégicas

significativas em populacdes de B. straminea de diferentes localidades e as
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principais caracteristicas do sistema reprodutor foram consistentes com aquelas ja
encontradas na literatura: enrugamento vaginal conspicuo, espermateca
arredondada ou oval, diverticulos do ovoteste curtos e ndo ramificados e bainha do
pénis maior que o prepucio. Em contrapartida, os numeros de diverticulos
prostéticos variaram significativamente nas populacdes do reservatorio de Shenzhen
e Jinkui, com uma média de 20,6 + 2,3 e 10,8 + 0,83 diverticulos, respectivamente.

1.1.4 DNA ribossémico (DNAr) nuclear

O DNA ribossémico (DNAr) € composto por unidades repetitivas (tandem) em
torno de 100 coOpias por genoma e cada unidade é composta por trés genes
codificadores (18S, 5.8S e 28S), dois espacadores transcritos internos (ITS) e dois
externos (ETS) (COLEMAN, 2003). Os genes codificadores sdo as regibes mais
conservadas e sdo muito utilizados em analises das relagbes filogenéticas nos
grandes taxons, enquanto as regides espacadoras (ITS1 e ITS2) podem ser
altamente variaveis e sao utilizadas em analises filogenéticas entre taxons
relacionados que divergiram nos ultimos cinqguenta milhdes de anos (CARVALHO;
JANNOTTI-PASSOS; CALDEIRA, 2008; ZHANG et al.,, 2018). As variacbes nas
sequéncias das regides espacadoras sdo utilizadas na identificacdo de espécies ou
cepas, sendo uteis em estudos de genética de populacdes (CARVALHO;
JANNOTTI-PASSOS; CALDEIRA, 2008).

O tamanho do genoma de B. glabrata foi estimado em 916 Mb (GREGORY,
2003), compreendendo dezoito cromossomos haploides e foi sequenciado em 2013
(Acesso GenBank: APKA01000001.1 — APKA01408321) (ADEMA et al., 2017).

1.1.4.1 Espacgador transcrito interno (ITS)

O espacgador transcrito interno inclui todo o gene ITS1, 5.8S e a porcéao ITS2

do cistron do DNAr nuclear (Fig. 2).
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Figura 2. Diagrama ilustrando a organizacdo dos cistrons ribossémicos nucleares (caixa cinza) de

uma célula eucarionte tipica (adaptado de COLEMAN, 2003).

Muitos autores tem utilizado o marcador molecular ITS para inferir a filogenia
de diversos grupos de seres vivos e acredita-se que esta regido tenha potencial para
se tornar o proximo “DNA Barcode” em estudos com plantas (Chen et al., 2010).
Coleman (2003) ressalta que a regido ITS € mais informativa do que as sequéncias
de genes dos mesmos organismos na maioria dos estudos a niveis de género e

espécie em eucariotos.

Dentre as propriedades do espacador transcrito interno, algumas sao
vantajosas para o uso na filogenética, das quais podemos citar: universalidade e
simplicidade das sequéncias, uniformidade intragenébmica e variabilidade
intergendmica e, ainda, heranca bi parental (ALVAREZ, 2003). A universalidade do
ITS se deve aos inimeros trabalhos existentes na literatura que permitem com que
os dados das sequéncias sejam facilmente obtidos, talvez mais do que qualquer
outro marcador nuclear, enquanto a sua simplicidade é devida as multiplas copias de
DNAr no genoma, sendo mais facilmente isolados do que os demais I6cus nucleares
de poucas copias, 0 que por sua vez, possibilita o sucesso das amplificacbes
mesmo para aqueles com pouca experiencia (ALVAREZ, 2003). Apesar do ITS
possuir muitas repeticdées no genoma e isso pode estar relacionado a uma variacao
intragendmica, é sabido que nas sequéncias de ITS, assim como nas familias
multigénicas no geral, pode ocorrer uma evolucdo combinada, fendmeno
responsavel pela eliminacdo das variacbes de sequéncias dentro do genoma,
fazendo com que restem apenas as variacOes de estado de carater especificas de
determinada espécie e clado, resultando assim na uniformidade intragendmica desta
regido (ALVAREZ, 2003; COLEMAN, 2003). A variabilidade intergendmica de ITS

consiste nos niveis de variacado das sequéncias que sao Uteis para analises a niveis
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taxondmicos de espécies, géneros e até familias (BALDWIN, 1992; BALDWIN et al.,
1995). As sequéncias dos espacadores transcritos internos sao herdadas bi
parentalmente, ou seja, tanto do pai quanto da mae, assim como outras sequéncias
do genoma nuclear e diferentemente dos genomas mitocondriais. Essa propriedade
em particular pode ser (til em andlises de especiacdo hibrida e parentesco de
polipldides (BALDWIN, 1992; BALDWIN et al., 1995; KIM; JANSEN, 1994;
RIESENBERG; WENDEL, 1993; WENDEL; SCHNABEL; SEELANAN, 1995).

1.1.4.2 ITS naidentificacdo de espécies de Biomphalaria

Estudos apontam que os espacgadores transcritos internos do gene DNAr tem
sido Uteis tanto na identificacdo de espécies de Biomphalaria, quanto para andlises
intraespecificas, como de espécies cripticas, seja através da técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) (CAMBELL et al.,, 2000; MAVAREZ et al., 2002;
VIDIGAL et al., 2000%; VIDIGAL et al., 2000b; VIDIGAL et al., 2004; TUAN; SANTOS,
2007) e/ou através da andlise de Polimorfismo do Comprimento dos Fragmentos de
Restricdo (RFLP) (CALDEIRA et al., 1998; SPATZ et al., 1999; VIDIGAL et al., 1998;
VIDIGAL et al., 2000%; PEPE et al., 2009).

Spatz et al. (1999) utilizaram analises morfolégicas e moleculares (PCR-
RFLP) com base na regido ITS e propuseram o Complexo B. tenagophila,
constituido pelas espécies B. tenagophila (d’Orbigny, 1835), Biomphalaria
occidentalis Paraense, 1981 e Biomphalaria tenagophila guaibensis Paraense, 1984,
devido as semelhancas morfoldégicas e genéticas entre elas. Mais tarde, esse
Complexo foi confirmado por Vidigal et al. (2004), Tuan e dos Santos (2007) apos
analises das sequéncias de ITS1 e ITS2 e Tuan et al. (2012), que utilizaram DNA
Barcode.

Vidigal et al. (2000b) sequenciaram a regido ITS2 de dez espécies de
Biomphalaria (B. glabrata, B. tenagophila tenagophila, B. occidentalis, B. straminea,
B. peregrina, Biomphalaria kuhniana (Clessin, 1883), Biomphalaria schrammi
(Crosse, 1864), Biomphalaria amazonica Paraense, 1966, Biomphalaria oligoza

Paraense, 1975 e Biomphalaria intermedia Paraense e Deslandes, 1962) e
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observaram que a sequéncia de cada uma dessas espécies é Unica. O estudo
utilizou trés métodos de inferéncia filogenética e demonstrou que o segundo
espacador transcrito interno do DNAr € util para analisar as relacdes entre espécies
de Biomphalaria (VIDIGAL et al., 2000b).

1.1.5 DNA mitocondrial (DNAmt)

O DNA mitocondrial (DNAmt) é uma molécula circular dupla fechada com 37
genes que codificam cerca de 13 RNAs mensageiros (RNAm), 22 RNAs de
transferéncia (RNAt) e 2 RNAs ribossomais (RNAr), sem sequéncias intermediarias
dentro dos genes transcritos ou sequéncias espacadoras entre os genes (AVISE;
ELLIS, 1986). As transicfes sdo mais comuns do que as transversdes e as delecdes
ou adi¢cdes sdo mais raras do que as substituicoes de bases (AVISE; ELLIS, 1986).
O genoma mitocondrial € conhecido por conter genes e tamanho (16kb)
conservados na maioria dos animais, no entanto, essas caracteristicas do DNAmt
podem ser mais variaveis do que se acredita (MORITZ; DOWLING; BROWN, 1987).

O primeiro DNAmMt de moluscos a ser sequenciado foi da espécie de bivalve
Mytilus edulis, conhecido popularmente como mexilhdo-comum. O arranjo do
genoma mitocondrial de Mytilus edulis foi determinado e apesar de conter
caracteristicas tipicas do genoma de um metazoario, possui algumas caracteristicas
notavelmente incomuns, como a auséncia do gene para subunidade 8 da ATPase, e
a presenca de 23 genes RNAt, ou seja, um a mais do que o observado em todos 0s
outros DNAsmt de metazoarios (HOFFMANN; BOORE; BROWN, 1992). Esse gene
RNAt adicional parece especificar a metionina, o que por sua vez, torna o DNAmt de
Mytilus edulis Unico por conter dois genes RNAtMet (HOFFMANN; BOORE;
BROWN, 1992).

O genoma mitocondrial completo de moluscos basommatéforos s6 foi
sequenciado mais de uma década depois e pertencia a B. glabrata (DEJONG et al.,
2004) e B. tenagophila (JANNOTTTI-PASSOS, 2007). Com cerca de 13 mil
nucleotideos, foi 0 menor genoma mitocondrial registrado para moluscos até entao
(DEJONG et al., 2004). O DNAmMt de B. glabrata e B. tenagophila possui 22 RNAt,
RNAr 12S e 16S e 13 genes que codificam proteinas, como € tipico para
metazoarios (DEJONG et al., 2004; JANNOTTTI-PASSOS, 2007).
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O DNAmt de B. straminea foi parcialmente sequenciado: os genes COI, COlll,
ND2, ND3, ND4, ND5 e ND6 do DNAmt foram totalmente sequenciados, enquanto 0
gene ND1 foi sequenciado de forma parcial (GOVEIA, 2010). Na figura abaixo,
podemos ver alguns componentes do DNAmt de B. straminea:

Figura 3. llustracdo mostrando os genes do DNAmt de B. straminea. Demais componentes do
DNAmt foram omitidos nesta ilustracdo (adaptado de GOVEIA, 2010).

Goveia (2010) comparou o DNAmMt de B. straminea ao de B. glabrata e B.
tenagophila e foi observado que a ordem dos genes das trés espécies foi a mesma,

como é demonstrado na figura 4:

12S [ ND3 [ ND4 [ COIII | ND2 | COI [ 16S [ ND6 | ND5 | NDI | ND4L | CYTB | COII | ATP8 | ATP6
12S [ ND3 [ ND4 | COHI | ND2 | COI | 16S | ND6 | ND5 | ND1 | ND4L | CYTB | COII | ATPS | ATP6
ND3 [ ND4 [ COIII | ND2 | COI ND6 | ND5 | NDI

Figura 4. llustracdo mostrando a ordem génica de B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea, de cima
para baixo, respectivamente. Foram omitidos os componentes do DNAmt ndo sequenciados
(adaptado de GOVEIA, 2010).
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1.1.5.1 Citocromo C Oxidase | (COIl) — DNA Barcode

A subunidade | do gene Citocromo C Oxidase (COIl) foi proposta para ser
utilizada como codigo de barras de DNA (DNA Barcode), isto €, um sistema global
de identificacdo de animais, com base na diversidade das sequéncias deste gene
(HEBERT et al., 2003).

Um estudo analisou divergéncias de sequéncias em mais de 13.000 pares de
espécies intimamente relacionadas, com representantes de 11 filos, incluindo o filo
Mollusca, e mostrou que mais de 98% das espécies congenéricas diferiram
geneticamente em taxas superiores a 2%, indicando que a identificacdo a nivel de
espécie pode ser obtida através das sequéncias de COI, exceto para o filo Cnidaria
(HEBERT; RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003). Entretanto, 0s genes
mitocondriais, como o COI, podem nao ser eficientes em casos de hibridizacao,
introgressao e poliploides (HEBERT et al., 2003). Além disso, herancas uni parentais
nao apontam fluxo génico levado pelo macho, e em alguns casos, a taxa evolutiva
pode ndo ser rapida o suficiente para fornecer resolucdo ao nivel de espécie (CHEN
et al., 2010).

1.1.5.2 COIl na identificacdo de espécies de Biomphalaria

Diversos estudos utilizam DNA Barcode para identificacdo de espécies de
Biomphalaria e demonstram que este € um eficiente marcador molecular para
diferenciar os hospedeiros intermediarios de S. mansoni, assim como uma
importante ferramenta para andlises de espécies cripticas (CAMPBELL et al., 2000;
GOVEIA, 2010; SILVA, 2012; TUAN et al.,, 2012; SILVA, 2013; PALASIO et al.,
2017; PALASIO et al., 2019; HABIB et al., 2018; OHLWEILER et al., 2020).

Palasio et al., (2017) analisaram o potencial do DNA Barcode na identificacao
de sete espécies de Biomphalaria (incluindo dois complexos de espécies cripticas:
complexo Biomphalaria tenagophila e complexo Biomphalaria straminea) do estado
de Sao Paulo, comparando os resultados moleculares aos da taxonomia tradicional.
As maiores taxas de divergéncia intraespecifica observadas foram de 4% (entre
espécimes de B. peregrina e também entre espécimes de B. glabrata), enquanto a

maior taxa interespecifica foi de 15% (entre B. peregrina e B. glabrata e B. peregrina
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e B. tenagophila). As analises de sequéncias do Citocromo C Oxidase | permitiram
identificar divergéncias sutis (genéticas) entre populagbes intraespecificas de
Biomphalaria que ndo séo identificadas através da taxonomia classica, baseada na
morfologia (PALASIO et al., 2017).

Ohlweiler et al. (2020) definiram resolucdo e eficAcia como duas das
caracteristicas do DNA Barcode em estudos taxondémicos de biodiversidade em
espécies de Biomphalaria e ressaltaram que o uso deste marcador aliado as
técnicas morfolégicas pode auxiliar na resolucdo de problemas taxonémicos,
tornando-se vantajoso para levantamentos malacologicos geograficamente

extensos.
1.1.6. Complexo Biomphalaria straminea

A principal caracteristica diagnéstica de B. straminea é a presenca de
ondulagbes na parede dorsal da vagina. No entanto, este enrugamento vaginal é
também encontrado em outras espécies nao transmissoras de S. mansoni (Figuras
5, 6 e 7), 0 que pode levar a identificacbes errbneas. Observando a semelhanca
entre B. straminea, B. kuhniana e B. intermedia, Paraense (1988) sugeriu agrupa-las

no Complexo B. straminea.

Figura 5. llustracdo do sistema reprodutor de Biomphalaria straminea destacando o enrugamento
vaginal. Fonte: PARAENSE, 1975.
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Figura 6. llustragdo do sistema reprodutor de Biomphalaria intermedia. Fonte: adaptado de
PARAENSE, 1975.

Figura 7. llustracdo do sistema reprodutor de Biomphalaria kuhniana. Fonte: adaptado de
PARAENSE, 1988.

Este autor destacou o completo isolamento reprodutivo entre espécimes de B.
straminea provenientes de Tangara, RN, e B. kuhniana da regido de Tucurui (rio
Tocantins), PA, utilizando o albinismo como marcador genético, e descreveu as
caracteristicas diagnésticas anatdbmicas dessas espécies, que podem possuir
variaveis graus de enrugamento vaginal: pouco desenvolvido em B. kuhniana, mais
ou menos desenvolvido em B. intermedia e conspicuo em B. straminea, bem como o

mesmo numero de diverticulos prostaticos: B. kuhniana de 4 a 9; B. intermedia de 7
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a 15 e B. straminea de 9 a 18) (PARAENSE; DESLANDES, 1955 e 1962;
PARAENSE, 1988).

O Complexo B. straminea foi confirmado por Caldeira et al. (1998) que,
utilizando a técnica molecular de Polimorfismo do Comprimento dos Fragmentos de
Restricdo (RFLP), observou trés grupos distintos, dos quais um agrupou as espécies
B. straminea e B. kuhniana. Também registraram que uma das enzimas utilizadas

mostrou o0 mesmo perfil para B. straminea e B. intermedia.

Além das variagcles intra e interespecificas, a identificacdo morfolégica se
depara com outras dificuldades como o pequeno tamanho dos moluscos, seu grau
de maturidade, a falta de profissionais especializados em diferenciar essas espécies,
e ainda, a variacdo decorrente do estado de distensdo dos 6rgdos no momento da
fixacdo (PARAENSE, 1975; CALDEIRA; JANNOTTI-PASSOS; CARVALHO, 2009).
Com isso, os métodos moleculares se tornaram uma importante ferramenta auxiliar
na identificacdo especifica e tem sido constantemente empregados em estudos
sobre a filogenia do género Biomphalaria. Monis (1999) destaca em seu estudo
sobre filogenia em pesquisas parasitoléogicas que os métodos moleculares
associados aos métodos da taxonomia classica garantem resultados mais

consistentes.

De acordo com Palasio et al. (2017), B. straminea e B. intermedia sao
frequentemente mal identificadas devido a semelhanca morfolégica entre elas. Em
seu estudo sobre a identificacdo especifica de Biomphalaria spp. do estado de S&o
Paulo, foi utilizado o método “DNA barcoding” (subunidade | do citocromo oxidase —
COl) associado as analises morfolégicas para analisar as distancias genéticas intra
e interespecificas entre B. straminea e B. intermedia, além de outras espécies de
Biomphalaria. Foi observada variagdo acentuada na parede dorsal da vagina de
ambas as espécies, sendo visivelmente ondulada em B. straminea e inchada em B.
intermedia. Além disso, foram registrados indices de divergéncia genética
interespecifica nove vezes maior do que a divergéncia intraespecifica observada,
indicando que COIl é um bom marcador para a identificacdo das espécies do
complexo B. straminea. Entretanto, os autores destacaram que somente duas das

trés espécies pertencentes ao complexo foram analisadas, uma vez que B. kuhniana
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ndo ocorre no estado de Sdo Paulo e, ainda, que ndo foi possivel analisar um
namero expressivo de espécimes de B. intermedia devido a sua baixa densidade

populacional no estado.

Silva (2012), analisando amostras da Argentina e do Uruguai, observou que
0S espécimes possuiam caracteristicas morfoldégicas semelhantes a B. straminea,
apresentando acentuado grau de enrugamento vaginal. Porém, apds analises
moleculares utilizando a enzima de restricdo Dde [, foi observado que estas
amostras se assemelhavam mais ao perfil de B. intermedia (com duas bandas) do
gue com B. straminea do Brasil (Qque apresentam quatro bandas), levando a uma
identificacdo inconclusiva como B. aff. straminea. Vale ressaltar que algo bem
semelhante ocorreu nos estudos de Paraense e Correa (1989), ao analisar
individuos da mesma localidade no Uruguai (Espinillar) e classifica-los como B. aff.

straminea, devido a grande semelhanca morfolégica entre elas.

1.1.7 Importancia epidemioldgica e distribui¢cdo geogréafica de B. straminea

Das trés espécies transmissoras naturais de S. mansoni no Brasil, B.
straminea é a que apresenta a maior distribuicdo geogréfica, ocorrendo em 1.586
municipios, seguida por B. glabrata (881 municipios) e B. tenagophila (602
municipios) (CARVALHO, 2020). Além disso, deve-se destacar que B. straminea é a
mais bem adaptada a todas as variedades de clima e condi¢6es ecoldgicas do pais,
sendo extremamente tolerante as variacdes de fatores fisico-quimicos (PARAENSE,
1986). Ocorre em 24 estados: Acre, Alagoas, Amazonas, Bahia, Ceara, Espirito
Santo, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para,
Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Rio
de Janeiro, Santa Catarina, Sdo Paulo, Sergipe, Tocantins e Roraima, além do
Distrito Federal (Fig. 8) (CARVALHO et al., 2008; CARVALHO, 2020).
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Figura 8. Mapa indicando a distribuicdo geografica de Biomphalaria straminea no Brasil. Fonte:
Carvalho et al., 2008.

As outras duas espécies, B. glabrata e B. tenagophila, ndo possuem esta
ampla distribuicdo, ocorrendo em 16 e 10 estados, além do Distrito Federal,
respectivamente (CARVALHO et al., 2008; CARVALHO, 2020). A ampla distribui¢do
das espécies do género Biomphalaria no territorio brasileiro, sobretudo de B.
straminea, contribui significativamente para expansdo da esquistossomose mansoni,
inclusive em areas consideradas indenes (CARVALHO et al., 1988).

Seu potencial como espécie invasora também se deve a alta capacidade de
adaptacdo a diferentes condi¢cdes biodticas e abidticas (YIPP, 1990; HABIB et al.,
2018). Yang et al. (2018), buscando analisar a distribuicdo de B. straminea,
utilizaram diferentes abordagens, entre elas: comparacdo direta das condicbes
climaticas e andlises de sobreposicdo de nicho. Além disso, os autores analisaram
impactos biocliméticos que foram utilizados na predi¢cdo da distribuicdo potencial de
B. straminea em escala global. As caracteristicas climéaticas mais relevantes para a
ocorréncia de B. straminea foram temperatura média anual, isotermalidade e
sazonalidade da temperatura (YANG et al., 2018). Foi observado que nas condi¢des

climaticas atuais, B. straminea deve estar restrita principalmente as regides tropicais
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e subtropicais, incluindo América do Sul, América Central, Africa Subsaariana e
Sudeste Asiatico (YANG et al., 2018).

Mudancgas de nicho ocorreram durante as invasdes de B. straminea nas
Américas e na China, com as populacdes introduzidas ampliando seus habitats para
regides subtropicais, nas quais a temperatura média anual é mais baixa (YANG et
al., 2018). Os autores relataram que fatores bioclimaticos desempenharam um papel
importante na invasdo desses locais e que B. straminea tem um potencial
significativo para se espalhar ainda mais como espécie exotica.

Apesar de apresentar as menores taxas de infeccdo por S. mansoni, B.
straminea é responsavel pela manutencédo de altas taxas de infeccdo humana em
algumas localidades do Nordeste (JANSEN, 1946; PELLON; TEIXEIRA, 1950).
Barbosa e Coelho (1954) registraram taxas de infec¢céo natural inferiores a 1% em B.
straminea de Pernambuco, enquanto Jansen (1946) observou taxas elevadas de
infeccdo por S. mansoni em B. straminea do municipio de Catende (PE), com
percentual de até 18,45 e taxa de infeccdo humana de 53,1%. As altas taxas
encontradas podem estar atribuidas a uma maior concentracdo de moluscos em
regibes poluidas por dejetos humanos (JANSEN, 1946). Barbosa e Figueiredo
(1970), Souza, Jannotti-Passos e Freitas (1995), Souza et al. (1981), Almeida e
Mendonca (1986), Dias, Ueta e Gueraldo (1987), Fernandez e Pieri (2001) e
Fernandez e Thiengo (2002) observaram indices de infec¢cdo experimental variando
entre 0 e 48% em populacbes procedentes do Alagoas, Ceara, Paraiba, Goias,
Piaui, Pernambuco e Rio Grande do Norte.

Dias, Ueta e Gueraldo (1987) relataram baixa suscetibilidade de B. straminea
a diferentes linhagens de S. mansoni e taxas de mortalidade inferiores as
registradas para os demais hospedeiros intermediarios. Com relacdo a infeccao
humana, ha registros de taxas superiores a 50% em regides onde 0 Unico vetor
conhecido é B. straminea, ressaltando a importancia epidemiolégica desta espécie,
principalmente na regido Nordeste do Brasil (PELLON; TEIXEIRA, 1950;
PARAENSE; CORREA, 1989; FERNANDEZ; PIERI, 2001).
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1.2. Justificativa

A existéncia do Complexo B. straminea, a variabilidade nos caracteres
morfoldgicos especificos, os diferentes indices de suscetibilidade de B. straminea ao
S. mansoni e sua ampla distribuicdo geografica indicam a necessidade de estudos

que envolvam a anélise morfo-molecular de varios espécimes.

A correta identificagdo especifica dos hospedeiros intermediarios de parasitos
de interesse médico-veterinario é imprescindivel, seja inicialmente para discriminar
as espécies transmissoras daquelas ndo transmissoras, seja posteriormente para
identificar as localidades com maior importancia epidemiolégica, além de subsidiar a
tomada de decisGes sobre medidas de monitoramento e controle mais adequadas

de doencas parasitarias como a esquistossomose.

O Laboratério de Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz, enquanto Referéncia
Nacional para Esquistossomose-Malacologia para o Ministério da Saude desde 2007
possui um Moluscério (Colecdo Viva) com populacbes de diversos gastrépodes
continentais, principalmente as espécies transmissoras de S. mansoni, além da
guarda da Colecdo de Moluscos do Instituto Oswaldo Cruz (CMIOC). Ambas as
colegBes constituem excelente fonte tanto de material, quanto de dados necessarios

ao desenvolvimento deste estudo.

1.3. OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo geral

- Avaliar a variabilidade dos caracteres morfo-moleculares para o diagnostico
taxondémico de B. straminea, a partir da analise comparada de diferentes populacoes

procedentes das cinco regides do Brasil.
1.3.2 Objetivos especificos

- Verificar as caracteristicas moleculares dos mesmos espécimes investigados
morfologicamente, por meio do sequenciamento e analise comparativa de

marcadores utilizados como barcoding em moluscos;
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- Identificar possiveis clados monofiléticos, a partir das populacdes estudadas,
e as relacgdes filogenéticas entre estes;

- Correlacionar os dados morfolégicos e moleculares de espécimes de B.

straminea de populacdes das cinco regiées do Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencao e processamento das amostras

Foram obtidas amostras de diferentes colénias mantidas no Moluscéario do
Laboratério de Referéncia Nacional para Esquistossomose/Malacologia do Instituto
Oswaldo Cruz (LRNEM-IOC). Esta Colecao Viva foi criada na década de 1970 e
conta atualmente com 80 populacbes de véarias espécies de moluscos,
principalmente do género Biomphalaria, sendo mais de 20 colbnias de B. straminea.
Os espécimes sdo mantidos em aquarios de vidro com agua filtrada sem tracos de
substancias quimicas e um fragmento de folha de isopor para facilitar a postura e a
coleta das desovas (Fig. 9). Sdo alimentados com alface, podendo esta ser
desidratada para os juvenis ou fresca para os adultos. Além da alimentacdo, 0s
aguarios possuem um substrato constituido de argila peneirada (10 partes)
enriquecida com carbonato de calcio (1,5 partes) e farinha de ostra (2 partes) como

complemento alimentar.

Figura 9. Colbénia de Biomphalaria straminea mantida no Moluscéario do Laboratorio de Referéncia

Nacional para Esquistossomose — Malacologia (LRNEM). Fonte: Autoral.
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Os exemplares foram coletados em anos diferentes e variaram entre cinco a
mais de 40 anos, sem recebimento de exemplares do campo ao longo do tempo.
Todos os espécimes obtidos eram adultos, sendo selecionados preferencialmente os
maiores espécimes disponiveis, para minimizar a influéncia potencial da variacao

morfologica relacionada a maturidade sexual ou individuos muito jovens.

Foram selecionadas 10 colbnias de B. straminea procedentes de oito estados
do Brasil: Regido Centro-Oeste: Goias (Minacu e Uruacu); Regido Sudeste: Minas
Gerais (Itapagipe) e Rio de Janeiro (Rio de Janeiro); Regido Norte: Para
(Parauapebas e Sapucaia); Regido Sul: Parana (Londrina) e Rio Grande do Sul
(Pelotas); e Regido Nordeste: Piaui (Picos) e Sergipe (Nossa Senhora de Lourdes).
Foram selecionados cinco espécimes de B. straminea de cada localidade,

totalizando cinquenta individuos.
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Figura 10. Mapa do Brasil com as dez localidades de Biomphalaria straminea analisadas
procedentes da Colecdo Viva de moluscos do Laboratério de Referéncia Nacional para
Esquistossomose- Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz - LRNEM-IOC.

45



Para a taxonomia cléssica, a correta fixacdo dos exemplares é essencial, bem
como garantir que os moluscos estejam anestesiados da forma adequada, pois do
contrario, 0os espécimes podem se contrair no momento da fixacado e dificultar a
etapa de retirada da parte mole das conchas, a dissec¢cdo e a mensuracdo das
estruturas (BRASIL, 2008).

O anestésico adequado para espécies de Biomphalaria e demais gastropodes
limnicos denomina-se pentobarbital sédico, mas € comercializado sob o registro de
Nembutal ou Hypnol (BRASIL, 2008). Neste estudo foi utilizado o Hypnol e a
concentracdo usada foi de 1%. Os espécimes foram imersos na solucao anestésica
até o completo relaxamento dos tecidos (aproximadamente seis horas), que foi
confirmado com auxilio de pincas. Os exemplares foram imersos em agua a 70°C
durante 40 segundos (Figuras 11A e 11B) e, em seguida, imersos em agua a

temperatura ambiente para que as amostras fossem resfriadas.

L e e T —— 1

Figura 11. A. Material necessério a técnica de fixagcdo de moluscos (BRASIL, 2008). B. Exemplares

de Biomphalaria sp. anestesiados em Hypnol a 1% e submersos em 4gua a 70°C (BRASIL, 2008).

Vale ressaltar que essas etapas devem ser seguidas a risca para que nao
ocorra o cozimento da hemolinfa e dos tecidos dos moluscos, o que pode dificultar a
disseccdo (BRASIL, 2008). A parte mole de cada espécime foi retirada da concha
pelo pé, com auxilio de pincas de pontas finas e com os exemplares imersos em
agua, como é demonstrado na figura 12 (A-D):
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Figura 12. A-D. Etapas da retirada de Biomphalaria sp. da concha (BRASIL, 2008).

A parte mole foi fixada em solucdo Raillet-Henry para analise morfologica
(BRASIL, 2008) e as conchas foram lavadas e colocadas para secar a temperatura

ambiente.

2.2 Analise das amostras
2.2.1 Morfologia da concha e sistema reprodutor

Os espécimes foram dissecados sob estereomicroscopio (Fig. 13A-B). As
principais estruturas do sistema reprodutor (feminino e masculino) foram
desenhadas com o auxilio de camara clara e as medidas foram obtidas

manualmente com régua a partir dos desenhos.
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Figura 13. A. Espécime de B. straminea anestesiado em Hypnol a 1%, fixado e pronto para ser
dissecado sob estereomicroscépio. B. Disseccdo de exemplar de B. straminea sob

estereomicroscépio e com auxilio de placa de Petri e pingas de pontas finas.

Para cada exemplar, 16 caracteres morfolégicos foram analisados:
comprimento (1) e largura da base (2) e do &pice (3) do prepucio, comprimento (4) e
largura (5) da bainha do pénis, largura maxima do canal deferente (6), nimero de
diverticulos prostaticos (7), comprimento (8) e numero de ramos do diverticulo mais
basal (9), comprimento da regido basal da préstata entre o primeiro e ultimo
diverticulo (10), comprimento entre a abertura feminina e a insercao da espermateca
(11), comprimento (12) e largura (13) da espermateca, comprimento do canal da
espermateca (14), comprimento da area do enrugamento vaginal (15) e numero de
curvas do enrugamento vaginal (16). Também foram analisadas 8 propor¢des entre
esses caracteres: comprimento da bainha do pénis e do prepucio (1); largura
méaxima do canal deferente e da bainha peniana (2); largura da base e do apice do
prepucio (3); comprimento da area dos diverticulos e quantidade de diverticulos
prostaticos (4); comprimento e largura da espermateca (5); comprimento da
espermateca e do canal da espermateca (6); comprimento do enrugamento vaginal
e quantidade de curvas (7); comprimento do enrugamento vaginal e da &area dos
diverticulos prostéaticos (8). As estruturas do sistema reprodutor analisadas estao

ilustradas na Figura 14:
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Figura 14. Esquema parcial do sistema reprodutor de Biomphalaria straminea ilustrando as principais
estruturas analisadas no estudo. AbreviacGes: pp: prepucio; bp: bainha do pénis; cd: canal

deferente; pr: prostata; es: espermateca; ev: enrugamento vaginal; va: vagina.

As conchas foram fotografadas em estereomicroscopio (Leica M205C) com
camera digital acoplada (DMC2900) e foram medidas com paquimetro digital (Fig.
15).

i

H "
M

mm/inch @D

Figura 15. Medida da altura da concha de Biomphalaria straminea sendo aferida utilizando

paquimetro digital.
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Para as analises conquiliologicas, foram considerados dois parametros (Fig.
16): diametro e altura da concha (Paraense, 1988). Foram analisados o tamanho de

cada exemplar e posteriormente a média de cada localidade.

Figura 16. Foto da concha de Biomphalaria straminea mostrando como foram aferidas as medidas de

diametro (a esquerda) e altura (centro). Fotografia de Eduardo Cinilha.

2.2.2 Andlises moleculares
2.2.2.1 Extracéo, amplificacdo por PCR e sequenciamento do DNA

O DNA de cinco exemplares de cada populagdo, totalizando cinquenta
individuos, foi extraido de parte do molusco (mufla/pé) retirada antes da fixacéao.
Cada amostra de tecido foi acondicionada individualmente em frasco eppendorf e
mantido congelado a -20°C para ser processado utilizando o kit da Qiagen “DNA
Easy Blood and Tissue”. A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o
Procedimento Operacional Padrdo (POP) do LRNEM-IOC e com o protocolo
sugerido pelo fabricante.

A partir do DNA obtido, a técnica de PCR foi utilizada para amplificacdo da
subunidade |1 do DNA mitocondrial do citocromo c oxidase, que possui
aproximadamente 710 pares de base, utilizando os primers forward (F): LCO1490:
(5 -GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG - 3) e reverse (R) HC02198: (5 -
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA - 3) (FOLMER et al., 1994) e da segunda
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regido espacadora transcrita interna do gene RNA ribossomal, com 460 pares de
base, utilizando o primer forward (F) ITS2 (5 -CGTCCGTCTGAGGGTCGGTTTGC -
3’) (VIDIGAL et al., 2000b) e o reverse (R) ETTS1 (5 - TGCTTAAGTTCAGCGGGT-
3’) (KANE; ROLLINSON, 1994).

A PCR foi executada em duas misturas de 25 pL de reagentes contendo uma
concentracao final de 1X Ludwig 10 x buffer, 0,2 uM de dNTP, 2,5 uM Ludwig
mgCl2, 0,2 yM de cada primer, 1 yM de Taq Ludwig Hot Start, 1 L do DNA extraido

de cada amostra, e um volume total de reagao de 50 pL.

Para a termociclagem da reacéo, foram utilizados dois termocicladores (Veriti
96 Well Thermal Cycler / Bio-Rad MyCycler Thermal Cycler), conforme
disponibilidade no LRNEM-IOC, e os ciclos da PCR foram o0s seguintes para a
regido ITS2: 1 ciclo de 5 minutos a 95°C, 1 ciclo de 45 segundos a 95°C, 32 ciclos
de 1 minuto a 60°C, 32 ciclos de dois minutos a 72°C, 1 ciclo de 5 minutos a 72°C e
1 ciclo de 4 minutos a 20°C (adaptado de Vidigal et al., 1998). Para a regido COl, as
condic¢des da termociclagem da reagéo foram: 1 ciclo de 5 minutos a 95°C, 1 ciclo de
1 minuto a 95°C, 30 ciclos de 1 minuto a 52°C, 30 ciclos de 1 minuto a 72°C, 1 ciclo
de 5 minutos a 72°C e 1 ciclo de 4 minutos a 20°C (adaptado de Hayes; Cowie;
Thiengo, 2009).

O produto da PCR foi analisado em gel de agarose a 1,5% com brometo de
etidio, por eletroforese, e visualizado em transiluminador UV (Fig. 17), com o intuito

de verificar se as regifes de interesse haviam sido amplificadas com sucesso.

Figura 17. Gel de agarose contendo produtos das reacdes de PCR visualizados em transiluminador
UV. A. Gene ITS2. B. Gene COIl. Amostras (ambos os genes): 1: Padrdo de peso molecular; 2:

Uruacu/GO 6; 3: ltapagipe/MG 2; 4: Controle positivo; 5: Controle negativo.
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O produto da reacdo de PCR foi purificado utilizando o kit “GFX PCR DNA and
Gel Band Purification” da GE Healthcare, sendo o produto obtido submetido para
sequenciamento na Plataforma Genbmica — Sequenciamento de DNA - RPTO1A
(Rede de Plataformas Tecnolégicas FIOCRUZ). O sequenciamento ciclico das
amostras foi realizado em ambas as dire¢cdoes com o kit BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems) e analisado por eletroforese capilar no ABI
3730XL (Applied Biosystem). Erros e ambiguidades foram editados manualmente no
programa “Segman” (versao 7) (Fig. 18) (DNAStar, INC).
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Figura 18. Eletroferograma de uma das sequéncias COI editado manualmente no software Segman
versao 7.

2.2.2.2 Selecéo de sequéncias e grupo externo

Foram selecionadas todas as sequéncias com boa resolucdo e com mais de
600pb para COI e 380pb para ITS2. O comprimento final das sequéncias variou de
602 a 709pb no COI, e de 382pb a 451pb no ITS2. Ao todo, foram 89 sequéncias

para as analises independentes dos genes, sendo 50 de COl e 39 de ITS2.

Além das novas sequéncias, foram incluidas no estudo sequéncias de B.
straminea disponiveis no GenBank, através da ferramenta online “Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST)”. Foram encontradas cento e quatro sequéncias de

B. straminea do GenBank, sendo noventa e seis sequéncias do gene COI e oito de

52



ITS2. No entanto, apdés analise mais detalhada dessas sequéncias e para que nao
houvesse perda de sitios informativos, optou-se pela nao utilizacdo de grande parte
destas sequéncias. Além disso, foram incluidas todas as sequéncias de B. kuhniana
e B. intermedia disponiveis para ambos os genes.

Para o grupo externo, foram utilizadas quinze sequéncias de oito taxons,
incluindo diferentes espécies de Biomphalaria, além de espécies de Helisoma (grupo
irmao). A adicdo de mais taxons como grupo externo influencia diretamente as
relacdes do grupo interno, podendo alterar completamente as relacdes filogenéticas
entre os individuos do grupo de interesse (NIXON, CARPENTER, 1993; PHILIPPE
et al., 2011; BOROWIEC et al., 2017). Além disso, a selecdo de um grupo externo
apropriado é crucial para inferéncia filogenética, confiabilidade e resolucdo das
andlises, assim como as topologias das arvores (HAYES; COWIE; THIENGO, 2009),
uma vez que 0s grupos externos sao utilizados para fornecer informagdes sobre a
direcdo de transformacdo de uma caracteristica particular (BANDONI; MULVEY;
LOCKER, 1995). Assim sendo, a escolha de Helisoma sp. como grupo externo foi
feita com base nos estudos de Hubendick e Rees (1955), Bandoni, Mulvey e Locker
(1995), Sullivan et al. (1995) e Dejong et al. (2001), que indicaram que 0S géneros
Biomphalaria e Helisoma s&o intimamente relacionados, provavelmente sendo os
planorbideos mais proximos. H. trivolvis, por exemplo, tem a maior parte de suas

sequéncias alinhadas as sequéncias de Biomphalaria (DEJONG et al., 2001).

Foram selecionadas duas sequéncias provenientes de seis espécies de
Biomphalaria: B. glabrata, B. tenagophila, B. oligoza, B. peregrina, B. schrammi e B.
amazonica para o gene ITS2 e B. glabrata, B. tenagophila, B. oligoza, B. peregrina,
B. schrammi e B. occidentalis para o gene COIl. Esta ultima espécie foi incluida por

nao haver sequéncias de B. amazonica disponiveis para este marcador molecular.

As sequéncias de Helisoma spp. foram selecionadas conforme disponibilidade
no GenBank, sendo duas de H. duryi e uma de H. trivolvis para ITS2 e duas de H.
trivolvis e duas identificadas como Helisoma sp. para COIl. Todas as sequéncias do
GenBank utilizadas nas analises filogenéticas estdo descritas no Anexo 1, com seus

respectivos codigos de acesso.
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2.2.2.3 Alinhamento, analises filogenéticas, divergéncia genética e rede de
haplétipos

As sequéncias COI foram alinhadas no servidor online TranslatorX (ABASCAL,;
ZARDOYA; TELFORD, 2010) utilizando o algoritmo para alinhamento de mdltiplas
sequéncias ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994). As sequéncias ITS2
foram alinhadas usando o algoritmo MAFFT online, versao 7 (KATOH; ROZEWICKI;
YAMADA, 2019), com o refinamento interativo E-INS-i selecionado e todos os outros
parametros no modo padrdao. Os modelos de substituicdo de nucleotideos foram
selecionados usando o Bayesian Information Criterion (BIC), executado no
jModelTest versao 2.1.10 (DARRIBA et al., 2012). As sequéncias de B. straminea
geradas neste estudo, as localidades dos espécimes e 0s codigos provisorios do

Genbank estao descritos no Anexo 2.

Sequéncias de consenso dos genes COIl e ITS2 foram concatenadas para a
Inferéncia Bayesiana (IB) no MrBayes 3.2.7 (RONQUIST et al., 2012), incluindo
trinta e oito sequéncias de cada gene, totalizando setenta e seis sequéncias (COl:
ON704917-54; ITS2: ON707165-202) previamente identificadas como B. straminea
como parte deste trabalho. A execucao da IB foi configurada para quatro cadeias
simultaneas, em duas corridas independentes com diferentes arvores aleatérias,
consistindo em quatro cadeias de Markov, que foram amostradas a cada 100
geracdes ao longo de 10.000.000 geragdes. Os valores de suporte dos ramos foram
determinados pelas Probabilidades Bayesianas Posteriores (PBPs) das arvores
amostradas ap0s a remocdo manual dos primeiros 10% das arvores como burn-in.
As arvores foram visualizadas no FigTree 1.4.4 (RAMBAUT, 2012) e editadas no
Adobe Photoshop 2021 Portable. O Tamanho Efetivo da Amostra (ESS) foi estimado
no Tracer v1.7 (RAMBAUT et al., 2018).

As divergéncias genéticas intra e interespecificas dos genes COI e ITS2 foram
calculadas no software MegaX (KUMAR et al., 2018) com base no modelo Kimura 2
Parametros (KIMURA, 1980). O software DnaSP versdo 6.12.03 (ROZAS et al.,
2017) foi utilizado para calcular o numero de haplétipos (h) e mutagbes (Eta), bem
como a diversidade de haplotipos (hd) e nucleotideos (11). A rede de haplétipos foi
gerada no software NETWORK versdo 10.2.0.0 (Fluxus Technology Ltd.) e editada
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no programa Adobe Photoshop 2021 Portable. Nesta analise, foram combinadas 59
sequéncias COI de B. straminea, sendo 50 deste trabalho: ON704917-ON704954;
ON714049-ON714060 e 9 disponiveis no GenBank: KF926184-91 e KF926195
(Anexo 3) de 14 locais em diferentes regides do Brasil. Para a rede de haplotipos
complementar, além das sequéncias anteriormente citadas, foram utilizadas as
mesmas sequéncias de B. kuhniana disponiveis no Genbank e incluidas na analise
filogenética do gene COI (N = 6 KJ137284-88 e KJ137290).

3. RESULTADOS
3.1 Morfologia da concha e sistema reprodutor

A morfologia do sistema reprodutor foi analisada nos cinco espécimes obtidos
de todos os locais de estudo, exceto o de Nossa Senhora de Lourdes/SE.
Infelizmente, n&o foi possivel mensurar as estruturas morfolégicas nesses
espécimes, embora tenhamos observado pelo exame qualitativo que o enrugamento
vaginal de um deles era muito discreto e com aspecto inchado, bem distinto dos
demais individuos analisados (Fig. 19). Além disso, um dos espécimes de
Sapucaia/PA, que foi analisado apenas molecularmente, apresentava apenas trés

diverticulos prostaticos (Fig. 20).

Figura 19. Fotografia de parte do sistema reprodutor de Biomphalaria straminea mostrando a

estrutura do enrugamento vaginal do espécime 7 de Nossa Senhora de Lourdes/SE (Fotografia de
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Eduardo Cinilha). Abreviaturas: es: espermateca; ev: enrugamento vaginal; cd: canal deferente; va:

vagina.

Figura 20. Fotografia do sistema reprodutor completo do espécime 8 de Biomphalaria straminea
proveniente de Sapucaia/PA, mostrando os trés diverticulos prostaticos, bem como o enrugamento
vaginal tipico da espécie (Fotografia de Eduardo Cinilha). Abreviaturas: pr: prostata; ev: enrugamento

vaginal.

Todos os 16 caracteres morfolégicos analisados apresentaram variacfes
entre os individuos da mesma localidade e entre as diferentes localidades (Anexo 4),
exceto de Pelotas, em que todos os cinco exemplares possuiam 11 diverticulos
prostaticos. Foi observada ampla variagdo no grau de enrugamento vaginal, principal
estrutura diagnostica de B. straminea, com os individuos tendo apresentado de 0 a 8
curvas na parede dorsal da vagina, enquanto que nos espécimes de um mesmo
local, como no municipio de Sapucaia/PA, o enrugamento variou de discreto, isto €,
sem curvas definidas, até conspicuo, com seis curvas (Fig. 21). Os espécimes de
Londrina/PR apresentaram a menor variagdo no grau de enrugamento vaginal, com
qguatro dos espécimes contendo quatro curvas e um espécime com trés curvas (Fig.
22).
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Figura 21. Parte do sistema reprodutor de Biomphalaria straminea mostrando a variagdo

intraespecifica no grau de enrugamento vaginal nos exemplares provenientes de Sapucaia/PA (a, b e
€ sdo os espécimes 1, 2 e 5, respectivamente).
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Figura 22. Diagrama de parte do sistema reprodutor de Biomphalaria straminea mostrando a relativa

auséncia de variacao intraespecifica no grau de enrugamento vaginal observado nos espécimes de

Londrina/PR, (a, b, c, d, e e sdo os espécimes 9, 3, 2, 5 e 6, respectivamente).

Os espécimes de Uruacu/GO apresentaram a maior média de curvas no
enrugamento vaginal (6 + 2) e area do enrugamento mais comprida (1,07 £ 0,17),

assim como dois espécimes de Itapagipe/MG e Parauapebas/PA (Fig. 23).
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Figura 23. Desenhos de parte do sistema reprodutor de Biomphalaria straminea mostrando as
estruturas da parede dorsal da vagina e enrugamento vaginal, (a) espécime 3 de Parauapebas/PA

com oito curvas e (b) espécime 1 de ltapagipe/MG com oito curvas).

Outra caracteristica importante que apresentou variacao foi a quantidade de
diverticulos prostaticos, como nos espécimes do municipio de Uruacu/GO, que
continham de 7 a 14 diverticulos (Fig. 24). Esta mesma variacdo (7-14) foi

observada entre as diferentes localidades e em individuos aproximadamente do

aiéb?

Figura 24. Diagrama da préstata de Biomphalaria straminea mostrando a variacao intraespecifica do

mesmo tamanho.

namero de diverticulos prostaticos nos espécimes de Uruacu/GO: (a) espécime 5, com 7 diverticulos

e (b) espécime 2, com 14 diverticulos.

58



Também foram observadas variagcdes nos indices de propor¢do analisados
(Anexo 5), como entre o comprimento do canal e do corpo da espermateca e entre a
largura da bainha peniana e do canal deferente. O canal da espermateca foi mais
curto que o corpo da espermateca em quase todos o0s espécimes, exceto nas
localidades do Rio de Janeiro/RJ e em alguns individuos de Minagu/GO, Uruacu/GO,
Sapucaia/PA e Londrina/PR. A largura da bainha peniana foi maior que a porgao
meédia do canal deferente na maioria dos espécimes, com excec¢ao das localidades
de Pelotas/RS e Parauapebas/PA. Em contrapartida, ndo foram observadas
variacdes nas relacbes entre o comprimento da bainha do pénis e do prepucio, com
a bainha peniana maior que o prepucio, e entre a largura da base e do apice do
prepucio, com a base do prepucio sempre mais larga que o seu apice em todos o0s

espécimes.

Foi observada variagdo no diametro e na altura das conchas (Anexo 6), com
0s espécimes da localidade de Pelotas/RS tendo apresentado as maiores meédias,
tanto de diametro (7,82mm) como de altura (3,23mm), enquanto as menores médias
foram da localidade de Sapucaia/PA, sendo 4,79mm de diametro e 2,11mm de
altura (Figs. 25A e B).

1mm
1mm

Figura 25. Conchas de Biomphalaria straminea de (a) Pelotas/RS (espécime 1) e (b) Sapucaia/PA

(espécime 3).
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3.2 Analise filogenética e divergéncia genética

O comprimento total das sequéncias concatenadas foi de 1315 pares de
bases (COI = 1-655; ITS2 = 656-1315), incluindo dados ausentes para ambos os
genes e gaps do ITS2. Os modelos de substituicdo de nucleotideos foram HKY+I+G
(I: 0,58, G: 2,329) para COIl e GTR+G (G: 0,502) para ITS2. As arvores amostradas
pelas cadeias de Markov apos a eliminacdo do burn-in tiveram uma pontuacao
meédia de InL= -6567,2382. Os valores do Tamanho Efetivo da Amostra (ESS) foram
todos acima de 776 amostras efetivamente independentes para todos os
parametros, o que indica que a amostra foi robusta (LANFEAR; HUA; WARREN,
2016).

A andlise filogenética dos genes concatenados recuperou um clado reunindo
todas as sequéncias de B. straminea analisadas, subdividido em dois outros. Um
deles reuniu os espécimes do estado do Parda (municipios de Parauapebas e
Sapucaia), incluindo o espécime 8 de Sapucaia, com apenas trés diverticulos
prostaticos. O outro clado incluiu os demais espécimes de B. straminea analisados,
além das sequéncias de B. kuhniana obtidas do GenBank. A espécie B. intermedia
foi recuperada na base deste clado, como um grupo irméo de B. straminea. Todos

estes clados foram fortemente suportados (BPP = 0,95-1,00; Figura 26).

O espécime 7 de Nossa Senhora de Lourdes/SE com a parede dorsal da
vagina inchada ficou agrupado com B. straminea de outras localidades (Pelotas,
Londrina, Parauapebas e Rio de Janeiro) na analise do gene mitocondrial (Anexo 7),
nos quais observamos enrugamento vaginal tipico. Além disso, o exemplar 8 de
Sapucaia/PA, que apresentou trés diverticulos prostaticos, ficou agrupado com os
demais espécimes desta localidade na analise do gene COI, enquanto na andlise do
gene ITS2, ficou num clado composto por espécimes de Nossa Senhora de
Lourdes/SE e B. kuhniana (Anexo 8).
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Planorbis trivolvis, KM612167 / AY030403

AI— Helisoma sp., KM612179 / AF267504
Heli

sp., MG422674 / AF267503

1 Biomphalaria schrammi, MHS93409 / AFF198682
L— Biomphalaria schrammi, MH393408 / AF198681
Biomphalaria peregrina, KY 124272 / DQ143962
! ! r Biomphalaria peregrina, MK279703 / AF198678
Ll 1[ Biomphalaria oligeza, MIT593413 / AF198680
" Biomphalaria oligoza, MTTI593414 / AF198679
Biomphalaria glabrata, KF926181 / AF198659
Biomphaloria tenagophila, MF380480 / MT017570
1 Biomphalaria tenagophila, KF926105 / DQ143955
Biomphalaria intermedia, KF926179 / AF198673
Biomphalaria stramineq, Sapucaia, Pard, EX3
1 Biomphalaria straminea, Sapucaia, Pard, EX4
Biomphalaria straminea, Sapucaia, Pard, EXS
Biomphalaria straminea, Parauapebas, Pard, EX2
Biomphalaria straminea, Parauapebas, Para, EX6
Biomphalaria straminea, Sapucaia, Pard, EX7
0,95 Biomphalaria straminea, Sapucaia, Pari, EX8
Biomphalaria straminea, Minagul, Goids, EX4
Biomphalaria straminea, KF926190 / AF198670
Biomphalarig straminey, Uruagu, Goias, KX2
Biomphalaria straminea, Minagul, Goias, EX2
Biomphalaria straminea, Minacu2, Goids, EX2
Biomphalaria strami Minacu2, Goids, EX3
Biomphalaria straminea, Itapagipe, Minas Gerais, EX3
Biomphalaria siraminea, Itapagipe, Minas Gerais, EX4
Biomphalaria straminea, Itapagipe, Minas Gerais, EX6
Biomphalaria stramineq, Uruagu, Goias, EX6

Biomphalaria straminea, Picos, Piaui, EX2

Biomphalaria straminea, Picos, Piaui, EX3

Biomphalaria strami; Picos, Piaui, EX4
Biomphalaria straminea, Picos, Piaui, EXS
Biomphalaria straminea, Picos, Piaui, EX6
Biomphalaria straminea, KF926188 / AF198669
- Biomphalaria straminea, KY 697248 / AF198668
p—Biomphalaria straminea, KY 697247 /| AF198672
Biomphalaria straminea, Nossa Senhora de Lourdes, Sergipe, EX2
Biomphalaria straminea, Nossa Scnhora de Lourdes, Sergipe, EX9
Biomphalaria straminea, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, EX3
Biomphalaria stramineq, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, EX5
L} Biomphalaria streminea, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, KX6

I'[ Biomphalaria straminea, Parauapebas, Para, EXS

Biomphalaria straminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX4

Biomphalaria straminea, KF926189 / AY 030382
g Biomphalaria straminea, Londrina, Parand, EX3
_I Biomphalaria straminea, Londrina, Parand, EX2

Biomphalaria strgminea, 1.ondrina, Parani, EX6

Biomphalaria straminea, Londrina, Parana, EX9

Biomphalaria straminea, KF926184 / KJ137307

Biomphalaeria kuhniena, K1137287 ] KT137306
Biomphalaria straminea, KF926186 / AF198671

I Biomphalaria straminea, KY 697249 / AY030381

_I Biomphalaria kuhniana, KJ137286 / KJ137308

Biomphalaria kuhniana, KF137285 / KJ137310

Biomphalaria kahaiena, KY137284 / KJ137305

Biomphalaria kuhniana, KJ137290 / AY 030378

Biomphalaria kithniana, KI137288 / AF198666

= Biomphalaria straminea, Nossa Senhora de Lourdes, Sergipe, EX6

Biomphalari stramineq, Nossa Senhora de Lourdes, Sergipe, EX10
Biomphalaria straminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX1
Biomphalariu straminey, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX2
Biomphalaria straminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX3
Biomphalaria straminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX6

0.04

Figura 26. Arvore filogenética gerada pela analise dos genes concatenados (COl + ITS2) de
Biomphalaria straminea e grupo externo incluidos no estudo por Inferéncia Bayesiana. Os valores de

suporte dos ramos séo probabilidades posteriores bayesianas (PPBs).
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A andlise baseada no gene COI demonstrou uma distancia genética
intraespecifica de 0-5% (Anexo 9). A maior divergéncia (5%) encontrada ocorreu
entre os exemplares de Picos/Pl e outras seis localidades (Rio de Janeiro, Para,
Nossa Senhora de Lourdes, Londrina, Pelotas e Sapucaia) e entre Picos/Pl e B.
straminea do Genbank. Foi observada sobreposicdo entre as distancias
intraespecificas em B. straminea (0-5%) e interespecificas entre B. straminea e B.
kuhniana (0-4%). Os indices de divergéncia genética entre B. straminea e B.
intermedia foi de 5 a 7%, enquanto entre B. straminea e as demais espécies de
Biomphalaria foi de 7 (B. tenagophila e B. occidentalis e exemplares de Sapucaia) a
14% (B. schrammi e exemplares de Picos). A divergéncia genética entre 0s
espécimes de B. straminea (ingroup) e Helisoma sp. (outgroup) foi de 14-18%.

A maior distancia intraespecifica observada em B. straminea no gene ITS2 foi
de 3% (Anexo 10), entre sequéncias de Uruacu/GO, Londrina/PR e Sapucaia/PA e
entre Uruagu, Londrina e Pelotas/RS, e foi igual a distancia méxima encontrada
entre B. kuhniana e B. straminea. A divergéncia genética entre B. straminea e B.
intermedia foi de 6-11%. Os indices de distancia genética entre os espécimes de B.
straminea e demais espécies de Biomphalaria variaram de 3% (B. amazonica e
exemplares do Rio de Janeiro, Uruacu, Itapagipe, Nossa Senhora de Lourdes e
Londrina) a 21% (B. peregrina e exemplares de Picos e Sapucaia), enquanto a
distancia entre B. straminea e Helisoma sp. foi de 19-26%.

3.3 Rede de hapldtipos

Para andlise de distribuicdo dos haplotipos das sequéncias do gene COl,
removemos 0s dados ausentes, e o comprimento final das sequéncias incluiu 585
sitios (numero de sitios polimérficos (segregados), S: 428; numero total de
mutacOes, Eta: 462; numero total de mutagcbes Unicas, Eta(s)): 9). Dezesseis
haplétipos (h = 16) foram identificados com uma diversidade de haplétipos de (hd) =
0,9088, diversidade de nucleotideos (1) = 0,0885 e numero médio de diferencas de
nucleotideos (k) = 51,809. O numero de haplétipos em cada localidade variou de um
a trés, com Picos/PI, Londrina/PR e Pelotas/RS néo apresentando diversidade
haplotipica, enquanto a maioria das localidades analisadas (Nossa Senhora de
Lourdes/SE, Rio de Janeiro/RJ, Sapucaia /PA, Parauapebas/PA e Itapagipe/MG) e
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duas do estado de Goias (Uruacu e Minagu) apresentaram dois e trés haplotipos,
respectivamente (Fig. 27). Os espécimes de Parauapebas/PA, Rio de Janeiro/RJ e
Pelotas/RS compartilharam um haplotipo com espécimes de Itariri/SP e
Aparecida/SP. Este haplogrupo foi registrado no maior nimero de individuos e
localidades. Espécimes do estado de S&o Paulo também compartilharam haplétipos
com individuos do Rio de Janeiro/RJ, Londrina/PR, Parauapebas/PA e Sapucaia/PA.
Os espécimes de Uruacu e Minacu compartilharam apenas um haplétipo, embora
ambos 0s municipios sejam relativamente préximos no estado de Goias. Em
contrapartida, dois haplétipos dessas localidades foram compartiihados com
espécimes de Itapagipe/MG.

A rede de haplétipos complementar (Fig. 28), na qual incluimos exemplares
de B. kuhniana, indicou o mesmo numero de haplotipos e distribuicdo semelhante a
da analise principal, ou seja, as sequéncias COIl de B. straminea analisadas
formaram basicamente os mesmos haplogrupos, com apenas algumas excecoes.
Quatro exemplares de Nossa Senhora de Lourdes/SE compartilharam um haplétipo
com trés espécimes de B. kuhniana (H10), enquanto o outro exemplar (Nossa
Senhora de Lourdes/SE 7) formou o haplétipo 11, que ndo foi compartilhado com
nenhum outro, assim como as demais sequéncias de B. kuhniana, que formaram o
haplétipo 16. Além disso, o hapldtipo 3, inicialmente compartilhado entre
Londrina/PR e llhabela/SP, também foi compartilhado por dois exemplares de Santa
Isabel/SP.
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Figura 27. Rede de haplétipos das sequéncias do gene COI de Biomphalaria straminea analisadas e sequéncias de Biomphalaria straminea

disponiveis no Genbank. Cada localidade é representada por uma cor diferente, conforme mostrado na legenda. Cada circulo representa um haplétipo

e seu tamanho é proporcional ao nimero de individuos que compartilham esse haplotipo. Os losangos vermelhos representam haplétipos que néo

foram amostrados ou extintos. A lacuna marcada com um asterisco (*) representa um total de 405 mutacdes.
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Figura 28. Rede de hapldtipos das sequéncias do gene COIl de Biomphalaria straminea analisadas e sequéncias de Biomphalaria straminea e
Biomphalaria kuhniana disponiveis no Genbank. Cada localidade é representada por uma cor diferente, conforme mostrado na legenda. Cada circulo
representa um hapl6tipo e seu tamanho € proporcional ao nimero de individuos que compartiiham esse haplétipo. Os losangos vermelhos

representam haplétipos que nao foram amostrados ou extintos.
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4. DISCUSSAO

As espécies do complexo B. straminea podem ser identificadas erroneamente
devido a plasticidade fenotipica que apresentam (PARAENSE, 1988; VIDIGAL et al.,
2000b), o que além de causar confusdo taxonémica tem importancia epidemiolégica
na transmissdo da esquistossomose. As andlises integrativas do presente estudo
confirmaram essa grande variabilidade dos caracteres morfolégicos e moleculares

de espécimes de B. straminea provenientes das cinco diferentes regides do Brasil.

Nossos resultados corroboram estudos anteriores, como o de Paraense
(1957), que destacou a presenca de subpopulacdes de planorbideos com
caracteristicas divergentes, mesmo dentro de uma mesma regido geografica. A
variacdo encontrada na principal caracteristica diagnéstica de B. straminea dificulta
ainda mais a correta identificacdo da espécie. Nenhum enrugamento vaginal
conspicuo — tipico de B. straminea — foi observado em alguns individuos, enquanto
em outros foi observado um inchaco nesta regido. Portanto, ha uma sobreposicéo
potencial com as outras espécies do complexo B. straminea, podendo levar a

identificagdes errdneas ou inconclusivas.

Alguns autores relataram menor variacdo nas caracteristicas morfolégicas em
espécimes de B. straminea, como Palasio et al. (2017), que observaram que tanto B.
straminea quanto B. intermedia apresentavam ondulacbes na parede dorsal da
vagina, embora com variacdo consideravel entre as espécies. Em B. straminea ha
ondulagBes enquanto em B. intermedia ha um entumecimento (inchacgo), o que de
acordo com esses autores, faz com que essas espécies sejam muitas vezes
identificadas erroneamente. Habib et al. (2018) analisaram espécimes de B.
straminea introduzidos no sul da China, além de espécimes do Brasil e observaram
gue as principais caracteristicas do sistema reprodutor eram consistentes com

aguelas descritas na literatura.

No presente estudo verificamos que os individuos que apresentaram mais
curvas no enrugamento vaginal também apresentaram a area do enrugamento com
maior comprimento que os demais, apesar de isto ndo ter sido um padrdo para todos
0S especimes, isto €, nem sempre a menor area de enrugamento foi a que tinha

menos curvas. Entretanto, ao observarmos as médias das localidades, podemos

66



notar que, de uma forma geral, quanto maior o comprimento da area de

enrugamento vaginal, maior a quantidade de curvas na parede dorsal da vagina.

A variacdo observada no numero de diverticulos prostaticos através das
andlises quantitativas foi inferior (7—14) a encontrada por Paraense (1975) em
individuos do estado de Minas Gerais, que apresentavam entre 5 e 20 diverticulos,
enquanto Palasio et al. (2017) citaram 20 diverticulos e Habib et al. (2018), 10-20.
Os indices de proporcao foram consistentes com o relatado por Palasio et al. (2017),
como a proporcdo entre a largura da base e do apice do prepucio, em que a
extremidade livre do prepucio foi invariavelmente mais larga, e aquela entre o
comprimento da bainha do pénis e do prepucio, com a bainha mais longa em todos
0S espécimes. Estes achados contrastam com os de Paraense (1975), em que o
comprimento da bainha do pénis variou de um pouco mais curto a muito mais longo
que o prepucio. A variagcdo observada na proporcao entre a largura da bainha do
pénis e do canal deferente (0,84-1,56) também foi menor do que a registrada por
Paraense & Deslandes (1955), de 3,17+0,47mm.

As maiores médias das conchas observadas nos espécimes das nove
localidades analisadas (7,82mm = 1,08 de diametro e 3,23 + 0,34 de altura) foram
consideravelmente inferiores ao relatado por Paraense (1975), no qual as
dimensdes maximas foram de 16,5mm de diametro e 6mm altura. Além disso, os
valores de diametros registrados no presente estudo (7,82 £ 1,08-4,79 + 0,43) foram
mais semelhantes ao valor registrado para B. kuhniana (7,5 mm) do que para B.
straminea (11,0-16,5 mm) por Paraense (1988). Contudo, embora algumas espécies
de Biomphalaria tenham sido descritas pela primeira vez com base no diagndstico
de caracteres conquiliolégicos, esses parametros ndo necessariamente fornecem
critérios confiaveis para identificacdo, dada a sua vulnerabilidade a influéncia de
uma série de variaveis, incluindo fatores ambientais e de crescimento (PARAENSE,
1961).

Em seu estudo sobre a sistematica dos planorbideos brasileiros, Paraense
(1975) enfatizou que os caracteres morfolégicos usados para descrever cada
espécie estao sujeitos a variacdes consideraveis. Um exemplo é a superficie lateral

da concha, que pode ser mais ou menos coéncava ou mesmo concava de um lado e
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convexa do outro. O autor conclui que “...essas caracteristicas, que refletem a
variacdo individual encontrada em algumas populagbes, podem se tornar
caracteristicas dominantes em outras populacdes, refletindo flutuacdes na
frequéncia relativa dos genes que determinam essas caracteristicas. Essa variacao
€ responsavel pelo grande numero de sinbnimos encontrados na literatura
conquiliolégica” (PARAENSE, 1975).

Nossos dados demonstram a monofilia de B. straminea, porém, ao incluirmos
sequéncias de B. kuhniana obtidas do GenBank, estas foram recuperadas dentro do
clado que reuniu as sequéncias de B. straminea, corroborando estudos anteriores
(VIDIGAL et al., 2000b; DEJONG et al., 2001). Entre as hipéteses para explicar tal
fato, estd a possibilidade de identificacéo errdbnea de B. kuhniana ou de hibridizacéo.
Processos de hibridizacédo ja foram relatados em espécies de Biomphalaria, como
entre Biomphalaria cousini, Paraense, 1966 e Biomphalaria amazonica (TEODORO
et al., 2011) e poderiam produzir resultados inconsistentes entre 0s genes nuclear e
mitocondrial, uma vez que o ultimo € herdado da mae ou do espécime que funciona

como fémea no momento da fecundacao cruzada (DEJONG et al., 2001).

A maior divergéncia genética intraespecifica de B. straminea no gene COI
(5%) foi a mesma que as distancias interespecificas encontradas entre alguns
espécimes de B. tenagophila e Biomphalaria occidentalis e entre B. intermedia e B.
kuhniana. E importante notar, entretanto, que esses pares de espécies sdo membros
dos complexos B. tenagophila e B. straminea, respectivamente, enquanto a maior
distancia interespecifica entre B. straminea e B. kuhniana do GenBank foi menor
(4%). Os maiores indices de distancia intraespecifica foram observados entre os
espécimes de Picos/Pl e exemplares de seis localidades. Os cinco espécimes de
Picos/PI ficaram agrupados no mesmo clado na andlise filogenética do gene COI e
dos genes concatenados, sem conter espécimes de outras localidades, indicando
gue ndo houve variabilidade genética nesses exemplares, 0 que pode ser atribuido
ao fato de que esta colbnia é uma das mais antigas dentre as que foram analisadas

(mais de vinte anos no Moluscario).

No gene ribossomal, as maiores distancias genéticas intraespecificas

observadas em B. straminea foram as mesmas que a maior distancia interespecifica
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entre B. straminea e B. kuhniana, assim como entre B. straminea e B. amazonica
(3%). Esses achados corroboram estudos anteriores que indicam que B. amazonica
€ provavelmente o parente mais proximo do complexo B. straminea (VIDIGAL et al.,
2000b; DEJONG et al., 2001). Infelizmente, néo foi possivel utilizar sequéncias de B.
amazonica na analise conjunta dos genes, devido a falta de sequéncias COI desta

espécie no Genbank.

Estudos prévios mostraram indices de diversidade intraespecifica inferiores
aos registrados neste estudo. Palasio et al. (2017) registraram uma diversidade
genética de 3% para B. straminea de S&o Paulo e, embora a espécie B. kuhniana
nao tenha sido analisada, ndo foi observada sobreposicdo entre as divergéncias
intraespecificas e interespecificas. Em contraste, Palasio et al. (2019) analisaram 18
sequéncias do COI de B. straminea de Sao Paulo e registraram menor variacdo
genética (0-1%), muito inferior a registrada em outros estudos. Mesmo assim, foi a
maior variacao intraespecifica registrada, além de B. glabrata.

A analise da distribuicdo dos haplétipos indicou fluxo génico entre espécimes
de B. straminea de diferentes bacias hidrograficas e outros corpos d’agua, como
observado em Uruacu e Itapagipe (Fig. 29), Rio de Janeiro e ltariri (Fig. 30) e
Londrina e llhabela (Fig. 31). Isso pode ocorrer devido a transferéncia passiva
desses planorbideos por meio de atividades humanas, transporte fluvial ou outros
organismos. Sabe-se que a massa de ovos e mesmo 0s individuos adultos sao
altamente resistentes a dessecacédo, podendo ser transportados na plumagem de
aves aquaticas (WOODRUFF; MULVEY, 1997; BILTON; FREELAND; OKAMURA,
2001; FIGUEROLA; GREEN, 2002), enquanto atividades humanas como a
piscicultura ou a criacado de habitats artificiais em terras agricolas podem contribuir
para a dispersdo dos moluscos (MAVAREZ et al., 2002, THIENGO; FERNANDEZ,
2008). Processos semelhantes podem ter contribuido para a estruturacdo do
primeiro haplotipo, que foi compartilhado por sitios das regides Norte, Sul e Sudeste
do Brasil. No caso especifico do haplétipo encontrado nas duas localidades do
estado de Goias, os reservatorios das hidrelétricas Cana Brava e Serra da Mesa
estdo localizados nos municipios de Minagu e Uruacgu (Fig. 32), respectivamente, e
esses corpos d’agua séo ligados fisicamente, o que implica o potencial de fluxo

génico entre 0s espécimes.
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O haplétipo 10, resultante da andlise de rede de hapl6tipos complementar,
constituido por quatro espécimes de B. straminea provenientes de Nossa Senhora
de Lourdes, SE, e trés espécimes de B. kuhniana, corrobora os resultados da
analise filogenética dos genes concatenados, na qual estes exemplares ficaram
agrupados em um clado. Ainda que o exemplar 7 de Nossa Senhora de Lourdes
tenha apresentado um inchaco no enrugamento vaginal, caracteristica tipica de B.
kuhniana, este foi o Unico espécime desta localidade que ndo compartilhou haplétipo

com esta espécie.

Embora Habib et al. (2018) tenham contestado a identificacdo das sequéncias
COlI depositadas por Attwood, Huo e Qiu (2015) para B. kuhniana (KJ137284-87),
as quais atribuiram a B. straminea, os resultados da andlise independente do gene
ITS2 mostraram que outras sequéncias de B. kuhniana (AY030378-80; AF198666;
AF19667) de diferentes estudos e paises (VIDIGAL et al., 2000b; DEJONG et al.,
2001) tiveram indice de divergéncia genética de 0% quando comparadas as
sequéncias de B. straminea de nove das dez localidades estudadas, com excegao

de Picos/Pl, além de formarem um clado com algumas destas sequéncias.
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Figura 29. Localizagdo dos municipios de Itapagipe e Uruacu, e os principais rios dos estados de Minas Gerais e Goias.

71



46°0'W 44°0'W

I I
® Rio de Janeiro
® Itariri
— Principais rios
2 \\ [ ] Limite dos estados
A D=
v\v\ pont
o 9 - o ;
A .
{2 .
A
=
-
L]
° . 0 50 100 km
1 1
46°0'W 20w

Figura 30. Localizacdo da cidade do Rio de Janeiro e do municipio de Itariri, e 0s principais rios dos estados do Rio de Janeiro e S&o Paulo.

22°0'S

24°0'S

72



49°30'W 46°30"W
|

® Londrina
[#2]
Eﬁ S Tihabela _
= — Principais rios

[ Limite dos estados

23°24'S
1

25°24'S
-
>
|

fore o oerwn

Figura 31.

|
49°30'W 46°30"W

Localizagdo dos municipios de Londrina e Ilhabela e os principais rios dos estados do Parana e Sao Paulo.

21°24'S

23°24'S

25°24'S

73



Figura

49°17'W 48°31'W 47°44'W
T T v T
0 25 50 km
| I I
@ Uruagu
@ @ Minacu w
- Cursos Hidricos &
= Il Reservatorios =
[ ] Limite dos
municipios
=T I
[aal ﬂ — )
4 o &
N
A
| = | TN |
49°17'W 48°31"W A47°44"W
32. Localizacdo dos municipios de Minacu e Uruacu, estado de Goiés, e seus reservatorios.

74



Nossos resultados demonstraram a presenca de um maior numero de
haplotipos (h = 16), diversidade haplotipica (hd = 0,9088), diversidade de
nucleotideos (1 = 0,0885) e numero médio de diferencas de nucleotideos (k =
51,809) do que os mencionados em estudos anteriores. Palasio et al. (2017), por
exemplo, utilizaram DNA barcode para identificar as espécies de Biomphalaria e
analisaram espécimes de B. straminea de Sdo Paulo, além de um espécime de B.
intermedia. Esses autores encontraram seis haplotipos, e a diversidade de
haplétipos e nucleotideos para B. straminea, enquanto o ndmero meédio de
diferencas nos nucleotideos registrados nos onze espécimes de B. straminea foi hd
= 0,836; T = 0,01199; k = 6,582, respectivamente. Habib et al. (2018) também
registraram baixos niveis de diversidade de haplétipos com base nos marcadores
COl e 16S, com quatro e trés haplotipos distintos, respectivamente, em espécimes
do Brasil e da China, com diversidade de nucleotideos (1) de 0,004488 e 0,005587
para ambos 0s genes. A alta diversidade de haplotipos observada em B. straminea
pode ser devido ao numero de sequéncias analisadas neste estudo, além de serem
provenientes das cinco regiées do Brasil, reforcando a importancia de analisar
diversos espécimes de regifes distintas (ou de toda a distribuicdo geografica da
espécie), conforme recomendado por Paraense (1957).

Nossos resultados sdo consistentes com os achados de Palasio et al. (2019),
gue mostram que a divergéncia genética e as semelhancas nos caracteres
morfolégicos das espécies de Biomphalaria indicam que esses caracteres
fenotipicos, usados tradicionalmente para delimitar as espécies, ndo sao adequados
para a descricdo abrangente da diversidade do grupo, ressaltando a importancia de
estudos integrativos em taxonomia, em especial para a correta identificacdo de
espécies cripticas, como as do complexo B. straminea. Esta abordagem fornece
ferramentas essenciais para a compreensdo das relagbes evolutivas intra e

interespecificas dos planorbideos, bem como para a delimitacdo de espécies.

Os dados do presente estudo demonstram a necessidade de se investigar
mais espécimes de B. kuhniana e de outras espécies brasileiras com semelhancas
morfolégicas com B. straminea, visando avaliar a validade das espécies
reconhecidas atualmente no complexo B. straminea e auxiliar na clarificacdo

taxondmica desse importante grupo de planorbideos.
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5. CONCLUSAO

Os dados do presente estudo representam uma importante contribuicdo ao
entendimento da variacdo morfolégica e molecular de popula¢gbes de B. straminea
qgue ocorrem no Brasil, além de ampliar o banco de dados genético desta espécie, 0
que permitira futuras analises taxon6micas comparativas com as demais espécies

do Complexo B. straminea.

A grande variabilidade morfolégica e molecular observada em B. straminea e
suas semelhancas com outras espécies congenéricas, demonstram a necessidade
de estudos mais extensivos do chamado Complexo B. straminea, incluindo

exemplares provenientes da localidade tipo destas espécies.

A pouca disponibilidade de sequéncias no Genbank, sobretudo de B.
kuhniana, B. intermedia e B. amazonica também dificulta uma compreensdo mais
ampla da histéria evolutiva deste grupo. Sendo assim, estudos com uma maior
amostragem sao essenciais para entender as relacfes entre essas espécies. Além
disso, estudos laboratoriais de cruzamento podem ajudar a elucidar possiveis

processos de hibridizacao.
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6. ANEXOS

6.1 Anexo 1. Taxons da familia Planorbidae utilizados nas analises filogenéticas e os respectivos

cédigos do Genbank para acesso as sequéncias.

NUmero de acesso ao GenBank

Téxons Col ITS2
Planorbis trivolvis KM612167 AY030403
Planorbis trivolvis KM612028 --
Helisoma sp KM612179 --
Helisoma sp MG422674 --
Helisoma duryi -- AF267503
Helisoma duryi -- AF267504
Biomphalaria peregrina KY124272 DQ143962
Biomphalaria peregrina MK279703 AF198678
Biomphalaria tenagophila MF380480 MTO017570
Biomphalaria tenagophila KF926105 DQ143955
Biomphalaria schrammi MH593409 AF198682
Biomphalaria schrammi MH593408 AF198681
Biomphalaria oligoza MH593413 AF198680
Biomphalaria oligoza MH593414 AF198679
Biomphalaria occidentalis MH593419 -
Biomphalaria occidentalis KF926175 -
Biomphalaria amazonica - AF198665
Biomphalaria amazonica -- KP217167
Biomphalaria glabrata -- DQ143953
Biomphalaria glabrata KF926181 AF198659
Biomphalaria intermedia KF926179 AF198673
Biomphalaria intermedia - AF198674
Biomphalaria intermedia - AF198675
Biomphalaria intermedia - AY030383
Biomphalaria kuhniana KJ137286 KJ137305
Biomphalaria kuhniana KJ137285 KJ137306
Biomphalaria kuhniana KJ137284 KJ137308
Biomphalaria kuhniana KJ137287 KJ137309
Biomphalaria kuhniana KJ137290 KJ137310
Biomphalaria kuhniana KJ137288 KJ137311
Biomphalaria kuhniana -- AY030378
Biomphalaria kuhniana -- AY030379
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Biomphalaria kuhniana

Biomphalaria kuhniana

Biomphalaria kuhniana

Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea
Biomphalaria straminea

Biomphalaria straminea

KF926184
KF926185
KF926186
KF926187
KF926188
KF926189
KF926190
KF926191
KF926195
KY697246
KY697247
KY697248
KY697249

AY030380
AF198666
AF198667
AF198668
AF198669
AF198670
AF198671
AF198672
AY030381
AY030382
KJ137307
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6.2 Anexo 2. Localidades dos espécimes de Biomphalaria straminea sequenciados no presente

estudo e seus respectivos coédigos (provisérios) do Genbank.

NUmero de acesso ao GenBank

Espécimes COl ITS2
Itapagipe, Minas Gerais EX1 ON714050 --
Itapagipe, Minas Gerais EX2 ON714049 --
Itapagipe, Minas Gerais EX3 ON704917 ON707165
Itapagipe, Minas Gerais EX4 ON704918 ON707166
Itapagipe, Minas Gerais EX6 ON704919 ON707167
Londrina, Parana EX2 ON704920 ON707168
Londrina, Parana EX3 ON704921 ON707169
Londrina, Parana EX5 ON714054 --
Londrina, Parana EX6 ON704922 ON707170
Londrina, Parand EX9 ON704923 ON707171
Minagul, Goias EX1 ON714059 -
Minagul, Goias EX2 ON704924 ON707172
Minagul, Goias EX4 ON704925 ON707173
Minagu2, Goias EX2 ON704926 ON707174
Minagu2, Goias EX3 ON704927 ON707175
Nossa Sra. de Lourdes, Sergipe EX2 ON704928 ON707176
Nossa Sra. de Lourdes, Sergipe EX6 ON704929 ON707177
Nossa Sra. de Lourdes, Sergipe EX7 ON714055 --
Nossa Sra. de Lourdes, Sergipe EX9 ON704930 ON707178
Nossa Sra. de Lourdes, Sergipe EX10 ON704931 ON707179
Parauapebas, Pard EX2 ON704932 ON707180
Parauapebas, Para EX3 -- 0OP618545
Parauapebas, Para EX4 ON714058 --
Parauapebas, Para EX5 ON704933 ON707181
Parauapebas, Pard EX6 ON704934 ON707182
Parauapebas, Pard EX7 ON714056 --
Parauapebas, Pard EX12 ON714057 --
Pelotas, Rio Grande do Sul EX1 ON704935 ON707183
Pelotas, Rio Grande do Sul EX2 ON704936 ON707184
Pelotas, Rio Grande do Sul EX3 ON704937 ON707185
Pelotas, Rio Grande do Sul EX4 ON704938 ON707186
Pelotas, Rio Grande do Sul EX6 ON704939 ON707187
Picos, Piaui EX2 ON704940 ON707188
Picos, Piaui EX3 ON704941 ON707189
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Picos, Piaui EX4

Picos, Piaui EX5

Picos, Piaui EX6

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro EX2
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro EX3
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro EX5
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro EX6
Sapucaia, Para EX3

Sapucaia, Para EX4

Sapucaia, Para EX5

Sapucaia, Para EX7

Sapucaia, Para EX8

Uruagu, Goias EX1

Uruacu, Goias EX2

Uruacu, Goias EX3

Uruacu, Goias EX5

Uruacu, Goias EX6

ON704942
ON704943
ON704944
ON714060
ON704945
ON704946
ON704947
ON704948
ON704949
ON704950
ON704951
ON704952
ON714053
ON704953
ON714052
ON714051
ON704954

ON707190
ON707191
ON707192
ON707193
ON707194
ON707195
ON707196
ON707197
ON707198
ON707199
ON707200
ON707201

ON707202
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6.3 Anexo 3. Cddigos de acesso as sequéncias de Biomphalaria straminea do GenBank e suas

respectivas localidades no estado de Sao Paulo (Palasio et al., 2017) utilizadas na analise de

distribuicao haplotipica (COI).

Numero de acesso ao GenBank Localidade

KF926188 Itariri/SP
KF926185 Itariri/SP
KF926186 Aparecida/SP
KF926184 Aparecida/SP
KF926195 Santa Isabel/SP
KF926189 Santa Isabel/SP
KF926190 Santa Isabel/SP
KF926191 llha Bela/SP
KF926187 llha Bela/SP
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6.4 Anexo 4. Parametros morfolégicos dos sistemas reprodutores masculino e feminino nos espécimes de Biomphalaria straminea obtidos nos municipios e estados
representativos das diferentes regides do Brasil.

Média + desvio padrao (em mm) registrado na localidade de:

Caracteres* Pelotas (RS) Sapucaia (PA) Londrina (PA)  Minagu (GO) Uruagu (GO) Itapagipe (MG) Picos (PI)  Rio de Janeiro (RJ) Parauapebas (PA)
1 2,39+0,51 1,58 +0,19 2,48 +0,32 1,89 £ 0,37 1,90 £ 0,57 2,05+0,38 2,40 £ 0,50 2,45+0,41 2,44+0,26
2 0,38+0,19 0,28+0,11 0,35+0,05 0,31+0,05 0,35+0,08 0,41 +0,05 0,32+0,05 0,34+ 0,07 0,29+ 0,07
3 0,69+0,34 0,40+0,11 0,57+0,14 0,46 +£ 0,19 0,50+0,13 0,53+0,21 0,66+ 0,16 0,52+ 0,06 0,76 +0,51
4 3,52+1,00 2,15+0,44 3,40+ 0,39 2,93+0,44 2,70+ 0,49 2,70 £ 0,46 3,16 £0,55 3,22+0,42 3,33+£0,44
5 0,19+ 0,07 0,16 +0,03 0,17+ 0,04 0,14 £ 0,02 0,19+ 0,05 0,22+ 0,04 0,23+0,06 0,20+ 0,06 0,16 +0,03
6 0,21+0,11 0,10 £ 0,02 0,17 £ 0,02 0,13+0,03 0,17+ 0,03 0,18+ 0,03 0,16 £0,03 0,17+ 0,05 0,19+0,04
7 11+0 9+1 11+2 8zx1 10+3 9+2 12+1 12+1 12+1
8 0,44 + 0,09 0,35+ 0,06 0,41+0,11 0,33+0,10 0,43+0,08 0,61+0,15 0,37+0,10 0,36 0,10 0,47+0,13
9 5+2 4+3 5+1 6+4 6+4 10+4 52 52 6+3
10 2,14+ 0,26 0,93+0,15 2,03+£0,49 0,87 +£0,32 1,34+ 0,47 1,19 +0,82 1,07+ 0,20 1,35+0,20 1,51+0,30
11 0,83+0,12 0,40+0,11 0,67 +0,17 0,53+0,13 0,52+0,18 0,50 +0,34 0,78 £0,20 0,70+0,16 0,52+0,11
12 0,85+0,15 0,65+ 0,07 1,06 £ 0,06 0,64 + 0,06 0,75+0,22 0,76 +0,13 0,98+0,18 0,95+0,24 0,71+0,15
13 1,25+ 0,36 0,72+0,12 1,24+0,17 0,69+0,15 0,86 £ 0,19 1,40 + 0,39 1,08 +0,24 0,93+0,25 1,01+0,13
14 0,42 +0,18 0,36 £0,15 0,54 £ 0,04 0,41+0,11 0,39 £ 0,06 0,61+0,13 0,59 +0,26 0,44 +0,12 0,42 +0,20
15 0,69 +0,39 0,76 £0,19 0,86 +0,18 0,72+0,22 1,07 £0,17 0,97 +0,33 0,87+0,13 0,76 £0,19 0,76 £0,21
16 3+2 4+3 4+0 4+1 6+2 5+2 2+1 3+2 5+2

*Caracteres: 1: comprimento do prepucio; 2: largura do &pice do prepucio; 3: largura da base do prepdcio; 4: comprimento da bainha do pénis; 5: largura da bainha

do pénis; 6: largura maxima do canal deferente; 7: nimero de diverticulos prostaticos; 8: comprimento do diverticulo basal; 9: nimero de ramos do diverticulo basal;

10: comprimento entre o primeiro e Ultimo diverticulo; 11: comprimento entre a abertura feminina e a insercdo da espermateca; 12: comprimento do canal da

espermateca; 13: comprimento da espermateca; 14: largura da espermateca; 15: comprimento da area do enrugamento vaginal; 16: nimero de curvas do enrugamento

vaginal.
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6.5 Anexo 5. Médias das proporgdes entre os parametros morfoldgicos registrados em cada localidade de Biomphalaria straminea (municipio).

Média registrada na localidade de:

Proporgao* Pelotas Sapucaia Londrina Minagu Uruacgu Itapagipe Picos Rio de Janeiro Parauapebas
1 1,48 1,37 1,37 1,55 1,42 1,32 1,32 1,31 1,36
2 1,84 1,42 1,65 1,48 1,41 1,28 2,06 1,53 2,62
3 0,19 0,11 0,19 0,11 0,14 0,13 0,09 0,12 0,13
4 3 2,01 2,28 1,68 2,23 2,29 1,83 2,11 2,4
5 1,48 1,11 1,17 1,08 1,15 1,84 1,1 0,98 1,42
6 0,23 0,19 0,23 0,18 0,17 0,19 0,44 0,25 0,15
7 0,32 0,81 0,42 0,83 0,8 0,81 0,81 0,56 0,5
8 0,9 1,56 1,02 1,08 1,14 1,17 1,44 1,18 0,84

*Proporgdes entre os parametros morfologicos: 1: comprimento da bainha do pénis e do prepucio; 2: largura da base e do apice do prepucio; 3: comprimento da
area dos diverticulos e quantidade de diverticulos prostaticos; 4: comprimento e largura da espermateca; 5: comprimento da espermateca e do canal da espermateca;
6: comprimento do enrugamento vaginal e quantidade de curvas; 7: comprimento do enrugamento vaginal e da area dos diverticulos prostaticos ; 8: largura maxima do

canal deferente e da bainha peniana.

6.6 Anexo 6. Média e desvio padrdo das medidas de diametro e altura das conchas de Biomphalaria straminea dos diferentes locais (municipios) analisados.

Média + desvio padrdo (em mm) registrado na localidade de:

Caracter Pelotas Sapucaia Londrina Minagu Uruacu Itapagipe Picos Rio de Janeiro Parauapebas
Diametro 7,82 +£1,08 4,79+ 0,43 7,60+ 0,70 572+1,13 6,15+ 0,91 6,96 = 0,37 7,61+0,61 6,39 £ 0,53 6,19 £ 0,89
Altura 3,23+0,34 2,11 £ 0,20 2,77 £0,16 2,47 + 0,30 2,54 £ 0,32 2,93+ 0,06 2,81+0,21 2,25+0,17 2,37 +£0,26
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6.7 Anexo 7. Arvore filogenética gerada pela anélise do gene COI de Biomphalaria straminea e grupo
externo incluidos no estudo por Inferéncia Bayesiana. Os valores de suporte dos ramos séao
probabilidades posteriores bayesianas (PPBs)

Planorbis trivelvis, KM612167
Planorbis trivelvis, KM612028
Helisoma sp., KM61217%
——— Helisoma sp., MG422674
Biomphalaria tenagophila, MF380380
Biemphalaria tenagophila, KF926105
Biomphalaria occidentalis, MH593419
Biomphalaria occidentalis, KF926175
Riomphalaria glabrata, KF926181
—— Biomphalariu intermedia, KF926179
Biomphalaria schrammi, MH593409
Biomphalaria schrammi, MH593408
Blomphalaria peregrina, KY 124271
Biomphalaria peregrina, MK279703
Biomphalaria oligoza, MH593413
Biomphualaria oligoza, MH593414
0,63 Biomphalaria sirunr.in ea, Sapucala, Para, EX8
Sir p , Pard, EX7
Bmmpha[arm straminea, Sapucaia, Pard, EX3
Bmmphalarm ctrammea, Sﬂpucma, Pard, EX4
Bi A i St pucaia, Para, EX5
Biomphalarm straminea, Parauapebas. Para, EX6
1 Biomphalaria straminea, Parauapebas, Pari, EX2
0,5 Biomphalaria straminea, Parauapchas, Pard, EX4
Riomphalaria straminea, Ttapagipe, Minas Gerais, EX2
Biomphalaria straminea, Uruagu, Goias, EX5
Riomphalaria straminea, Uruacu, Goids, EX3
Biomphalaria straminea, Uruagu, Goids, EX1
Biomphalaria straminea, KF926190
[\ Biomphalaria straminea, Urnagu, Goias, EX2
Biomphalaria straminea, Minacul, Goids, EX2
Biomphalaria straminea, Minagul, Goids, EX4
Biemphalaria strantinea, Minagul, Goids, EX1
1 Biomphalaria siraminea, Minacu2, Goids, EX2
Biomphalaria stramineq, Minagu2, Goids, EX3
Biomphalaria straminea, Picos, Piaui, EX3
Biomphalaria straminea, Picos, Piaui, EX2
Biomphalaria straminea, Picos, Piaui, EX4
Biomphularia straminea, Picos, Piaui, EX6
Biomphalaria siraminea, Picos, Piaui, EX5
I rIBr‘ompImlaria straminea, KF926185

0,98

Biomphalaria stramines, Rio de Janeiro, Rio de Jangiro, EX2
Biamphalaria srraminea, Itapaglpe, Minas Gerais, EX3

P ia Itapagipe, Minas Gerais, EX6
Biomphalaria strami; Itapagipe, Minas Gerais, EX4
Bi halaria strami Tta gipe, Minas Gerais, EX1
1 mephuiarm straminea, Urllas;ll, Goids, EX6
081 | Biomphalaria kuhniana, KJ137287
Biomphalaria kuhniana, K1137290
Biomphalaria kuhniana, KJ137288
Biomphalaria straminea, KF926195
Biomphalaria straminea, KF926188
Biomphalaria straminea, KF926186
Biomphalaria straminea, KY 697249
Biomphalaria straminea, KY 697248
Biomphalaria straminea, KY697247
Biomphalaria straminee, KY697246
Biomphalaria straminea, KF926184
Biomphalaria sitamineq, KF926139
Biomphalaria straminea, KF926187

Biomphalaria straminea, KF926191

Biomphalaria straminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX6
(Biomphalaria straminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX3
| | Biomphalaria straminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX2
0,99 | Biomphalaria siraminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX1
Biomphularia straminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX4
Biomphalaria straminea, Londrina, Parana, EX9
Biomphalaria straminea, Londrina, Parana, EX3
Biomphalaria straminea, Londrina, Parand, EX2
Biemphalarie strantinea, Nossa Senhora de Lourdes, Sergipe, EX2
Biomphalaria straminea, Nossa Senhora de Lourdes, Sergipe, EX10
B.mmpka!nrm straminea, Nossa Senhora de Lourdes, Sergipe, EX7
ipheal r'u straminea, Nossa Senhora de Lourdes, Sergipe, EX9

Bi halaria strami) Paranapebas, Pari, EX7
Bmmphaiarm straminea, Parauapebas, Pard, EX12

iomphalaria strami Parauapebas, Parid, EX5
Biomphalaria straminea, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, EX5
Biomphalaria straminea, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, EX6
Biomphalaria straminea, Rio de Janeiro, Rio de Janciro, EX3

| Biomphalaria kuhniana, KJ137286

Biomphalaria kuhniana, KJ137285
Biomphalaria kuhniana, KJ137284

_I-.iﬂiomphalaria straminea, Nossa Senhora de Lourdes, Sergipe, EX6

Biomphalaria straminee, Londrina, Parani, EX6
— Biomphalaria straminea, Londrina, Parana, EX5
0.08
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6.8 Anexo 8. Arvore filogenética gerada pela andlise do gene ITS2 de Biomphalaria straminea e
grupo externo incluidos no estudo por Inferéncia Bayesiana. Os valores de suporte dos ramos séo

probabilidades posteriores bayesianas (PPBs).

Planorbis trivelvis, AY030403
Helisoma duryi. AF267504
[ Helisoma duryi, AF267503
1~ Biomphalaria schrammi, AF198682
—L Biomphalaria schrammi, AF198681
I Bramphnfana p:megrma, DQ143962
1 halaria peregrina, AF198678
l| E.Bfomphalnrm oligoza, AF198680
Biomphalaria oligoza, AF198679
1 1 Biomphalaria glabrata, AF198659
Biomphalaria glabrata, DQ143953
Biomphalaria tenagophila, MT017570
[ Biomphalaria tenagophila, DQ143955
Biomphalaria amazonica, KP217167
Biomphalaria amazonica, AF198665

Biomphalaria straminea, AF198670
] Biomphalaria straminea, AF198669
Biomphalaria intermedia, AF198673
1 Biomphalaria intermedia, AY030383
Biomphalaria intermedia, AF198675

Biomphalaria intermedia, AF198674

Biomphalaria straminea, AY030382
Brompbal'aﬂa straminea, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, EX&
phalaria strami, Rio de iro, Rio de Janeiro, EX5
Bii halaria f Itapagipe, Minas Gerais, EX3
Bromphalann straminea, Uruagu, Goids, EX6
Brompnaiarm stmmmen. Sapucala, Para, EX3
hall str ipe; Minas Gerais, EX6
Biomphalaria straminea, Itapagipe, Minas Gerais, EX4
Bmmphalarm stmmmen, Sapucaia, Para, EX5
hal Sap ia, Para, EX4
Bramphalarm straminea, Picos, Piaui, EX6
Biomphalaria stramtinea, Picos, Piaui, EX5
Biomphalaria straminea, Picos, Piaui, EX2
Biomphalaria straminea, Picos, Piaui, EX4
0,97 | Biomphalaria straminea, Picos, Piaui, EX3
Biomphalaria straminea, Nossa Senhora de Lourdes, Sergipe, EX9

B, hale

0,98|

ia strami. Nossa Senhora de Lourdes, Sergipe, EX2
halaria str H Rio de iro, Rio de Janeiro, EX3

- Bromphuiaﬂa straminea, Londrina, Parand, EX3
= Biomphalaria straminea, AF198668
|— Biomphalaria straminea, AF198672
_IBmmphararm stmmmea, Parauapebas, Pard, EX5
Bi halaria P pebas, Para, EX3

Biomphalaria straminea, Pelotas, Rio Grande do 5ul, EX4
Biomphalaria straminea, Minagu2, Goids, EX2
Biomphalaria straminea, Minagu1, Goias, EX2
Biomphalaria straminea, Minagu2, Goids, EX3
Biomphalaria straminea, Minagu1, Goids, EX4
Biomphalaria straminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX6
Biomphalaria straminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX1
Biomphalaria straminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX2
Biomphalaria straminea, Pelotas, Rio Grande do Sul, EX3
Biomphalaria kuhniana, AY030380
| Biomphalaria kuhniana, AY030379
| Biomphalaria kuhniana, AY030378

Biomphalaria strami Sapucaia, Pard, EX8

Bi halaria strami Sapucaia, Para, EX7
.B‘mmphn!am: kuhniana, AF198666

Bit lari i Nossa § de Lourdes, Sergipe, EX10
Bmmp.haiarm straminea, Nossa Senhora de Lourdes, Sergipe, EX6

- Biomphalaria kuhniana, AF198667

Biomphaltaria kuhniana, KJ137306
Biomphalaria straminea, KJ137307

I

h

Biomphalaria str P pebas, Para, EX6
Biomphalaria str P; pebas, Pars, EX2
mephnlurm strammea, AY030381

ia str i AF198671

Biomphalaria kuhniana, KJ137310
Biomphalaria kuhniana, KJ137305
Biomphalaria kuhniana, KJ137311
Biomphalaria kuhniana, KJ137309
Biomphalaria kuhniana, K1137308
Biomphalaria straminea, Uruacu, Goias, EX2
Biomphalaria straminea, Londrina, Parané, EX9
Biomphalaria straminea, Londrina, Parana, EX6
Bii halaria i Londri Parand, EX2
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6.9 Anexo 9. Distancias genéticas intra e interespecificas do gene COI recuperadas através do

modelo Kimura 2 Parametros (Kimura, 1980) no software MEGAX (Kumar et al., 2018).

Téxon 1 Téxon 2 Distancia minima Distancia maxima
Intraespecifica
Planorbis trivolvis 0.01 0.01
Helisoma sp. 0.16 0.16
Biomphalaria peregrina 0.03 0.03
Biomphalaria tenagophila 0.02 0.02
Biomphalaria schrammi 0.00 0.00
Biomphalaria oligoza 0.00 0.00
Biomphalaria occidentalis 0.00 0.00
Biomphalaria glabrata - -
Biomphalaria intermedia - -
Biomphalaria kuhniana 0.00 0.00
Biomphalaria straminea 0.00 0.05
Interespecifica
Planorbis trivolvis Helisoma sp. 0.08 0.16
B. peregrina 0.15 0.16
B. tenagophila 0.13 0.14
B. schrammi 0.14 0.14
B. oligoza 0.15 0.16
B. occidentalis 0.14 0.15
B. glabrata 0.16 0.16
B. intermedia 0.13 0.13
B. kuhniana 0.15 0.15
B. straminea 0.14 0.16
Helisoma sp. B. peregrina 0.17 0.19
B. tenagophila 0.14 0.16
B. schrammi 0.15 0.17
B. oligoza 0.18 0.18
B. occidentalis 0.15 0.15
B. glabrata 0.15 0.16
B. intermedia 0.15 0.16
B. kuhniana 0.17 0.18
B. straminea 0.14 0.18
Biomphalaria peregrina B. tenagophila 0.11 0.13
B. schrammi 0.11 0.14
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B. oligoza 0.02 0.03
B. occidentalis 0.10 0.12
B. glabrata 0.11 0.13
B. intermedia 0.09 0.10
B. kuhniana 0.09 0.11
B. straminea 0.08 0.12
Biomphalaria tenagophila B. schrammi 0.12 0.13
B. oligoza 0.11 0.11
B. occidentalis 0.05 0.06
B. glabrata 0.09 0.09
B. intermedia 0.08 0.09
B. kuhniana 0.09 0.10
B. straminea 0.07 0.11
Biomphalaria schrammi B. oligoza 0.12 0.12
B. occidentalis 0.12 0.12
B. glabrata 0.13 0.13
B. intermedia 0.12 0.12
B. kuhniana 0.13 0.13
B. straminea 0.12 0.14
Biomphalaria oligoza B. occidentalis 0.10 0.10
B. glabrata 0.11 0.11
B. intermedia 0.09 0.10
B. kuhniana 0.10 0.10
B. straminea 0.09 0.11
Biomphalaria occidentalis B. glabrata 0.09 0.09
B. intermedia 0.08 0.08
B. kuhniana 0.09 0.09
B. straminea 0.07 0.10
Biomphalaria glabrata B. intermedia 0.08 0.08
B. kuhniana 0.09 0.10
B. straminea 0.08 0.10
Biomphalaria intermedia B. kuhniana 0.06 0.06
B. straminea 0.05 0.07
Biomphalaria kuhniana B. straminea 0.00 0.04
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6.10 Anexo 10. Distancias genéticas intra e interespecificas do gene ITS2 recuperadas através do

modelo Kimura 2 Parametros (Kimura, 1980) no software MEGAX (Kumar et al., 2018).

Téxon 1

Taxon 2

Distancia minima

Distancia maxima

Intraespecifica

Planorbis trivolvis

Helisoma duryi 0.01 0.01
Biomphalaria peregrina 0.05 0.05
Biomphalaria tenagophila 0.01 0.01
Biomphalaria schrammi 0.04 0.04
Biomphalaria oligoza 0.01 0.01
Biomphalaria amazonica 0.03 0.03
Biomphalaria glabrata 0.03 0.03
Biomphalaria intermedia 0.01 0.09
Biomphalaria kuhniana 0.00 0.03
Biomphalaria straminea 0.00 0.03
Interespecifica
Planorbis trivolvis Helisoma duryi 0.08 0.08
B. peregrina 0.28 0.30
B. tenagophila 0.22 0.23
B. schrammi 0.22 0.26
B. oligoza 0.28 0.29
B. amazonica 0.23 0.25
B. glabrata 0.25 0.26
B. intermedia 0.25 0.28
B. kuhniana 0.18 0.24
B. straminea 0.17 0.27
Helisoma duryi B. peregrina 0.26 0.30
B. tenagophila 0.21 0.23
B. schrammi 0.24 0.27
B. oligoza 0.25 0.26
B. amazonica 0.21 0.23
B. glabrata 0.23 0.24
B. intermedia 0.21 0.27
B. kuhniana 0.19 0.21
B. straminea 0.18 0.25
Biomphalaria peregrina B. tenagophila 0.18 0.21
B. schrammi 0.21 0.27
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B. oligoza 0.02 0.06
B. amazonica 0.17 0.22
B. glabrata 0.17 0.22
B. intermedia 0.17 0.25
B. kuhniana 0.16 0.22
B. straminea 0.16 0.22
Biomphalaria tenagophila B. schrammi 0.16 0.17
B. oligoza 0.19 0.19
B. amazonica 0.08 0.11
B. glabrata 0.10 0.12
B. intermedia 0.10 0.15
B. kuhniana 0.07 0.09
B. straminea 0.06 0.10
Biomphalaria schrammi B. oligoza 0.21 0.24
B. amazonica 0.18 0.22
B. glabrata 0.17 0.19
B. intermedia 0.19 0.24
B. kuhniana 0.16 0.19
B. straminea 0.16 0.21
Biomphalaria oligoza B. amazonica 0.19 0.21
B. glabrata 0.17 0.19
B. intermedia 0.18 0.24
B. kuhniana 0.17 0.19
B. straminea 0.16 0.21
Biomphalaria amazonica B. glabrata 0.10 0.13
B. intermedia 0.08 0.13
B. kuhniana 0.04 0.06
B. straminea 0.03 0.10
Biomphalaria glabrata B. intermedia 0.12 0.16
B. kuhniana 0.09 0.11
B. straminea 0.08 0.14
Biomphalaria intermedia B. kuhniana 0.07 0.11
B. straminea 0.06 0.11
Biomphalaria kuhniana B. straminea 0.00 0.03
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