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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Jessica Corréa Antonio

A doenca de Chagas no bioma cerrado e em areas de transicdo cerrado-caatinga pode ser
transmitida por triatomineos silvestres nativos e, portanto, estratégias tradicionais de controle
vetorial (borrifagdo de inseticidas em casas infestadas por triatomineos) sdo ineficazes. O
desenvolvimento de novas estratégias destinadas especificadamente a vigilancia e controle de
vetores silvestres depende de informagdes basicas, como correta identificagdo taxonémica,
delimitacdo da area de ocorréncia da espécie e determinacdo de sua preferéncia ecoldgica.
Estas informagbes podem ser obtidas através de estudos genético-populacionais dos vetores.
Rhodnius neglectus é um triatomineo silvestre que ocorre principalmente no bioma cerrado e é
uma das espécies brasileiras de Rhodnius que apresenta a maior distribuigdo geografica. Em um
estudo prévio a partir do gene mtcytb foi observado que popula¢des de R. neglectus do cerrado
e de areas de transicdo cerrado-caatinga, ao serem comparadas, apresentaram uma distancia
genética inesperadamente elevada, frente ao normalmente encontrado para espécies de
Rhodnius, o que possivelmente poderia indicar que R. neglectus se trata de um complexo de
espécies. Diante desse panorama, surgiu um questionamento se existe fluxo génico entre o
grupo de R. neglectus presente no cerrado e o grupo na area de transi¢do cerrado-caatinga, ou
se estas populagBes estariam ecologicamente isoladas, sofrendo, portanto, um possivel
processo de especiagéo. A partir da andlise de oito loci de microssatélites de 258 espécimes de
R. neglectus provenientes de 14 localidades amostradas no bioma cerrado e em areas de
transicao cerrado-caatinga foi possivel observar que as populacdes de R. neglectus provenientes
destas regides ndo estdo geneticamente isoladas. Portanto, R. neglectus ndo representa um
complexo de espécies e a &rea de transicdo cerrado-caatinga ndo age como uma barreira
ecoldgica para a dispersédo de suas populagdes. A populacao de Xique-Xique/lbotirama (area de
transicdo cerrado-caatinga) parece ter um papel fundamental na estrutura populacional de R.
neglectus por fornecer migrantes para as demais populagdes. A dispersédo de R. neglectus no
bioma cerrado e areas de transigdo cerrado caatinga possivelmente ocorreu da regido norte do
bioma cerrado em direcdo a regido nordeste com a ocupacao da area de transicdo cerrado-
caatinga e posterior reocupacdo do bioma cerrado mais a oeste. As popula¢gdes analisadas
apresentam um grau moderado de estruturacdo populacional, provavelmente devido ao
isolamento por barreiras naturais, tais como o0s rios, caso o fluxo génico observado seja na
realidade antigo. Porém, uma possivel explicacdo para a manutencédo do fluxo génico recente
entre as populacdes seria a dispersdo passiva por aves.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN COMPUTATIONAL BIOLOGY AND SYSTEMS

Jessica Corréa Anténio

In the cerrado biome and cerrado-caatinga transitional areas, Chagas disease
can be transmitted by native triatomines and, therefore, traditional vector control
strategies (inseticide-based) are ineffective. The development of new strategies
specifically designed for monitoring and control of sylvatic vectors depends on
basic information, such as correct taxonomic identification, delimitation of species
distribution and their ecological preferences. This information can be obtained
through genetic population studies of vectors. Rhodnius neglectus is a sylvatic
triatomine species that occurs mainly in the cerrado and is the Rhodnius species
which has the largest geographical distribution in Brazil. A previous study using
a 682-bp fragment of the mitochondrial cytochrome b gene highlighted that
populations of cerrado and cerrado-caatinga transition areas have an
unexpectedly high genetic distance, which could possibly indicate that R.
neglectus represents a species complex. In this viewpoint, this work aimed to
investigate if there is gene flow between population from cerrado and cerrado-
caatinga transition area or if these populations are ecologically isolated and not
conspecific. To answer this question, we analyzed 258 specimens of R. neglectus
from 14 locations sampled in cerrado and cerrado-caatinga transition area with
eight microsatellite loci. We found that R. neglectus does not represent a species
complex. Indeed, populations from cerrado and cerrado-caatinga transition areas
populations are not genetically isolated and, therefore, cerrado-caatinga
transition area does not represent an ecological barrier to the dispersion of
caatinga-cerrado populations. Indeed, R. neglectus population from Xique-
Xique/lbotirama (cerrado-caatinga transition) seems to have an important role on
the population structure, since provides migrants to both Northern and Western
populations from cerrado. We hypothesized that R. neglectus populations might
have occupied the cerrado-caatinga trasitional area from Northern Cerrado and
posteriorly occupied western cerrado.
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1. INTRODUCAO

1.1. Adoencade Chagas

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, tem como agente
etiolégico o protozoério Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae)
e é transmitida principalmente pelo contato das fezes infectadas de vetores
hematéfagos da subfamilia Triatominae com a corrente sanguinea ou mucosas
dos hospedeiros (Chagas 1909). Quinze dos 18 géneros da sub-familia
Triatominae contém espécies que podem transmitir o parasita aos humanos,
sendo as principais presentes em Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus. Esses
triatomineos sdo comumente encontrados em fendas de paredes e tetos de
habitacdes em areas rurais e periurbanas da América Latina (Coura & Borges-
Pereira 2010). O ciclo dessa enfermidade se modificou de enzodtico para
antropozoondético devido a invasdo do ambiente silvestre e sua modificagdo pelo
homem, a domesticacdo de animais silvestres e a construcdo de casas que
podem ser facilmente colonizadas por vetores (Coura 2007).

Devido a inexisténcia de uma vacina eficaz ou tratamento aplicavel em larga
escala, foi proposto na “Iniciativa do Cone Sul” (1991) o controle dos bancos de
sangue, através da triagem efetiva dos doadores, e sobretudo, o combate a
transmissao vetorial, pela aplicacédo de inseticidas nas casas infestadas (Dias &
Schofield 1998). Este consércio internacional, coordenado pela Organizacao
Pan-Americana de Saude (OPAS), estimulou o combate da principal espécie
vetora da doenca de Chagas no Brasil, Argentina, Uruguai e Chile, o Triatoma
infestans. Outras iniciativas surgiram posteriormente em paises da regido Andina
e América Central (1997) a fim de combater outras espécies
epidemiologicamente relevantes, como Triatoma dimidiata, Rhodnius prolixus,
Rhodnius pallescens e Rhodnius ecuadoriensis (Dias et al. 2002).

Embora os programas de controle tenham obtido relativo sucesso, refletido
na eliminacdo da transmissao da doenca mediada por T. infestans em paises
onde a espécie ndo era autdctone e na diminuicdo em média de 94% da
incidéncia de casos (OMS 2002), estima-se que além das 6—7 milhdes de
pessoas que estdo infectadas por T. cruzi no mundo todo, que na América Latina,

haja 100 milh6es de pessoas vivendo em zonas endémicas sob o risco de



infeccdo (OMS 2016). No Brasil existem aproximadamente 2 milhdes de pessoas
infectadas e 22 milhdes sob o risco de contrair esta doenca (OPAS 2006).

O principal problema encontrado pelos programas de controle vetorial € a
reinfestacdo, por populacbes silvestres de vetores autdctones, de domicilios
previamente tratados com inseticidas. Isto se deve a habilidade de certas
espécies de triatomineos silvestres em colonizar ambientes modificados pelo
homem, como, por exemplo, populaces de T. infestans que frequentemente
reinfestam habitacfes previamente tratadas no Chaco da Bolivia, Argentina e
Paraguai (Abad-Franch et al. 2010; Ceballos et al. 2011; Quisberth et al. 2011),
assim como as populacdes silvestres de R. prolixus fazem na Venezuela e
Colémbia (Fitzpatrick et al.; 2008; Guhl et al.; 2009). Outras espécies de
Triatominae, como Rhodnius nasutus, Rhodnius neglectus, Rhodnius stali, R.
ecuadoriensis, R. pallescens, Triatoma maculata, T. dimidiata, Panstrongylus
herreri e Panstrongylus geniculatus, tém capacidade de colonizar ambientes
artificiais em algumas regifes de suas areas de ocorréncia (Abad & Monteiro
2007).

A partir deste panorama, governantes e pesquisadores perceberam a
importancia de identificar corretamente os téxons envolvidos e delimitar
precisamente suas areas de ocorréncia para a elaboracao de novos métodos de

vigilancia e controle de populacfes de triatomineos silvestres.

1.2. O bioma cerrado e a doenga de Chagas

O bioma cerrado apresenta uma area total de aproximadamente 2 milhdes
km? e abrange os estados brasileiros do Tocantins, Maranh&o, Piaui, Bahia,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Minhas Gerais, Sdo Paulo, uma
pequena area do Parang, além do Distrito Federal. O clima dominante neste
bioma é tropical quente sub-Umido, com duas esta¢fes definidas, uma seca e a
outra chuvosa. A precipitacéo € variavel entre 600 e 2200 mm de chuva anuais,
sendo as areas limitrofes com o bioma caatinga e amazbnia as regides que
recebem os mais baixos e mais altos volumes anuais de chuva, respectivamente
(IBGE 2004). Este bioma é limitado pelos biomas amaz6nia, caatinga, pantanal
e mata atlantica, como pode ser observado na Figura 1.

Na area do bioma cerrado foram registrados 102 casos confirmados de

doenca de Chagas aguda de 2000 a 2013, sendo 27 casos decorrentes de
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transmissado vetorial. O estado que apresentou 0 maior nimero de casos foi 0
Maranhdo (24 casos), seguido dos estados de Tocantins e Goias com 23
ocorréncias, cada (SVS/MS 2015). Em alguns estados como o Piaui, S&o Paulo,
Goias e Minas Gerais ja houve relatos da ocorréncia de triatomineos no interior

das casas e no peridomicilio (Barreto 1979; Silveira et al. 2001).
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Figura 1: Mapa dos biomas do Brasil (IBGE 2004, disponivel em:
http://www.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/21052004biomashtml.shtm).

1.3. Triatomineos

A subfamilia Triatominae estd inserida na ordem Hemiptera, familia
Reduviidae e agrupa insetos, denominados triatomineos, que sdo hematofagos
obrigatérios, onde a maioria se alimenta preferencialmente em animais
endotérmicos, porém existem casos em que 0s triatomineos também sugam o
sangue de animais exotérmicos ou até mesmo a hemolinfa de invertebrados
(Miles et al. 1981, Sandoval et al. 2004; Freitas et al. 2005). Esta sub-familia é
composta pelas tribos Triatomini, Rhodniini, Cavernicolini, Bolboderini e
Alberproseniini, porém apenas as duas primeiras incluem espécies
epidemiologicamente importantes, como T. infestans, T. dimidiata, R. prolixus
(Schofield, 1994).


http://www.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/21052004biomashtml.shtm

Das 148 espécies de triatomineos conhecidas atualmente, 64 foram
identificadas no Brasil (Jurberg et al. 2014). Na regido centro-oeste foi relatada
a ocorréncia de 27 espécies de triatomineos transmissoras do T. cruzi, o que
representa quase metade (42,8%) de todas as espécies conhecidas no Brasil
(Pereira et al. 2013). Nesta regido, ha a ocorréncia de espécies de importancia
epidemioldgica primaria como Triatoma pseudomaculata, Panstrongylus
megistus e de populacdes residuais de T. infestans (Pereira et al. 2013). Apesar
de ser considerada uma espécie de importancia epidemiolégica secundaria, R.
neglectus também tem sido frequentemente encontrada no peridomicilio e no
interior dos domicilios (Oliveira & Silva 2007, Almeida et al. 2008, Gurgel-
Goncalves et al. 2008).

1.3.1. Variabilidade morfoldégica em triatomineos

Algumas espécies de triatomineos apresentam semelhancas fenotipicas,
porém séo genotipicamente diferentes, como R. prolixus, R. robustus I, II, IlI, IV
eV, e ainda R. barretti (Monteiro et al., 2003; Abad-Franch et al., 2013, Pavan et
al., 2013), Triatoma dimidiata (Bargues at al., 2008; Herrera-Aguilar et al., 2009;
Monteiro et al., 2013) e R. pictipes (Pavan, 2009). Pavan (2009) observou a partir
de andlises filogenéticas utilizando os marcadores ITS-2 e mtcytb que R. pictipes
representa um complexo parafilético de quatro espécies cripticas. As trés
espécies novas reveladas geneticamente, apesar de possuirem semelhanca
morfolégica com R. pictipes s.s., sao filogeneticamente mais relacionadas a R.
stali e R. brethesi. Bargues e colabolaradores (2008) observaram através da
andlise de ITS-2 que T. dimidiata representa um complexo de espécies
constituido por uma nova espécie denominada T. sp. aff. dimidiata e por trés
subespécies: Triatoma dimidiata dimidiata, T. d. capitata e T. d. maculipennis.
Um ano depois, Herrera-Aguilar e colaboradores (2009) observaram também
pela analise de ITS-2 a presenca de hibridos de T. d. maculipennis e T. sp. aff.
dimidiata (que ocorrem em simpatria). Contudo, ao realizar cruzamentos
reciprocos, as fémeas hibridas adultas morreram prematuramente, o que
poderia representar uma barreira de isolamento reprodutivo pos-zigotico (Ferdy
& Austerlitz, 2002; Wiwegweaw et al., 2009). Monteiro e colaboradores (2013)
observaram uma grande divergéncia genética entre sequéncias de DNA

mitocondrial (mtcytb e ND4) entre popula¢ces de T. dimidiata coletados através
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de sua distribuicdo geografica. Foi possivel notar a partir de analises bayesianas
e de méxima verossimilhanca a existéncia de cinco grupos monofiléticos,
incluindo a espécie descrita T. hegneri proveniente da ilha de Cozumel: grupo I,
que se estende do Sul do México (Chiapas) por toda extensdo da América
Central até a Colémbia (com espécimes do Equador que se assemelham a
amostras de Nicaragua); grupo Il, que inclui amostras do oeste e nordeste do
México, assim como de Péten na Guatemala; grupo lll, que compreende
espécimes da peninsula de Yucatan (incluindo Petén, Cozumel e espécimes
domeésticos de Belize); e grupo IV, que inclui amostras silvestres de Belize).
Neste trabalho os autores evidenciam que o complexo T. dimidiata s.l. € maior
gue o proposto por Bargues e colaboradores (2008), e que a alta divergéncia
genética encontrada entre as populacdes estudadas € incompativel com o status
taxondmico de subespécies (com excecdo do clado de Yucatan). Portanto, os
autores propdem que a hipétese de variabilidade clinal intraespecifica sugerida
no trabalho de Bargues e colaboradores (2008) deve ser rejeitada.

Por muito anos, o status taxondmico de R. robustus foi questionado em
funcdo de sua identificagdo morfologica e isoenzimatica com R. prolixus (Harry
et al.,, 1992; 1993a; 1993b). Posteriormente, Lyman e colaboradores (1999)
baseados em dois fragmentos de DNA mitocondrial (mtcytb e 16S), concluiram
que R. robustus é uma espécie valida e diferente de R. prolixus. Em 2003,
Monteiro e colaboradores utilizaram um fragmento do mtcytb, além da regido
nuclear D2 (da subunidade ribossomal 28S), para avaliar a relagéo filogenética
entre amostras de 25 populacdes de R. prolixus e R. robustus provenientes de
sete paises latino-americanos. A conclusdo obtida foi que ndo apenas R.
robustus, é uma espécie valida, separada de R. prolixus, como também
representa um complexo parafilético de pelo menos quatro espécies cripticas (R.
robustus I, Il, Ill, 1V). Portanto, a partir desses estudos moleculares, foi possivel
determinar a distribuicdo geografica das espécies, além de definir possiveis
areas de risco potencial para a transmissdo da doenca de Chagas (Pavan &
Monteiro, 2007; Pavan et al., 2013).

Abad-Franch e colaboradores (2013) descreveram R. barretti como uma
nova espécie de triatomineo em uma avaliacdo integrativa que incluiu o
sequenciamento de um gene mitocondrial (mtcytb), analises morfométricas e

analises de taxonomia morfoldgica tradicional. Essa espécie é de dificil distingéo
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fenotipica em relacdo as outras da “linhagem robustus”, com excecédo dos
individuos de R. robustus Il, com a qual apresenta diferencas cromaticas
(coloracdo mais clara) e de tamanho (individuos maiores). A morfometria revelou
que a forma da capsula cefalica de R. barretti € distinta daquela observada no
complexo R. robustus. A partir da analise filogenética de um fragmento de 682-
pb do gene mtcytb foi possivel observar uma divergéncia genética de 7,4 —
10,7% entre os espécimes de R. barretti e os demais espécimes provenientes
da “linhagem robustus”, evidenciando que R. barretti representa uma unidade
taxon6mica distinta da “linhagem robustus”. Cabe ressaltar que utilizando o
mesmo marcador, a menor distancia genética observada entre espécies boas do
género Rhodnius (R. brethesi e R. stali) é de 4,3% (Monteiro & Pavan dados néo
publicados).

A variabilidade de fenotipos de uma mesma espécie pode ser causada em
resposta a adaptacdo a novos ambientes como, por exemplo, insetos
provenientes do hébitat silvestre sdo maiores em relacdo aos encontrados no
ambiente artificial (Dujardin et al., 1999; Schachter-Broide et al., 2004; Abrahan
et al., 2008; Hernandéz et al., 2011), além de poder estar associada ao habito
alimentar (Schachter-Broide et al., 2004, Naterro et al., 2013).

Ha indicios que T. infestans coletados no peridomicilio em currais de cabras
e porcos e pilhas de madeira apresentaram um tamanho menor das asas e
cabeca, além de padrbes distintos nas sensilas das antenas do que aqueles
coletados no ambiente domiciliar e em galinheiros. Essas diferengas podem,
portanto, estar relacionadas ao pior estado nutricional e maior densidade
populacional nos currais de cabras e porcos (Schachter-Broide et al., 2004,
Abrahan et al., 2008), ou ainda serem consequéncias de efeitos ambientais,
como altitude ou temperatura (Hernandéz et al., 2011).

T. infestans pode ainda apresentar uma variagdo cromatica, chamada de T.
infestans “dark morph”. Noireau e colaboradores (1997; 2000) compararam
individuos de T. infestans “dark morph” com T. infestans de padrdo cromatico
comumente observado a partir de experimentos de cruzamento, eletroforese de
isoenzimas, morfometria, analise citogenética e RAPD. Foi observado
compatibilidade reprodutiva nos experimentos de cruzamento, ou seja, 0S
diferentes morfétipos geraram descendentes férteis em condi¢des de laboratorio.

Adicionalmente, o grau de diferenciacdo morfolégica e genética dos individuos
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“dark morph” foram considerados dentro do nivel intraespecifico de T. infestans.
Portanto, T. infestans “dark morph” e T. infestans pertencem a mesma espécie.

Dias e colaboradores em 2008 observaram em um estudo na Chapada do
Araripe no estado do Ceara que R. nasutus apresentava uma grande
variabilidade de morfotipos de acordo com a espécie de palmeira que habitavam
e gque a coloracdo encontrada em espécimes de R. nasutus (ninfas e adultos)
correspondia exatamente a coloracdo encontrada nos caules e nas bases das
folnas que esses insetos habitavam, promovendo uma camuflagem aos
individuos (Apéndices 1 e 2). Até o momento ndo foram realizados estudos
genéticos para saber se essa variabilidade cromatica em R. nasutus é resultado
da selecdo natural ou se na realidade R. nasutus representa um complexo de

espécies cripticas.

1.4. A espécie em estudo: Rhodnius neglectus

Rhodnius neglectus ocorre principalmente no bioma cerrado e esta entre as
espécies brasileiras de Rhodnius que apresenta maior distribuicdo geogréfica,
presente em 11 estados brasileiros (Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso,
Bahia, Piaui, Pernambuco, Maranh&o, Tocantins, Minas Gerais, Parana, S&ao
Paulo), além do Distrito Federal (Carcavallo et al. 1999; Galvao et al. 2003,
Gurgel-Goncalves & Cuba 2009). Esta espécie estd associada principalmente a
palmeiras dos géneros Attalea, Acrocomia, Mauritia, Syagrus e Oenocarpus,
onde ocupa ninhos de passaros da familia Furnariidae (Phacellodomus e
Pseudoseisura) (Diotaiuti & Dias 1984, Gurgel-Gongcalves et al. 2003, 2004a,
Abad-Franch et al. 2009) e refugios de mamiferos do género Didelphis (Gurgel-
Goncalves et al. 2004a). R. neglectus é frequentemente encontrado infectado
por T. cruzi nos estados do Piaui, Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias e Distrito
Federal com taxas que variam de 1,5 a 22% (Gurgel-Gongalves et al. 2004b).
Além disso, essa espécie tem sido encontrada invadindo habitagcbes humanas
atraida pelas luzes das casas (Gurgel-Gongalves et al. 2008). Este panorama
requer atencdo dos programas de vigilancia epidemiolégica, uma vez que
estratégias de combate tradicionais (i.e. aplicagdo de inseticidas) sdo ineficazes
e 0 risco de transmissao vetorial sem a presenca de uma espécie capaz de

colonizar o intradomicilio é iminente (Gurgel-Gongalves et al. 2010).



R. neglectus pode ser facilmente confundida com outra espécie
caracteristica da caatinga, Rhodnius nasutus (Dias et al. 2008; Lima & Sarquis
2008) e, portanto, os limites de distribuicdo destas espécies ainda ndo estédo
totalmente esclarecidos (Figura 2). Adicionalmente, R. neglectus apresenta
grande variacdo de tamanho em populacdes da regido centro-oeste do Brasil, 0
que dificulta ainda mais a identificacdo morfolégica destes espécimes (Gurgel-
Goncalves et al. 2008). Existem evidéncias de co-ocorréncia dessas espécies no
Maranhéao, Piaui, Ceara, Pernambuco, Paraiba e Bahia em areas de transicao
cerrado-caatinga (Abad-Franch et al. 2009, Gurgel-Gongalves et al. 2012).

Bento et al. (1992) observaram em Teresina (Piaui) e em municipios vizinhos
que 75% das palmeiras de babacu e carnalba examinadas estavam infestadas
por R. neglectus e R. nasutus apresentando altas taxas de infec¢éo natural por
T. cruzi. E importante ressaltar que essas palmeiras podem ocorrer em areas
urbanas, onde espécies de Rhodnius e mamiferos mantém o ciclo de
transmissdo enzodtico de T. cruzi.

A correta identificagdo de R. neglectus e R. nasutus, a delimitagéo precisa
de suas areas de ocorréncia e a determinacdo de sua ecologia irdo fornecer
subsidios para a vigilancia e controle destes vetores silvestres na regido
estudada.



Figura 2. A) Mapa com a predicéo da distribuicdo geogréfica de R. neglectus (em vermelho), R.
nasutus (em azul) e possiveis areas de simpatria (em preto), baseado na modelagem de nicho
ecoldgico; B) Delimitagcao dos biomas cerrado (bege) e caatinga (amarelo) (modificado de Batista
& Gurgel-Gongalves (2009).

Recentemente nosso grupo coletou em palmeiras C. prunifera espécimes de
Rhodnius que cromaticamente se assemelhavam a R. nasutus. Contudo, a partir
do sequenciamento de um fragmento de 630pb do gene mitocondrial (mtcytb),
foi possivel observar que todos os individuos sequenciados (padrdo de
coloracdo claro e escuro) foram agrupados em um clado monofilético com a
sequéncia referéncia de R. neglectus. Contudo, 0s espécimes mais escuros
apresentaram uma divergéncia genética de 1,7 - 2,5% quando comparados aos
individuos mais claros, e 0,2 — 0,4% quando comparados entre si (Apéndice 3).
Ao sequenciar a regido ITS-2 do RNA ribossomal (rRNA; 703 — 740-pb) foi
possivel notar que R. neglectus formava um grupo parafilético, evidenciado por
23% dos individuos de coloracao clara de R. neglectus provenientes do estado
da Bahia que foram agrupados com a espécie R. nasutus e 15% dos individuos
de R. nasutus foram agrupados ao clado de R. neglectus. Contudo, a maioria
das sequéncias de R. neglectus claro foi agrupada aos ribotipos de R. neglectus
escuro. A Unica e curiosa excecao foi um espécime identificado morfologica e

molecularmente como R. neglectus que teve 75% dos seus ribotipos agrupados



no clado de R. nasutus (Apéndice 4). Algumas hip6teses poderiam explicar 0os
resultados obtidos, tais como, introgressado do DNA mitocondrial de R. neglectus
no genoma de R. nasutus, o que explicaria a incongruéncia observada entre os
marcadores mitocondrial e nuclear e a classificagcdo incompleta das linhagens
(incomplete lineage sorting), mostrando a reten¢ao de polimorfismo ancestral ou
eventos de hibridacdo passados, ja que o ITS-2, por ser um marcador nuclear,
evolui de forma mais lenta que mtcytb.

Esses achados revelam um contraste entre os resultados encontrados com
os marcadores mitocondrial e nuclear, fato que nos levou a analisar marcadores
moleculares que evoluem mais rapidamente para um melhor esclarecimento
acerca do status taxonémico dessas populacdes de padrbes cromaticos

distintos.

1.5. Marcadores microssatélites e sua aplicacdo na andlise da estrutura
populacional de triatomineos

Microssatélites sdo motifs de um a seis pares de bases que se repetem
sequencialmente [in tandem; ex.. (AT)n, (GTA)n] e estdo presentes em
organismos procariotos e eucariotos, podendo ser encontrados em regides
codificantes e néo codificantes do genoma (Zane et al. 2002). Acredita-se que
dois mecanismos expliquem suas altas taxas de mutacdo: o fendbmeno
conhecido como DNA slippage (“deslize” da polimerase, que leva a incorporacéo
ou delecao errbnea desses motifs durante a replicacdo) e o mecanismo que
envolve recombinacdo (crossing-over desigual ou conversao génica; Ellegren,
2004).

A maioria dos microssatélites encontrados séo dinucleotideos (30-67%) e a
taxa de mutacdo estimada é de 102 — 10 por loco por geracédo, muito maior que
em regides néo repetitivas do DNA, que sédo da ordem de 10-° (Chistiakov et al.,
2006). Embora o mecanismo de evolucdo dos microssatélites ainda néo esteja
totalmente elucidado, existem basicamente trés modelos propostos para explicar
a sua evolucéo: (1) envolve apenas um passo mutacional por vez (modelo SSM
— single step mutation; Kimura & Otha, 1978); (2) com passos mutacionais
multiplos (modelo IAM — infinite allele model; Kimura & Crow, 1964); e (3) o

modelo dependente do tamanho alélico, onde alelos pequenos tendem a
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aumentar em numero de repeticdes, enquanto alelos maiores tendem a diminuir
(Ellegren, 2004).

Atualmente esses marcadores sdo muito Uteis em estudos populacionais,
pois apresentam diversas vantagens, como por exemplo: (a) sdo marcadores
neutros; (b) possuem heranca biparental (possibilitando a identificacdo de
possiveis hibridos); (c) sao altamente polimérficos; (d) sdo codominantes; e (e)
proporcionam a analise de varios loci de uma Unica vez. Além disso, possuem
potencial para fornecer estimativas de migracdes contemporaneas, distinguir
elevadas taxas de migracéo de panmixia e estimar o parentesco dos individuos,
permitindo uma melhor avaliacdo das habilidades de dispersédo dos individuos
(Abad-Franch & Monteiro, 2005; Selkoe & Toonen, 2006).

Diversos trabalhos com triatomineos utilizando microssatélites ja foram
publicados e ja existem iniciadores para muitos loci, como por exemplo, para R.
pallescens (Harry et al. 1998), T. dimidiata (Anderson et al. 2002), T. infestans
(Garcia et al. 2004; Marcet et al. 2006), T. pseudomaculata (Harry et al. 2008a),
Triatoma brasiliensis (Harry et al. 2009), R. prolixus (Fitzpatrick et al. 2008; Harry
et al. 2008b) e Triatoma sordida (Belisario et al. 2015). A disponibilidade de
tantos loci de microssatélites favorece sua utilizacdo em trabalhos genético-
populacionais, possibilitando uma determinacdo mais precisa do fluxo génico
entre populacoes.

Devido ao seu alto grau de polimorfismo, os marcadores microssatélites séo
eficientes na deteccéo de diferencas inter e intraespecificas. Em 2007, Hong-Mei
e colaboradores selecionaram 77 loci de microssatélites para identificar e
analisar a estruturacdo de trés espécies de tildpias, 3 loci foram diagndsticos
para diferenciar as espécies em estudo (Oreochromis aureus, O. niloticus e O.
mossambicus).  Routtu e colaboradores (2007) analisaram 50 loci de
microssatélites e observaram 14 loci polimérficos para o complexo de espécies
cripticas em estudo, Drosophila virilis (D. a. americana, D. borealis, D.
canadiana, D. ezoana, D. flavomontana, D. kanekoi, D. lacicola, D. littoralis, D.
lummei, D. montana, D. novamexicana, D. a. texana, D. virilis). Os autores
notaram que o locus Vir72m foi muito informativo e serviu como diagnostico para
separacao de D. kanekoi, D. ezoana, D. novamexicana e D. virilis das demais

espécies do grupo.
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Diante do exposto anteriormente, surge 0 questionamento sobre a
homogeneidade do taxon de R. neglectus e a dindmica existente entre as
populacées do bioma cerrado e de areas de transicdo cerrado-caatinga. Sera
que existe fluxo génico entre o grupo de R. neglectus presente no cerrado e o
grupo na area de transicdo cerrado-caatinga ou estas populacdes estédo

ecologicamente isoladas e ndo mais co-especificas?
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Analisar se as populacdes de R. neglectus presentes no bioma cerrado e
nas areas de transicdo cerrado-caatinga representam um Unico taxon ou

compdem um complexo de espécies cripticas.

2.2. Objetivos especificos

e Testar 19 loci de microssatélites, visando obter um ndmero minimo de 10

loci polimérficos.

e Avaliar a frequéncia alélica, niveis de endogamia, magnitude e

direcionamento do fluxo génico nas populacdes de R. neglectus.

e Determinar o nivel de estruturacdo das populacdes de R. neglectus ao

longo de sua distribuicdo geogréfica.

e Estimar as taxas de migracdo e a origem dos espécimes de cada

populacao analisada.

e Avaliar se a regiao de transicao cerrado-caatinga atua como uma barreira
de isolamento ecolégico para o fluxo génico entre as populacdes de R.

neglectus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Descricao das amostras e extracdo de DNA

Os espécimes de Rhodnius neglectus foram coletados em 14 localidades
(Figura 4; Tabela 1), sendo uma no estado do Piaui, em Minas Gerais e em S&o
Paulo, duas no estado de Tocantins, na Bahia, em Goias, no Distrito Federal,
trés em Mato Grosso. A estratégia de coleta adotada teve como objetivo
abranger toda extensao geogréafica em que a espécie ocorre (areas de cerrado
e de transicéo cerrado-caatinga).

O método escolhido para a coleta dos triatomineos variou de acordo com a
palmeira, sendo usado coleta manual (Gurgel-Gongalves 2008) para M. flexuosa
e disseccdo para as palmeiras dos géneros Attalea (Barretto et al. 1969),
Copernicia (Diotaiuti & Dias 1984) e Acrocomia (Romafa et al., 1999). Todas as
palmeiras amostradas foram georreferenciadas (GPS 12 Garmin).

A identificacdo morfolégica das amostras foi feita com base em Lent &
Wygodzinsky (1979) e por técnicas de morfometria geométrica (Gurgel-
Goncalves et al. 2008) das asas e capsulas cefalicas, realizadas na Universidade
de Brasilia (UnB) pelo colaborador Dr. Rodrigo Gurgel-Gongalves. Todos o0s
individuos foram ainda identificados molecularmente a partir do sequenciamento
de DNA de um fragmento de 682 pares de base (pb) do gene mitocondrial cytb,
como ja descrito previamente (Monteiro et al. 2003) a fim de certificar se os
espécimes coletados pertenciam a um Unico tdxon ou se poderiam representar
um complexo de espécies cripticas.

O DNA de cada espécime foi extraido utilizando o kit de extracdo da RBC
genomics (Real Genomics), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante
para o isolamento do material genético contido no tecido animal. Para a extracdo
do DNA de individuos adultos e ninfas de 5° estadio, trés patas foram maceradas;
os demais estadios ninfais tiveram os corpos inteiros macerados. Apés a
extracdo, a concentracdo de DNA de todas as amostras foi mensurada por
fluorimetria no Qubit® 3.0 Fluorometer (Life Technologies, Inc.). Este
equipamento permite a quantificacdo do DNA, mesmo em baixas concentracdes
(até 0,1 ng/uL), utilizando um corante fluorescente especifico, o que confere a

esta metodologia alta especificidade e sensibilidade. Para quantificar o DNA
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obtido em cada amostra foi utilizado o kit Qubit® dsDNA HS Assay (Life
Technologies, Inc.).

3.2. Analise de microssatélites

Foram testados 19 loci microssatélites usando as condi¢cdes de ciclagem
estabelecidas por Fitzpatrick et al. (2009) e Harry et al. (1998; 2008b), otimizando
as condi¢cdes de amplificacdo quando necessério. ApOs o0s testes para o
estabelecimento das temperaturas de anelamento na reacdo em cadeia da
polimerase para cada locus (Apéndice 5), foram realizados testes de reagdes
multiplex para os loci que apresentavam temperaturas de anelamento proximas,
a fim de diminuir os custos financeiros do experimento (Apendice 6; Tabela 3).

Os microssatélites foram amplificados usando conjuntos de trés iniciadores
(iniciador com cauda, iniciador marcado com fluorocromo, VIC, NED, PET ou 6-
FAM, e iniciador reverso), adotando-se o método previamente descrito por
Schuelke (2000). Todas as genotipagens foram realizadas no sequenciador
automatico ABI3130XL (Applied Biosystems) da Plataforma de Sequenciamento
e Anadlise de Fragmentos PDTIS-Fiocruz. Os resultados foram visualizados no
programa Peak Scanner™ v.2.0 (Applied Biosystems) para a identificacdo dos
alelos.

3.3. Analise dos dados

O programa Micro-Checker v. 2.2 foi utilizado para a possivel deteccao de
erros de genotipagem (alelos nulos, stutter e dropout de alelos) em cada
populagéo analisada (Van Oosterhout et al., 2004). Os equilibrios de ligacéo (LE)
foram testados entre todos os pares de loci de cada populacdo no programa
Arlequin v. 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010).

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) foram calculados para cada
populacao e cada locus, no programa Genalex v. 6.5 (Peakall & Smouse, 2012)
e no Arlequin v. 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). Deficiéncias significativas de
heterozigotos foram corrigidas para testes multiplos pelo algoritmo de FDR
(Benjamini & Yekutieli, 2001). O numero de alelos e as frequéncias alélicas dos
loci dos espécimes de cada localidade coletada foram estimados no programa
Arlequin v. 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010).
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Tabela 1: Amostras de R. neglectus obtidas no bioma cerrado e em areas de transicédo
cerrado-caatinga. A coluna “cédigo” mostra os nomes que foram dados para as

localidades. A coluna N significa 0 nimero de amostras coletadas.

Localidade N Bioma Coloragdo  Ano da coleta Codigo

Buritizal, SP 20 Cerrado Escura 2010 BL
Canto do Buriti, Pl 22 Transicdo™® Clara 2010 CcB
Diamantino, MT 25 Cerrado Escura 2010 DI

Ibotirama, BA 21 Transicao™® Clara 2010 1BO
ltuiutaba, MG 20 Cerrado Escura 2010 IT

Mambai, GO 22 Cerrado Escura 2010 MA
Mozarlandia, GO 21 Cerrado Escura 2010 MO
Nossa Senhora do Livramento, GO 20 Cerrado Escura 2010 NS
Nova Xavantina, MT 20 Cerrado Escura 2010 NX
Palmeirante, TO 21 Cerrado Escura 2009 PA
Paranoa, DF 20 Cerrado Escura 2010 1B

Presidente Kennedy, TO 20 Cerrado Escura 2010 PK
Rajadinha, DF 20 Cerrado Escura 2010 RA
Xique-Xique, BA 20 Transigdo™® Clara 2010 XX

Total 292

*Area de transicéo cerrado-caatinga.

O coeficiente de endogamia (Fis) e a diferenciacdo genética entre
populacdes (usando Fst e Rst) foram calculados no programa Arlequin v. 3.5
(Excoffier & Lischer, 2010).

O programa Structure v. 2.2 (Pritchard et al., 2000), que tem como base o
modelo bayesiano de agrupamento, foi utilizado para a determinacédo do nimero
de populacdes (K) existentes. Para esta analise, foi utilizado o modelo de
ancestralidade misturada (admixture model), com os alelos correlacionados, pois
este modelo de frequéncia de alelos assume que nenhuma populacdo contém
genaotipos muito divergentes, permitindo a resolucdo maxima na separacéo das
populacdes. Foram estabelecidas 10° cadeias Markov Monte Carlo (MCMC),
com 10° iteracdes, descartando as primeiras 3 x 10° iteracdes. Dez rodadas
independentes foram executadas para cada numero de populagfes a posteriori
(ou K).

Os valores de verossimilhanca e a probabilidade dos dados serem
verdadeiros para cada numero de K foram calculados e posteriormente utilizados

em uma analise estatistica ad hoc, chamada de delta K (AK), no programa
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Structure Harvester (http://taylorO.biology.ucla.edu/struct_harvest/) (Earl et al.,
2012). Nesta estatistica ad hoc, o desvio-padrao das dez estimativas
independentes dos valores de verossimilhanga dos dados entre sucessivas K
populacdes testadas € utilizado para definir o numero de populagdes mais
provavel (Evanno et al., 2005). Apds a definicdo de K, as 10 corridas geradas no
programa Structure v 2.2 (Pritchard et al., 2000) foram analisadas nos programas
Clumpp v. 1.1 (Jakobsson & Rosenberg 2007) e Distruct v. 1.1 (Rosenberg,
2004) para a construcado de um grafico de estruturacdo das populagbes de R.
neglectus.

O teste de Mantel implementado no programa Arlequin v. 3.5 (Excoffier &
Lischer, 2010) foi realizado a fim de observar se a divergéncia genética entre as
populacdes é diretamente proporcional a distancia geografica.

O indice modificado de Garza-Williamson (G-W; Garza & Williamson 2001)
foi calculado no programa Arlequin v. 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010), a fim de
testar se as populacdes definidas sofreram efeito “gargalo de garrafa” (ou efeito
bottleneck). Valores proximos de um sao indicios de que a populacdo é
estacionéaria, enquanto valores préoximos de zero indicam que possivelmente
houve uma drastica reducéo do tamanho populacional.

O programa EdeNetwork v. 2.18 (Kivela et al., 2014) foi utilizado para a
construcdo de uma rede de agrupamentos populacionais a fim de ilustrar as
relacbes entre as populacdes estudadas. Estas redes consistem em nds (ou
vértices) ligados por arestas. Os nos representam as unidades fundamentais do
sistema, como individuos ou populaces, e as arestas representam as relacfes
ou interacdes nesse sistema. A forca de cada interacdo € medida de acordo com
0 “peso” de cada aresta. Esse “peso” foi representado na analise pelo indice de
estruturacdo populacional (Fst). O programa calcula um limiar (valor 6timo) para
as interacles, através da definicdo classica proposta para sistemas finitos
(Stauffer & Aharony 1994), cujos valores acima do limiar resultariam em uma
rede com todos os nds conectados e abaixo desse limiar a rede estaria
fragmentada, ou seja, com poucos nds conectados. A partir desta andlise, é
possivel identificar a presenca de populagbes-fonte (i.e. que fornece
colonizadores para as populacdes periféricas), a partir do calculo de quatro
parametros: degree, clustering, betweenness. O parametro degree esta

associado ao numero de conexdes que uma dada populagéo realiza com as
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demais. Quanto maior o nimero de conexdes, maiores as chances de uma
determinada populacdo ser fonte de migrantes para as demais. O coeficiente
clustering esta associado a média dos coeficientes de agrupamento de todos os
nos da rede. O coeficiente de agrupamento de cada no é representado pela
equacao:

2Ei

:m, onde

Ci

Ki =parametro degree do dado no.
Ei = nimero de conexdes existentes entre os vizinhos de um dado nd, varia

entre 0 e E(M);

_ Ki(Ki-1)
2

Ei atinge seu valor méximo quando um no vizinho esta conectado com todos

Ei

os demais nés. Valores altos desse coeficiente de agrupamento (Ci) indicam que
a estrutura da rede ndo é aleatéria e que ha indicios de, pelo menos, uma
populacao-fonte. O parametro betweenness esta associado ao peso dado a
essas conexdes, neste trabalho sendo representado pelo indice de estruturacéo
populacional Fsr.

O programa Migrate-n v. 3.6 (Beerli & Felsenstein 2001; Beerli & Palczewski
2010) ainda foi usado para estimar o numero de migrantes entre as diferentes
populacées pelo método bayesiano. Esta abordagem apresenta a vantagem de
tornar possivel a observacao de taxas de migracédo diferenciais, ao contrario dos
calculos tradicionais de numero de migrantes baseados em Fst que utilizam o
modelo de ilhas. Nesta analise, o niumero de individuos em cada populacao foi
limitado pelo agrupamento que possuiu 0 menor niumero de espécimes (N=40).
Foram testados diferentes valores de cadeias longas e niumero de réplicas das
cadeias durante a execucdo das MC3® (Cadeias de Markov Monte Carlo
Metropolis-coupled), até que visualmente estivessem convergentes. Foi utilizado
0 padrao de aguecimento estatico de cadeias, sendo uma cadeia fria e trés
guentes (com valores de temperaturas de 1,0; 1,2; 3,0;1.000.000) e uma Unica
cadeia longa. As cadeias de MC? visualmente permaneceram estaveis e néo
apresentaram nenhuma tendéncia (long-inc=200; long-sample=2000; burn-
in=1000). Todos os valores de ESS obtidos foram maiores que 10° e 0 nimero
de genealogias amostradas foi maior que 10%, indicando boa mistura das

cadeias e convergéncia dos parametros estimados. Estas andlises de
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coalescéncia foram utilizadas para a geracao de hipéteses acerca da origem e
dispersédo das populacdes de R. neglectus no cerrado e na regido de transicédo
cerrado-caatinga (Beerli e Palczewski, 2010). A hipétese nula deste teste de
hipoteses foi 0 modelo de panmixia (full migration), que pressupde fluxo génico
entre todas as populacdes estudadas. Primeiramente, foram testadas quatro
hipoteses alternativas representando diferentes padrées de migracao, a fim de
sabermos qual seria a possivel populacdo que teria dado origem as demais
(Figura 3): (source-sink 1) a origem das populagdes de R. neglectus teria sido na
regido mais ao norte do bioma cerrado, com posterior ocupacédo da area de
transicédo cerrado-caatinga e da regido mais ao sul do bioma cerrado, com fluxo
génico bidirecional (populacdo 1 como fonte); (source-sink 2) a origem das
populac6es de R. neglectus teria sido na area de transi¢do cerrado-caatinga e
posteriormente migrantes teriam ocupado a regido mais ao sul e ao norte do
bioma cerrado , com fluxo génico bidirecional (populacdo 2 como fonte); (source-
sink 3) a origem das popula¢cdes de R. neglectus teria sido na regido mais a
sudoeste do bioma cerrado, com posterior ocupacdo da area de transicdo
cerrado-caatinga e da regido mais ao leste e norte do bioma cerrado, com fluxo
génico bidirecional (populacdo 3 como fonte); (source-sink 4) a origem das
populacdes de R. neglectus teria sido na regido mais a sudeste do bioma
cerrado, com posterior ocupacao da area de transicdo cerrado-caatinga e da
regido mais ao oeste e norte do bioma cerrado, com fluxo génico bidirecional
(populagéo 4 como fonte); e (isolamento completo) onde a linhagem ancestral
ocupava todas as regides analisadas e, com o0 surgimento de barreiras
geograficas naturais, as popula¢cdes se isolaram e eventualmente especiaram
em alopatria; Posteriormente foram testadas mais duas hipo6teses, a fim de
sabermos como teria ocorrido a migragéo a partir da possivel populacéo fonte
(stepping-stone 1) a origem das populaces de R. neglectus teria sido na regido
mais ao norte do bioma cerrado (populacdo 1 como possivel fonte),
posteriormente migrantes teriam ocupado a area de transi¢cdo cerrado-caatinga
e a partir dessa regido teriam ocupado a area mais ao sul do bioma cerrado, com
fluxo génico bidirecional; (stepping-stone 2) a origem das populagbes de R.
neglectus teria sido na regido mais ao norte do bioma cerrado (populagao 1 como

possivel fonte), posteriormente migrantes teriam ocupado a area mais ao sul do
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bioma cerrado e a partir dessa regiao teria ocorrido a ocupacédo da area de
transicédo cerrado-caatinga, com fluxo génico bidirecional.

Para cada hipétese, foram realizadas 50 réplicas. Foram calculados os
valores de verossimilhangca marginal (marginal likelihood) e a probabilidade de
cada modelo usando a integracao termodinamica com a aproximacao de Bezier,
de acordo com Beerli & Palczewski (2010). Todas as corridas foram repetidas no
minimo cinco vezes, para verificar a consisténcia dos resultados. Como o valor
de verossimilhanca marginal de todas as repeticdbes das corridas de cada
hipétese foram semelhantes, os valores finais utilizados foram aqueles de maior

valor verossimilhanca.
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indicam a direcdo de
fluxo  génico. O
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representa uma

populacdo panmitica.



As genealogias de fluxo génico foram ranqueadas de acordo com os fatores
logaritmicos de Bayes (LBF), calculados através da férmula:

LBF = In(mL(modelo1)) - In(mL(modelo2)), onde o modelo 2 € o maior
valor de maxima-verossimilhanca.

Apos o calculo dos valores de LBF, os mesmos foram exponenciados e 0s
modelos testados foram ranqueados. O calculo da probabilidade de cada modelo
ser o mais correto foi feito a partir do valor exponencial de LBF do melhor modelo
dividido pela soma dos valores exponenciais de LBF de todos os pares de
modelos testados.

A fim de saber o nimero de migrantes entre as populagdes do modelo que

apresentou melhor posicao no ranking foi utilizada a férmula:

ANM = (Mpopx->popyX Opopy) X Tg, onde:

Mpopx->popy— taxa de migracéo da populacédo x para a populagao y;

Opopy— parametro © da populagéo y;

Tg — numero de geragcdes em um ano. Como cada geracdo de R. neglectus
tem aproximadamente quatro meses (Mello 1977), neste caso Tg = 3.

Os mapas gerados nessa dissertacao foram realizados no programa Diva-

Gis v. 7.5. O gréfico gerado para visualizar o padrdo de migracao inferido pela
analise realizada no programa Migrate-n v. 3.6 (Beerli & Felsenstein 2001; Beerli
& Palczewski 2010) foi feito no R (htttp://www.R-project.org) usando o pacote
Migest (Abel 2014).
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4. RESULTADOS

Foram testados 19 loci microssatélites ja descritos na literatura para
espécies do género Rhodnius (Apéndice 5), dos quais 12 loci foram amplificados
para R. neglectus (Apéndice 7), porém para as andlises de genética de
populacdes foram utilizados 8 loci, sendo estes os com maior nimero de
individuos genotipados (Tabela 2). Diferentes quantidades de reagentes e de
DNA e ajustes nas temperaturas de anelamento dos iniciadores foram testados
a fim de otimizar as reacdes de multiplex (Apéndice 6; Tabela 2). Todas as
andlises dos produtos amplificados foram realizadas na Plataforma de Analise
de Fragmentos / PDTIS - FIOCRUZ. Foram genotipados 258 espécimes

provenientes de 14 localidades (Figura 4; Tabela 3).

De dois a dezesseis alelos foram observados nos loci analisados (média de
8 alelos por locus). O locus List14-064 foi o mais polimérfico, apresentando 16

alelos (Figura 5).

A frequéncia alélica foi primeiramente calculada para cada localidade
estudada, a fim de verificarmos se existia algum locus diagnéstico que nos
forneceria indicios de que estavamos trabalhando com espécies distintas de R.
neglectus, uma presente no bioma cerrado e a outra em areas de transicao
cerrado-caatinga (Apéndice 8). A partir do resultado obtido, foi possivel notar que
ndo ha um locus diagndéstico para a separacdo dos individuos entre essas

distintas regides (Tabela 4).
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Tabela 2: Caracteristicas gerais dos oito loci padronizados. Ta (°C) — temperatura de anelamento, em graus Celsius; F — fita senso; R — fita anti-senso; A —

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

Locus Iniciador Repeticao Tamanhos Tamanhos Ta°® Fluoréfilo Referéncia
Esperados (pb) obtidos (pb)
LO3 F: AAGGGAGAAAGGCCTGAG (CA)sN10(CA), 88-113 83-117 56 6FAM Harry et al., 1998
R: TCGTGACATCCTTTGTGTAAG
L43 F: ACAGGTTGTACAGCGCGTC (GT)3Ng(CT)2(GT) 13 114-135 136-156 56 HEX Harry et al., 1998
R: CATGTTCCGTCACGTAGGC
R26 F: AGAAGGAATCTATCCACTTTCGC (CA)sCT(CA)2 112-120 112-124 52 6FAM Harry et al., 2008
R: CCTCGCTATCAGCTGCTACG
R30 F: GATCCAGGCAGTTTTCTTAAGTG (GT)s 218-220 200-222 54 VIC Harry et al., 2008
R: CAATGGAACAAGAATTTAGTGAGG
List 14 -010 F: AATGATGACTGTATTGATGGGC (CA)9 311-339 307-309 54 6FAM Fitzpatrick et al., 2009
R: TTCGACCAACAACAACTTCCC
List 14 - 013 F: CATACTACACGCACACAAGACC (AC)10 335-345 332-346 52 6FAM Fitzpatrick et al., 2009
R: ATACTCGCATCAAGCCATTTGG
List 14 - 025 F: CCGCTCTATCAACTACTCC (TC)o(AC)7N13(AC); 163-181 125-169 52 6FAM Fitzpatrick et al., 2009
R: GATCCCTTATGTTTCTCAGC
List 14 - 064 F: AGAAAATGAGCAAAACGGCC (GT)1o 237-247 240-280 54 6FAM Fitzpatrick et al., 2009
R: ACAGGCAAACAACTATGACG
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Tabela 3: Nimero de espécimes genotipados por locus em cada localidade amostrada.

Localidades/Locus List14-064 List14-025 List 14-013 List 14-010 R26 R30 L43 LO3

Buritizal (SP) 16 18 12 15 16 9 17 11

Canto do Buriti (Pl) 11 11 4 6 9 10 8 9
Diamantino (MT) 13 12 7 15 15 11 4 11

Ibotirama (BA) 13 16 9 14 17 15 11 9
ltuiutaba (MG) 15 20 7 14 17 12 8 13
Mambai (GO) 15 15 7 9 8 0 14 4
Mozarlandia (GO) 15 15 14 12 10 1 13 13
Nossa Sra. do Livramento (MT) 18 19 16 17 17 8 19 17
Nova Xavantina (MT) 16 20 9 16 20 16 9 16
Palmeirantes (TO) 19 16 20 20 16 6 18 14
Paranoa (DF) 18 19 18 17 15 3 17 4
Presidente Kennedy (TO) 20 20 19 20 17 12 17 16
Rajadinha (DF) 19 20 5 19 18 14 6 2
Xique-Xique (BA) 16 20 15 20 12 11 16 8
Total de espécimes genotipados/locus 224 241 162 214 211 128 177 147

PA
- CB
PK
X
IBO
DI
‘ ;}. NX@ ®#MO OMA
NS IB
RA®
Legenda:
IT BL [[]caatinga
i e . ‘):_ [[] cerrado

Figura 4. Localidades amostradas no bioma cerrado e em areas de transicdo cerrado-caatinga. BL:
Buritizal, S&o Paulo; CB: Canto do Buriti, Piaui; XX: Xique-Xique, Bahia; DI: Diamantino, Mato Grosso;
IBO: Ibotirama, Bahia; IT: ltuiutaba, Minas Gerais; MA: Mambai, Goias; MO: Mozarlandia, Goias; NS:
Nossa Sra. do Livramento, Mato Grosso; NX: Nova Xavantina, Mato Grosso; PA: Palmeirante,
Tocantins; IB: Paranod, Distrito Federal; PK: Presidente Kennedy, Tocantins; RA: Rajadinha, Distrito

Federal.
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Figura 5. Gréfico representando o nimero de alelos por locus. Observe que o locus mais polimérfico
foi o List14-064.

A partir dos resultados da analise bayesiana realizada nos programas Structure v.
2.2 (Pritchard et al., 2000) e Structure Harvester (Earl et al., 2012) para a definicdo do
namero de agrupamentos (K) em que as localidades amostradas estariam inseridas,
com base na observagao dos valores de AK (sensu Evanno et al., 2005), foi possivel
agrupar as 14 localidades de coleta em quatro populacdes (Figura 6). Com a definicéo
de K, as 10 corridas de K=4 geradas no Structure v. 2.2 (Pritchard et al., 2000) foram
utilizadas para a construcao de um grafico de estruturacdo das populacbes de R.

neglectus (Figura 7).
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Figura 6. Grafico dos valores de verossimilhanga para definicdo do nimero de agrupamentos (K). A esquerda, os valores de delta K (AK) para

cada agrupamento testado. Note que o maior valor obtido foi para 0 agrupamento contendo quatro populacées. A direita, o gréfico dos valores
de verossimilhanca calculados a partir do log natural da probabilidade dos dados serem agrupados em de duas a 14 populacdes (K). Note que

o valor de verossimilhanca do agrupamento contendo quatro popula¢gdes apresentou 0 menor desvio-padrao em relagdo a média e antecede
imediatamente o platd do gréfico.
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Figura 7. Gréfico da estruturacdo das 14
localidades analisadas. A partir do
resultado, foi possivel confirmar a
separacdo das localidades em quatro
populagbes pertencentes ao bioma
cerrado e areas de transi¢cdo cerrado-
caatinga (definidas em roxo, rosa
escuro, ciano e verde). E possivel notar
gue ha migrantes entre as populagfes
obtidas (barras com cores diferentes
daquelas observadas no plano de
fundo). E possivel observar também que
as localidades Buritizal (SP) e Mambai
(GO) apresentaram muitos migrantes e,
portanto, néo foi possivel agrupa-las em

nenhuma das populagfes definidas.



Seis dos oito loci submetidos a analise no programa Micro-Checker v. 2.2 (Van
Oosterhout et al., 2004) apresentaram alelos nulos (Apéndice 9). Entretanto, a incluséo
destes alelos nas analises nao influenciou os resultados finais e, portanto, decidiu-se
por ndo exclui-los (dados ndo mostrados). As quatro populacdes estudadas

apresentaram indicio de abandono de alelos (allele dropout).

As populacbes estudadas ndo apresentaram locus monomorfico, porém os loci
List14-010 e List14-025 apresentaram o menor numero de alelos nas populacfes 1 —

4 (2 e 3 alelos, respectivamente).

Nos oito loci analisados, foram encontrados ao todo 16 alelos privados, sendo
nove na populacao 1 (242, 266 e 268 em List14-064; 83 em L03; 133 e 135 em List14-
025; 346 em List14-013; 140 em L43; e 120 em R26), trés na populacdo 2 (264 em
List14-064; 136 em L43; e 200 em R30), dois nas populacdes 3 e 4 (236 em Listl4-
064; e 344 em List14-013; 103 em L03; e 152 em L43, respectivamente) (Tabela 4).
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Tabela 4: Frequéncia alélica encontrada em cada uma das quatro populagées para os oito loci

de microssatélites analisados. Em vermelho pode-se notar os alelos privados para cada locus

genotipado.
Locus Alelos  Populagio 1 Populagio 2 Populagdo 3 Populagio 4

236 0,00 0,00 0,02 0,00

240 0,07 0,00 0,00 0,1
242 0,02 0,00 0,00 0,00
244 0,02 0,00 0,18 0,00
246 0,20 0,02 0,03 0,00
248 0,28 0,02 0,00 0,00
250 0,06 0,02 0,00 0,00

List14-064 252 0,18 0,42 0,68 0,69
254 0,04 0,00 0,00 0,01
256 0,02 0,13 0,03 0,14
258 0,02 0,31 0,05 0,00

260 0,02 0,02 0,02 0,02

262 0,00 0,02 0,00 0,02
264 0,00 0,02 0,00 0,00
266 0,05 0,00 0,00 0,00
268 0,01 0,00 0,00 0,00
a3 0,11 0,00 0,00 0,00
a5 0,03 0,10 0,41 0,27

87 0,03 0,06 0,43 0,52

89 0,00 0,00 0,04 0,02
01 0,23 0,08 0,01 0,04
LO3 a3 0,60 0,39 0,05 0,00
95 0,03 0,06 0,03 0,00
o7 0,02 0,07 0,00 0,00
101 0,00 0,00 0,02 0,04
103 0,00 0,00 0,00 0,10
113 0,03 0,00 0,01 0,00
133 0,18 0,00 0,00 0,00
List4-026 135 0,04 0,00 0,00 0,00
139 0,69 0,57 0,07 0,20
153 0,03 0,43 0,93 0,80
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Locus Alelos  Populagdo 1l Populagdo? Populagdo 3 Populacdo 4

332 0,11 0,02 0,26 0,11

334 0,00 0,00 0,04 0,13

336 0,57 0,25 0,40 0,33

list14013 338 0,07 0,08 0,00 0,07
340 0,08 0,40 0,02 0,15

342 0,10 0,25 0,02 0,01

344 0,00 0,00 0,26 0,00

346 0,07 0,00 0,00 0,00

List14010 307 0,27 0,29 0,12 0,71
209 0,73 0,71 0,88 0,29

136 0,00 0,14 0,00 0,00

138 0,11 0,00 0,02 0,05

140 0,11 0,00 0,00 0,00

142 0,18 0,00 0,00 0,82

L43 144 0,24 0,16 0,72 0,08
150 0,03 0,00 0,24 0,09

152 0,00 0,00 0,00 0,01

154 0,33 0,00 0,00 0,01

156 0,00 0,70 0,02 0,01

114 0,00 0,02 0,30 0,01

116 0,25 0,60 0,30 0,95

R26 118 0,35 0,24 0,00 0,00
120 0,40 0,00 0,00 0,00

124 0,00 0,14 0,00 0,04

200 0,00 0,19 0,00 0,00

R30 218 0,43 0,34 0,92 0,74
220 0,57 0,47 0,08 0,26

Foi observado indicio de desequilibrio de ligacdo em 67 dos 112 (60%) testes
realizados locus-por-locus de cada populacéo, apés a correcdo FDR (p < 0,01;
Apéndice 10). E provavel que tenhamos obtido esse resultado devido ao niimero
reduzido de individuos genotipados para determinadas populacdes, até o
momento. Foram encontrados também desvios no equilibrio de quatro
populacdes (p < 0,016), segundo o modelo de Hardy-Weinberg (H-W), para
alguns loci (Tabela 5). Esses desvios podem estar sendo causados por efeito

Wahlund, acasalamento ndo-aleatorio, migracdo, selecdo ou deriva genética.
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Tabela 5: Teste chi-quadrado do equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) dos oito marcadores microssatélites das popula¢cées de R. neglectus. Em negrito podemos
notar os loci que ndo apresentaram equilibrio de Hardy-Weinberg para cada populagdo estudada. N significa nimero de individuos genotipados para cada
locus. Populacdo 1 — Palmeirantes, TO, Presidente Kennedy, TO e Canto do Buriti, PI; Populacdo 2 — Xique-Xique, BA e Ibotirama, BA; Populacdo 3 — Nossa

Senhora do Livramento, MT, Nova Xavantina, MT e Diamantino, MT; Populacdo 4 — Rajadinha, DF, Paranoa, DF, Mozarlandia, GO e ltuiutaba, MG.

Populacdo 1 Populagdo 2 Populagdo 3 Populagdo 4

Locus Chi-Quadrado p N Chi-Quadrado P N Chi-Quadrado P N Chi-Quadrado P N
List14064 196,573 0.000% 50 101,556 0.000% 29 7,394 0,997 47 65,865 0.000% 67
LO3 82,830 0.000* 39 3,000 0,083 17 9,004 0.029* 44 40,902 0.000* 44
List14025 37,106 0.000% 47 2,054 0,152 36 0,338 0,561 51 0,093 0,761 74
List14013 77,252 0.000% 43 27,167 0.002% 24 40,770 0.006% 32 228,879 0.000% 44
List14010 18,933 0.000* 46 11,241 0.001* 34 3,798 0,051 48 24,939 0.000* 62
L43 29,393 0,105 43 0,274 0,601 27 3,031 0,805 32 2,204 1,000 44
R26 50,408 0.000% 42 87,000 0.000% 29 0,490 0,484 48 0,160 0,984 64
R30 9,000 0.003% 28 32,000 0.000* 26 29,000 0.000% 35 19,000 0.000% 30

*valor significativo ap6s a correcéo do valor-p pelo algoritmo de FDR (p = 0,016) para multiplas comparacdes.
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O indice modificado de Garza-Williamson (G-W) foi calculado a fim de testar
se as populacdes sofreram efeito “gargalo de garrafa”. Os valores observados
variaram entre 0,00 e 0,08. Em todas as populacdes, os valores de M foram
proximos de zero (Tabela 6) e esses valores muito menores do que 1, poderiam
indicar um possivel efeito “gargalo de garrafa” nas popula¢des analisadas.
Tabela 6: Valores do indice modificado de Garza-Williamson (Garza & Williamson 2001).
Populacdo 1 — Palmeirantes, TO, Presidente Kennedy, TO e Canto do Buriti, PI; Populagéo 2 —
Xique-Xique, BA e Ibotirama, BA; Populacdo 3 — Nossa Senhora do Livramento, MT, Nova

Xavantina, MT e Diamantino, MT; Populacédo 4 — Rajadinha, DF, Paranod, DF, Mozarlandia, GO
e ltuiutaba, MG.

Locus Populagao 1 Populacdo2 Populagao3 Populagio4
List14-064 0,05 0,04 0,03 0,03
LO3 0,07 0,06 0,08 0,06
List14-025 0,03 0,02 0,02 0,02
List14-013 0,02 0,02 0,02 0,02
List14-010 0,00 0,00 0,00 0,00
L43 0,04 0,03 0,03 0,05
R26 0,03 0,04 0,02 0,03
R30 0,01 0,01 0,01 0,01

Apés a definicdo das quatro populagdes foram calculados os valores
estatisticos de Fst e Rst em comparacdes par-a-par, utilizando a informacgéo
genética dos oito loci microssatélites genotipados, a fim de estimar a
estruturacdo populacional. A partir da analise dos valores de Fst (em amarelo na
Tabela 7) podemos observar niveis moderados de diferenciagdo populacional.
As populacdes 3 e 4 apresentaram os maiores valores de Fst (variando de 0,13
a 0,20, ambos significativos), ja a populacdo 2 apresentou 0os menores valores
de Fst (variando de 0,10 a 0,13, ambos também significativos). Ja os valores de
Rst (em verde na Tabela 7) nos fornecem indicios de niveis baixos de
diferenciacdo populacional (0,03 a 0,07, ambos significativos) ou até mesmo
auséncia de estruturacdo (0,00 a 0,03). O teste de Mantel evidenciou falta de
correlacédo entre a divergéncia genética e a distancia geografica das populagcdes
(r = 0,38; p = 0,185). Todos os valores foram corrigidos para o indice de
significancia de 0,014 pelo método FDR (Benjamini & Yekutieli, 2001).
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Tabela 7: Valores dos indices de Fst (em amarelo) e Rst (em verde) calculados a partir de
comparacdes par-a-par das frequéncias alélicas interpopulacionais dos oto loci polimérficos
analisados. O indice de significancia alfa foi corrigido para 0,011 pelo método de FDR. Note que
os valores de Rst ndo foram significativos apenas na comparacgao entre as populagfes 2 e 3; 2
e 4. Populacédo 1 — Palmeirantes, TO, Presidente Kennedy, TO e Canto do Buriti, Pl; Populagéo
2 — Xique-Xique, BA e Ibotirama, BA; Populacdo 3 — Nossa Senhora do Livramento, MT, Nova
Xavantina, MT e Diamantino, MT; Populagéo 4 — Rajadinha, DF, Paranoa, DF, Mozarlandia, GO
e ltuiutaba, MG.

Populagdo 1 Populacdo 2 Populacdo 3 Populagdo 4
Populacdo 1 0,00 0,07* 0,07% 0,05*
Populagdo 2 0,10* 0,00 0,00 0,03
Populacdo 3 0,20* 0:15%* 0,00 0,03*
Populacdo 4 0,20* 0,15* 0,13* 0,00

Uma rede de agrupamento populacional foi construida para melhor ilustrar
as relacdes entre as populacdes estudadas. Observando a Tabela 8 e a Figura
8 é possivel verificar que a populacdo 2 exibe menor estruturacdo quando
comparada as demais popula¢cdes (medida pelo parametro Clustering), um maior
valor de conexdo (Degree) e intermediacdo (Betweeness) entre todas as
populacdes estudadas. Este resultado indica que esta populacdo poderia ser
identificada como uma regiao “fonte” de migrantes para as demais populagdes.
Foi obtido um valor alto de coeficiente clustering para a rede (0,60), indicando
gue a rede obtida ndo foi gerada de forma aleatéria, dando confiabilidade no

resultado obtido.
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Tabela 8: Valores dos componentes degree, clustering e betweenness. Em negrito a populacao

que apresentou os maiores valores de degree e betweenness e menor valor de clustering.

Populacdo | Degree | Clustering | Betweenness
1 1 0.00 0.00
2 3 0.33 2.00
3 2 1.0 0.00
4 2 1.0 0.00

v

% g £

Figura 8: Rede de agrupamento populacional mostrando que a populacdo 2, representada pelo

circulo vermelho, seria uma populagéo “fonte” que estaria fornecendo migrantes para as demais
populacdes.

O coeficiente de endogamia Fis apresentou um valor alto e significativo (0,66;
P <0,011), indicando desvio no equilibrio de H-W nas populac¢des (evidenciado
pela reducado na heterozigosidade), possivelmente em consequéncia da alta taxa
de endocruzamentos. Essa redugéo na heterozigosidade pode ser visualizada

nos graficos de heterozigosidade observada e esperada para cada locus. E



possivel observar que nenhum dos loci analisados apresentaram

heterozigosidade observada maior que a esperada (Figura 9).
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Figura 9: Gréafico mostrando os valores de heterozigosidade observada e esperada por locus.

Ho significa heterozigosidade observada e He heterozigosidade esperada para cada locus.

As analises realizadas no programa Migrate-n v. 3.6 (Beerli & Felsenstein
2001; Beerli & Palczewski 2010) revelaram que a hipotese de dispersao com
maior probabilidade de ser verdadeira foi a source-sink 1 + stepping-stone 1
(probabilidade = 100%; Figura 10; Tabela 9 e 10), na qual a populacéo 1 seria a
possivel populacdo ancestral que teria fornecido migrantes para as demais
populacdes, e portanto, a dispersédo de R. neglectus do bioma cerrado e areas
de transicao cerrado-caatinga teria ocorrido a partir da regido mais ao norte do
bioma cerrado (populacdo 1), ocupando a area de transicdo cerrado-caatinga
onde se encontra a populacdo 2 e posterior ocupacdo da regido onde se

encontra a populacéo 4 e 3.
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Tabela 9: Valores marginais dos logaritmos de verossimilhanca dos modelos de disperséo de
R. neglectus, calculados segundo o modelo harmdnico e corrigidos pelo método de Bezier. A
partir do calculo do fator bayesiano logaritmico (LBF), os modelos foram ranqueados de acordo
com a probabilidade de cada um estar correto. O modelo escolhido com probabilidade de 100%
é destacado em negrito.

Hipoteses ImL Bezier LBF{Bezier]) Probabilidade Modelo™ (%) Escolha Bezier **
source-sink 1 -499,22 0,000 100 1
source-sink 2 -528,76 -29,54 0 2
source-sink 3 -709,3 -210,08 0 3
source-sink 4 -603,33 -104,11 0 3
full migration -707,71 -208,49 0 4
isolamento completo  -594119,48 -593620,26 0 ]

Tabela 10: Valores marginais dos logaritmos de verossimilhan¢a dos modelos de disperséo de
R. neglectus, calculados segundo o modelo harmdnico e corrigidos pelo método de Bezier. A
partir do calculo do fator bayesiano logaritmico (LBF), os modelos foram ranqueados de acordo
com a probabilidade de cada um estar correto. O modelo escolhido com probabilidade de 100%
é destacado em negrito.

Hipoteses ImL Bezier LBF{Bezier) Probabilidade Modelo™ (%) Escolha Bezier **
stepping-stone 1 -665,27 0,000 100 1
stepping-stone 2 -712,23 -46,96 0 2
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Populagao 4
% Populagdo 2

Populagao 3

Figura 10. Fluxo génico inferido pela analise bayesiana para a hipdtese com maior probabilidade
de ser verdadeira (source-sink 1 + stepping stone 1). As populacfes séo representadas pelas
respectivas cores da Figura 6. A espessura das linhas representa a porcentagem de migrantes,
linhas mais grossas representam mais migrantes entre as populacfes analisadas. A cor das
linhas corresponde a populacao fonte dos migrantes.
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5. DISCUSSAO

5.1. A escolha dos marcadores microssatélites para a identificacdo da
espécie em estudo: Rhodnius neglectus

Muitas espécies de triatomineos podem ser identificadas com base em
caracteres morfologicos. Porém, algumas espécies sdo morfologicamente
idénticas (espécies cripticas) ou apresentam elevada plasticidade fenotipica
(Lent & Wygodzinky, 1979; Dujardin et al., 1999). Marcadores moleculares tém
sido muito Uteis na resolucdo de problemas taxondémicos, evolutivos e
populacionais em triatomineos (Abad-Franch & Monteiro, 2005). Marcadores que
apresentam altas taxas de mutacdo sao vantajosos para estudos populacionais,
como, por exemplo, os microssatélites (Selkoe & Toonen, 2006) e por esse
motivo foram escolhidos para este trabalho. Esses marcadores sao altamente
polimorficos e, portanto, podem ser utilizados para determinar o grau de
relacionamento entre individuos ou grupos de uma mesma espécie (Blouin et al.,
1996), avaliar niveis de endogamia (Arbeladez-Cortes et al., 2007), magnitude e
direcionamento do fluxo de génico entre as populacdes (Gaggiotti et al., 2002),
andlise da histéria demografica (Hoelzel et al., 2002) e ainda estimar o tamanho
efetivo de populacdes de uma mesma espécie (Hauser et al., 2002).

Ndo existe ainda registro na literatura de microssatélites isolados
especificamente para a espécie em estudo, R. neglectus. Uma excelente
alternativa € a utilizacdo na espécie alvo de iniciadores (primers) de
microssatélites ja descritos para outras espécies proximas. Esse procedimento
demanda menos tempo e recursos financeiros do que o isolamento e descricdo
de regibes de repeticdo a partir da construcéo de bibliotecas genémicas. Até o
momento 31 loci de microssatélites ja foram descritos para espécies do género
Rhodnius (Harry et al., 1998; 2008; Fitzpatrick et al., 2009), dos quais 19 foram

testados em R. neglectus (Apéndice 1).

Os resultados obtidos aqui a partir da andlise de oito loci microssatélites
evidenciaram que o0s espécimes provenientes da area de transi¢do cerrado-
caatinga e muito semelhante aquele observado em R. nasutus (Figura 11) sé&o

uma variagcdo cromatica de R. neglectus, ja que ndo foi encontrado nenhum
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indicio de um locus diagndstico para a separacdo dos espécimes coletados no
bioma cerrado e em areas de transicao cerrado caatinga.

A convergéncia fenotipica observada entre os padrdes claros de R.
neglectus provenientes da regido de transicdo cerrado-caatinga e R. nasutus,
por habitarem a mesma espécie de palmeira (C. prunifera) podem ter sido
resultado de (a) sele¢cdo natural atuando em favor dos individuos que
apresentam esse fendtipo claro no novo ecoétopo, ja que esses espécimes
estariam camuflados no substrato claro das fibras da palmeira C. prunifera

(Apéndice 8); ou (b) hibridacdo entre R. neglectus e R. nasutus.

A B C

)

Figura 11. Espécimes adultos de Rhodnius neglectus e Rhodnius nasutus. (A) individuo
proveniente do bioma cerrado mais similar a padréo observado em R. neglectus (note o padrao
escuro com pontos claros bem marcados no conexivo); (B) espécime proveniente da area de
transicdo cerrado-caatinga morfologicamente similar ao individuo pertencente a espécie R.
nasutus; (C) espécime proveniente do bioma caatinga pertencente a espécie R. nasutus (note o
padréo claro com pontos menos marcados no conexivo). A identificacdo desses espécimes foi

realizada por sequenciamento do gene mtcytb (Gurgel-Gongalves et al., dados ndo publicados).

5.2. Andlises de estruturacéo das populacdes e filogeografia de R.

neglectus

A estratégia de amostragem de R. neglectus foi a de abranger a maior area
possivel do bioma cerrado e das regides de transi¢do cerrado-caatinga, a fim de

determinar se as populacfes que apresentaram fenétipo escuro (bioma cerrado)

40



e claro (areas de transicdo) sdo ecologicamente especificas e estédo

reprodutivamente isoladas, ou se existe fluxo génico entre elas.

Os 258 espécimes de R. neglectus provenientes das 14 localidades
amostradas foram agrupados em quatro populacdes, com base nas analises
realizadas a partir dos oito loci microssatélites genotipados. Ao observamos o
padrdo populacional obtido é possivel notar mais um indicio de que o0s
espécimes de R. neglectus escuro e claro ndo podem ser considerados espécies
cripticas, neste trabalho, ja que a populacdo 1 foi formada por individuos de
coloracdo escura presentes nas localidades de Palmeirantes e Presidente
Kennedy, ambos no estado do Tocantins, e espécimes de coloracdo clara
provenientes da localidade de Canto do Buriti no estado do Piaui. A partir dos
indices de estruturacdo Fste Rstfoi possivel observar que as quatro populacdes
estudadas apresentaram de baixo a moderado a grau de estruturacao
populacional (Tabela 7). Com exce¢do na comparagao par-a-par entre a
populacdo 3 e as populagdes 2 e 4 para 0 Rst. Os resultados obtidos para o Fst
indicam que populacdes 1 e 3 (Fst=0,20; P<0,011)e 1 e 4 (Fst=0,20; P<0,011)
estdo mais bem estruturadas do que as populacdes 1 e 2 (Fst=0,10; P <0,011).
Ja as populacgdes 4 e 3 estdo menos estruturadas (Fst=0,13; P < 0,011) do que
as populacdes 4 e 2 (Fst=0,15; P < 0,011). As quatro populagdes nao estao em
equilibrio de Hardy-Weinberg, como podemos notar que deficiéncias de
heterozigotos significativas foram encontradas em diversos loci. Entretanto, dado
que as populagbes encontradas distam 692 km (distancia minima entre duas
populacdes) nds esperamos que o efeito Wahlund tenha uma menor importancia
para o desequilibrio encontrado, ja que espécies de triatomineos tém uma baixa
capacidade de dispersdo. Contudo, sugerimos que a deficiéncia de
heterozigotos encontrada nas populacdes analisadas possa ser consequéncia
de endogamia devido a baixa capacidade de dispersdo da espécie estudada que

aumenta o cruzamento entre individuos aparentados.

A fim de saber se o padrao populacional encontrado poderia ser explicado
com base na geografia da area estudada, foram gerados dois mapas no
programa Diva-Gis 7.5 (Figura 12 e 13), sobrepondo a distribuicdo geogréfica
das sete populacdes com o relevo e os rios da regido. A presenca de regifes de

planalto e de montanha (acima de 400 m de altitude) parece nao impedir o fluxo
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genético das populacdes de R. neglectus (Figura 12). Ao contrario do observado
neste estudo, Faria e colaboradores (2013) analisaram fragmentos de mtcytb e
do éxon 28 do fator nuclear Von Willenbrand (e28-vWF) de populacfes do
marsupial Gracilinanus agilis e observaram que a Serra Geral de Goias, entre 0s

estados de Goias e Bahia, teria sido responsavel pela diversificacdo de G. agilis.

Serra Geral de
Goias

Figura 12. Mapa de relevo e populacdes de R. neglectus amostradas no bioma cerrado e em

Q
IT

areas de transicdo cerrado-caatinga. Observe que a elevacdo mais alta ndo parece ser uma
barreira limitante para o fluxo génico entre as popula¢des. Populacéo 1: roxo; Populacdo 2: rosa;
Populacao 3: ciano; Populagéo 4: verde.

A presenca de rios atuando como barreira ao fluxo génico (Figura 13) parece
explicar o padrao populacional obtido para as populagdes 2, 3 e 4 em relacao as
demais. A populacdo 3 parece estar isoladas das populacdes 1, 2, e 4 pelo rio
Séo Francisco, enquanto a populacao 3 parece estar isolada das populacfes 1
e 4 pelo rio Sdo Araguaia. Coutinho-Abreu e colaboradores (2008) observaram,
através do sequenciamento de um fragmento de mtcytb, que populagcbes da
espécie Lutzomyia longipalpis s.l. na regido nordeste do Brasil, apresentaram
moderada diferenciacdo genética quando comparados 0s grupos ao norte e ao
sul da area estudada. Os autores sugerem que o0 rio Sdo Francisco é uma
barreira significante, restringindo o fluxo génico entre populacbes de Lu.

longipalpis s.I.
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Figura 13. Mapa de rios e populac¢des de R. neglectus amostradés norbioma cerrado e em éreas
de transicao cerrado-caatinga. Observe que a hipo6tese de rios atuando como fator limitante para
o fluxo génico entre as populacdes estudadas parece explicar a estruturagdo elevacdo mais alta
ndo parece ser uma barreira limitante para o fluxo génico entre as populac¢des. Populagdo 1:
roxo; Populacéo 2: rosa; Populagéo 3: ciano; Populagéo 4: verde.

A partir do método bayesiano, foram testadas algumas hipoteses de
dispersdo de R. neglectus no bioma cerrado e em areas de transi¢do cerrado-
caatinga. A hipétese com maior probabilidade de ser verdadeira (100%) foi a
source-sink 1 + stepping-stone 1 (Tabela 9 e 10). Nestas hipéteses, a populacéo
1, a norte do bioma cerrado, seria uma possivel fonte de migrantes e a partir
desta populacéo, individuos teriam migrado para regido a nordeste do bioma
ocupando a area de transicao cerrado-caatinga onde se encontra a populagéo 2
(Figura 14A). Posteriormente, espécimes da populacdo 2 teriam migrado e
ocupado secundariamente a regido mais a oeste do bioma cerrado, onde se
encontra a populacédo 4 (Figura 14B). Finalmente, ap0s a ocupacao da regido
onde se encontra a populacéo 4, individuos teriam migrado e ocupado a area
onde se encontra a populacdo 3 (Figura 14C). A rede de agrupamentos
populacionais nos fornece indicios de que a populacdo 2 seria uma possivel
populagéo “fonte” de migrantes do sistema (Figura 7; Tabela 8) e estaria

contribuindo para a manutencdo do fluxo génico entre as quatro populagbes

estudadas.
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E importante ressaltar ainda que os desvios significativos obtidos no
equilibrio de H-W podem ser resultantes de caracteristicas ecologicas do inseto
em estudo, ja que triatomineos apresentam uma baixa capacidade de dispersao
ativa e, portanto, uma baixa variabilidade genética nas popula¢gdes (Schofield
1994). Logo, a dispersdo passiva € considerada um dos mais frequentes tipos
de dispersao de triatomineos, ja que, ovos, ninfas e insetos adultos podem ser
“carregados” em roupas humanas, em pelos de mamiferos e penas de aves
(Forattini et al. 1971, Lent & Wygodzinsky 1979).
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- e T L
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’%‘ [] Caatinga
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X | ] Cerrado

Figura 14: Origem e dispersao de R. neglectus no bioma cerrado e em &areas de transicao
cerrado-caatinga. (A) Populagdo 1 (em roxo) provavel populagdo ancestral teria fornecido
migrantes para a populagdo 2 (area de transi¢éo cerrado-caatinga, em rosa) (B) Individuos da
populacéo 2 teriam migrado para a populacéo 4 (em verde) ocupando secundariamente o bioma
cerrado; (C) Posteriormente individuos da populagéo 4 teriam ocupado a area onde se encontra

as populagéo 3 (em azul).

A hipétese de dispersdo de R. neglectus no bioma cerrado e areas de

transicdo cerrado caatinga no sentido oeste-nordeste foi defendida
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anteriormente por Gurgel-Gongalves (2008), ao analisar sequencias do gene
mtcytb de R. neglectus. O autor observou um haplo6tipo ancestral nos grupos
oeste (formado pelas populagcdes do Mato Grosso e oeste de Goias) e leste
(formado pelas populacdes presentes no Brasil central) da regido estudada e
sugeriu que a divergéncia entre 0s grupos oeste e leste de R. neglectus
possivelmente teria ocorrido entre 0,9 e 1,1 milhdo de anos atrds, periodo
coincidente com a formacdo dos corredores transamazonicos secos. A
populacdes do grupo oeste e leste poderiam ter tido um contato secundario com
as linhagens de Rhodnius de savanas amazobnicas e dos llanos venezuelanos
via esses corredores transamazonicos no Pleistoceno, principalmente no norte
de Mato Grosso e de Tocantins, promovendo a diversificacdo da regido oeste
para a leste. Neste trabalho, contrastando dos resultados obtidos por Gurgel-
Gongalves (2008), foi possivel observar que essa diversificacdo pode ter
ocorrido da regido mais ao norte do bioma cerrado para a area a nordeste
(transicdo cerrado-caatinga) e, posteriormente, uma ocupacao secundaria do

cerrado na regido oeste desse bioma.

E possivel que as quatro populacbes estudadas nesse trabalho sejam
mantidas isoladas por barreiras naturais, como 0s rios, e que o fluxo génico
observado (Figura 9) seja na realidade antigo. Porém, uma possivel explicacao
para a manutencao do fluxo génico recente entre as populacdes seria a hipétese
de dispersdo passiva por aves, jA que R. neglectus esta associado
principalmente a palmeiras dos géneros Attalea, Acrocomia, Mauritia, Syagrus e
Oenocarpus, onde ocupa ninhos de passaros da familia Furnariidae (Diotaiuti &
Dias, 1984, Gurgel-Goncalves et al., 2003, 2004, Abad-Franch et al., 2009) e
refagios de mamiferos do género Didelphis (Gurgel-Gongalves et al., 2004).
Espécies do género Rhodnius sdo ornitofilicas e secretam substancias
aderentes durante a oviposicdo. Desta forma, os ovos poderiam se aderir as
penas das aves (Barata, 1998) e facilitar a dispersdo passiva, promovendo a
expansdo da distribuicAo geogréafica destes triatomineos. R. neglectus é
frequentemente encontrado em ninhos de aves, tais como Phacellodomus ruber
(Gurgel-Gongalves et al., 2004, Gurgel-Gongalves & Cuba, 2007) e
Pseudoseisura cristata (Emperaire & Romana, 2006). A partir da observacao das

areas de distribuicdo geografica dessas espécies de aves (Figura 15), é possivel
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notar uma grande area de sobreposicdo da distribuicdo de P. ruber e P. cristata
com os registros de ocorréncia de R. neglectus. Isso sugere que a disperséo
passiva por passaros pode ser um importante mecanismo de disperséo de R.
neglectus, apoiando a distribuicdo geografica potencial da regido nordeste para

a oeste do Brasil.
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Figura 15: Sobreposi¢éo entre os registros ocorréncia de R. neglectus (circulos pretos) e areas

de distribuicdo das aves da familia Furnariidae no Brasil (modificado de Gurgel-Goncgalves &

Cuba, 2009).
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6. CONCLUSAO

Apés definir o padréo estrutural das populag@es de R. neglectus no bioma
cerrado e em areas de transicdo cerrado-caatinga estudadas, foi possivel
concluir que:

(1) As populagdes de R. neglectus provenientes do bioma cerrado e de

areas de transicao cerrado-caatinga nao estao geneticamente isoladas
e, portanto, a area de transicao cerrado-caatinga ndo representa uma
barreira ecoldgica para a disperséo de suas populacgées.

(2) A populacdo 2 parece ter um papel fundamental para a estrutura
populacional de R. neglectus fornecendo migrantes para as demais
populacdes estudadas.

(3) A dispersédo de R. neglectus no bioma cerrado e areas de transicao
cerrado caatinga possivelmente ocorreu da regido norte do bioma
cerrado em direcdo a regido leste deste bioma com a ocupacdo da
area de transicao cerrado-caatinga (nordeste) e posterior reocupacao
do bioma cerrado mais a oeste.

(4) Possivelmente as quatro populacdes estudadas no bioma cerrado e
em areas de transicdo cerrado-caatinga sejam mantidas isoladas por
barreiras naturais, como os rios, e que o fluxo génico observado seja
na realidade antigo. Porém, uma possivel explicacdo para a
manutencdo do fluxo génico recente entre as populagdes seria a

hip6tese de dispersdo passiva por aves.
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8. APENDICES

Apéndice 1: A) Variabilidade cromatica em R. nasutus (modificado Dias et al. 2008).
B) R. neglectus. (modificado de Dias et al. 2008)
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Apéndice 2: Variacdo fenotipica de R. neglectus proveniente de diferentes
espécies de palmeiras e convergéncia cromatica para o fendétipo tipico de R.
nasutus quando habitam a palmeira Copernicia prunifera. A: fenotipo escuro
capturado em Mauritia flexuosa; B: fenotipo claro de R. neglectus capturado em
C. prunifera que é similar a R. nasutus quando habitam a mesma espécie de
palmeira; C: Fotos das palmeiras e base das folhas ilustrando a diferenca de cor
entre M. flexuosa e C. prunifera (Gurgel-Gongalves et al., dados nédo publicados).

Mauritia flexuosa Copernicia prunifera

Palmeiras

Base das folhas

Triatomineos

Rhodnius neglectus Rhodnius nasutus
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Apéndice 3: Arvore de consenso bayesiana de 35 sequéncias de Rhodnius e
porcentagem da divergéncia genética entre R. neglectus, R. nasutus e Rhodnius spp.
Probabilidade a posteriori > 0,9 sdo mostradas nos noés da arvore. Somente as
distancias entre Rhodnius spp. e R neglectus (1,7 -2,6%), e Rhodnius spp. e R. nasutus
(12%) sao mostradas. Local de coleta e nimero de acesso no GenBank: Rhodnius spp.
padrdo claro KT317034-KT317068; R. neglectus - Tocantins, Brazil, JX273156; R.
prolixus - Portuguesa, Venezuela, EF011723; R. robustus | - Trujillo, Venezuela,
AF421340; R. robustus Il - Napo, Ecuador, AF421341; R. robustus Il - Para (PA), Brazil,
AF421342; R. robustus IV - PA, Brazil, AF421342; R. robustus V - Novo Airdo,
Amazonas (AM), Brazil, JX273158; R. nasutus - Ceara, Brazil, JX273155; R. barretti —
Sucumbios, Ecuador, JX273160 (Gurgel-Gongalves et al., dados ndo publicados).

1
CG1878 |

0.98 XXO05

11-12%

0.94
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Apéndice 4. Métodos com base em sequéncias de ITS-2 para identificagdo das
espécies. A: Ribotipos de R. neglectus e Rhodnius spp. que foram agrupados com R.
nasutus no Clado 1A foram sinalizados com setas vermelhas, do mesmo modo com as
sequéncias de R. nasutus que foram agrupadas junto com R. neglectus no Clado 2.
Arvore de consenso bayesiana de 97 ribotipos de Rhodnius spp., R. neglectus e R.
nasutus resultado do alinhamento sem indels. B: e indels substituidos com uma unica
mutacao. Arvores foram enraizadas no ponto do médio sinalizado com a seta verde.
Cores dos ramos correspondem ao padrao cromatico dos insetos (marrom — Rhodnius
spp. fendtipo escuro e R. neglectus; amarelo — Rhodnius spp. fenétipo claro; laranja —
R. nasutus); C: Rede genealdgica haplotipica com base em 97 ribotipos. O tamanho dos
circulos é proporcional a frequéncia de haplotipos. NUmeros de acesso no GenBank:
KT316937-KT317033 (Gurgel-Gongalves et al. dados ndo publicados).

1B

clade
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Apéndice 5: Caracteristicas gerais dos 19 loci de microssatélites. Ta (°C) —
temperatura de anelamento (em graus Celsius); F — fita senso; R — fita anti-senso; A —
adenina; C — citosina; G — guanina; T —timina; N — qualquer um dos quatro nucleotideos;
pb — pares de base.

Tamanhos Ta
Locus Iniciador Repeticao Esperados* | (°C) | Fluoréforo Referéncia
(pb)
LO3 F: AAGGGAGAAAGGCCTGAG (CA)eN10o(CA), 88-113 58 6FAM Harry et al.,
R: TCGTGACATCCTTTGTGTAAG 1998
L17 F: TTTTCTCCAGTTGGCGAGG (AG)2s 98-170 58 6FAM Harry et al.,
R: CATCACGCGTGCTGTTCTG 1998
L33 F: GATCGAGATGCCAGATGG (AC)12 177-195 58 6FAM Harry et al.,
R: TCTGTACCTCTCTAAACAGTTCATC 1998
L43 F: ACAGGTTGTACAGCGCGTC (GT)sNg(CT)2(GT)1z 114-135 58 HEX Harry et al.,
R: CATGTTCCGTCACGTAGGC 1998
R4 F: AAGTGGTTAAAATGAAAATATTCC (GT) To(GT)17 252-258 50 6FAM Harry et al.,
R: CCGGTAAGACGCAGAGTAC 2008b
R8 F: ATGGCAACTTTAATTTCAAGTATTC (GT)s 203-205 50 NED Harry et al.,
R: TCTGACGAAACGCCACTG 2008b
R11 F: CTCCAAGCATCCAGCTTCTC (GA)15 222-230 48 PET Harry et al.,
R: CAATGACCACCTGGTCACG 2008
R13 F: TACATCTTCAATAATCATCACACAC (AC)sGC(AC), 190-192 48 6FAM Harry et al.,
R: AAGTAAATTGAATGAATGCCC 2008b
R17 F: TCCAATGTGTTAAAATGGCAGTTCTG (CT)s(CA)10 230-234 48 VIC Harry et al.,
R: ACGCGCTGGTTGCTCGG 2008
R26 F: AGAAGGAATCTATCCACTTTCGC (CA)sCT(CA), 112-120 54 6FAM Harry et al.,
R: CCTCGCTATCAGCTGCTACG 2008b
R29 F: ATCAAAGCCAAACGCTGTTG (GT).GC(GT)s 183-199 54 PET Harry et al.,
R: GCAAATACCTGCGCTATTTTCTC 2008b
R30 F: GATCCAGGCAGTTTTCTTAAGTG (GT)s 218-220 54 VIC Harry et al.,
R: CAATGGAACAAGAATTTAGTGAGG 2008b
R31 F: TGTGGTAAGTCCTGTGTAGAAGG (GMu 129-133 52 6FAM Harry et al.,
R: TCTGTTGGTCCAGACACGG 2008b
List14-010 F: AATGATGACTGTATTGATGGGC (CA)q 311-339 52 6FAM Fitzpatrick et
R:TTCGACCAACAACAACTTCCC al., 2009
List14-013 F: CATACTACACGCACACAAGACC (AC)10 335-345 55 6FAM Fitzpatrick et
R: ATACTCGCATCAAGCCATTTGG al., 2009
List14-021 F: AACCTCTGAACACATCAAATGG (TG)1o 291-299 55 NED Fitzpatrick et
R: AGCTACCTCTTGCCTCTACG al., 2009
List14-025 | F: CCGCTCTATCAACTACTCC (TC)o(AC):N13(AC); 163-181 50 6FAM Fitzpatrick et
R: GATCCCTTATGTTTCTCAGC al., 2009
List14-037 F: GGCGACACCCCATAGAAACC (GT)s 231-253 55 NED Fitzpatrick et
R: ATTAAAGAACGGAAACCCCACC al., 2009
List14-064 F: AGAAAATGAGCAAAACGGCC (GT)1o 237-247 57 6FAM Fitzpatrick et
R: ACAGGCAAACAACTATGACG al., 2009

* Faixa do tamanho dos alelos encontrados nas referéncias citadas.
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Apéndice 6: Reacdes multiplex para a amplificacdo das regides microssatélites.

Completar o volume com 1ng de DNA e o restante com agua Milli-Q.
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Apéndice 7: Caracteristicas gerais dos 12 loci padronizados. Ta® — temperatura de anelamento, em graus Celsius; F — fita senso; R — fita

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

Locus . . Tamanhos Tame.mhos Ta Fluoréforo Referéncia
Iniciador Repeticao Esperados obtidos (°C)
(pb) (pb)

L03 SO TORC o (CA)sN1o(CA)2 88-113 83-117 56 6FAM Harry et al., 1998

L17 o oAcaasT Tostorse (AG)zs 98-170 77-95 54 6FAM Harry et al., 1998

L43 el o (GT)sNs(CT)2(GT)1s 114-135 136-156 | 56 HEX Harry et al., 1998

R11 EpvEasveniscaselllc (GA)1s 222.230 202.224 | 49 PET Harry et al., 2008

R17 el liSiilovaalloadiitls (CT)s(CA)10 230-234 85-265 49 VIC Harry et al., 2008

R26 i aciiic e (CA)sCT(CA)2 112-120 112124 | 52 6FAM Harry et al., 2008

R30 e AT RGO (GT)s 218-220 200-222 | 54 VIC Harry et al., 2008

R31 L L G (S Lo hAGE (GNu 129-133 126-130 | 52 6FAM Harry et al., 2008
List 14— 010 | £ A O e oo oC (CA)s 311-339 307309 | 54 6FAM | Fitzpatrick et al., 2009
List14-013 | F Qe oA (AC)1o 335-345 332346 | 52 6FAM | Fitzpatrick et al., 2009
List14-025 | 1 SoOSIOTAICAACTACTCS (TC)s(AC)/N13(AC); |  163-181 125-169 | 52 6FAM | Fitzpatrick et al., 2009
List 14 -064 | 1 O O ooes (GTo 237-247 240-280 | 54 6FAM | Fitzpatrick et al., 2009
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Apéndice 8: Frequéncia alélica encontrada em cada uma das localidades amostradas

para os oito loci de microssatélites analisados. Em vermelho pode-se notar os alelos

privados para cada locus genotipado.

Localidades

Locuws  Alelosi e O M0 HA 1T BL B MA B0 %% B
236 000 000 000 OO0 o000 000 uoD oon oo oo0 o uon o ooo o0
240 000 078 000 000 000 000 002 036 040 000 003 000 000 000
242 000 005 000 000 000 000 000 000 000 000 007 000 000 000
244 000 007 055 000 016 000 000 000 000 000 040 000 000 000
246 013 033 000 003 000 000 000 000 000 000 000 003 000 000
248 073 025 000 000 000 000 000 000 000 000 000 003 000 064
250 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 002 027
Lisrlaoge 252 037 005 05 073 065 066 036 064 060 053 0S5 008 089 009
254 003 002 000 000 000 000 002 000 000 000 000 000 000 000
256 000 005 000 006 000 020 000 000 000 041 040 000 023 000
258 005 000 000 005 015 000 000 000 000 000 007 065 000 000
260 002 002 000 003 000 007 000 000 000 005 000 020 002 000
262 000 000 000 000 000 007 000 000 000 000 007 000 002 000
264 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 003 000 002 000
266 [ 073 | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
268 [ 00z | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
01 o000 o000 000 000 003 000 022 043 000 oir 000 000 000 o000
03 000 000 000 000 000 015 000 000 000 025 000 000 000 000
M 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
M3 007 000 000 000 004 000 000 000 000 000 000 000 000 000
83 o018 003 000 000 000 000 000 008 000 000 000 000 000 000
L03 85 007 000 047 025 056 035 078 008 01 047 000 023 000 000
87 007 000 035 063 01 047 000 057 070 041 077 027 000 000
89 000 000 000 01 000 000 000 000 007 000 023 000 000 000
91 025 000 000 000 004 003 000 000 007 000 000 000 003 062
93 025 051 005 000 003 000 000 000 000 000 000 035 08 027
95 Qo0 000 003 000 000 000 000 000 000 000 000 004 009 o1
97 007 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 07 000 000
133 000 |04z ] 000 000 000 000 o0 000 oo0 000 000 o0 000 000
Lierlapps 135 000 00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
139 075 048 005 040 004 010 000 005 030 0339 060 047 055 100
153 075 000 055 050 095 050 100 055 070 081 040 033 045 000
Fosas  Alelosi— - - Localidades - - —
PA__ PK__ N5 WX OI__MO_ RA T _BL 1B MA _IBO %% LB
332 U013 007 025 Uz3 UOzg 000 000 Oz Oa¢ 000 oo0 ooo 003 o
33¢ 000 000 006 000 000 000 020 000 000 000 000 000 000 000
336 067 061 021 062 058 078 040 044 008 085 085 012 034 000
Liselagyz 338 05 000 000 000 000 000 040 000 008 000 000 0% 000 000
340 000 000 000 005 000 O 000 025 01 047 015 000 063 089
342 000 000 000 005 000 007 000 000 000 000 000 06§ 000 000
344 005 045 044 005 005 000 000 000 000 000 000 000 000 000
346 o000 [045 | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
Liectaoip 307 OB O 02 006 017 050 038 01 033 03z 01 084 005 100
309 085 08 065 054 053 050 002 0683 067 008 083 035 035 000
136 000 000 000 000 000 oo0 000 000 000 000 003 000 Ozz 000
138 003 024 002 000 000 015 000 000 000 000 022 000 000 000
140 005 020 000 000 000 000 000 000 000 000 oM 000 000 000
142 000 005 000 000 000 000 000 000 000 000 008 000 000 085
L43 144 033 020 074 075 064 060 100 0B2 100 082 047 040 000 012
150 005 000 022 025 03 01 000 038 000 01 OM 000 000 000
152 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
154 050 0530 000 000 000 O03 000 000 000 000 000 000 000 000
156 000 000 002 000 000 003 000 000 000 000 000 060 078 000
T4 000 000 044 050 057 004 000 o0z 000 000 000 00z 000 000
116 032 026 055 050 043 078 100 050 100 100 050 095 033 0142
RZ6 118 034 03 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 067 044
120 034 042 000 000 000 000 000 000 000 000 050 000 000 044
124 000 000 000 000 000 000 000 00§ 000 000 000 002 000 000
B30 218 050 055 085 0593 091 100 033 050 033 100 000 034 036 020
220 050 047 012 007 003 000 007 010 067 000 000 033 064 050
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Apéndice 9: Loci microssatélites que apresentaram evidéncia de alelos nulos
em cada populacdo amostrada.

Locus Populagdo l Populagdo 2 Populagdo 3 Populagio 4

List14064 X
LO3
List14025 X
List14013 X X
List14010 X X
L43
R26 X
R30 X
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Apéndice 10: Loci microssatélites com indicio de desequilibrio de ligacdo na comparacao realizada entre os oito loci (P < 0,01)
para cada populacéao.

Populacdo 1 Loci em desequilibrio de Iigagﬁc& Populacdo 3 Loci em desequilibrio de ligagio
List14-064,/L03 List14-025/List14-013 List14-064,/103
List14-064/List14-025 List14-025/List14-010 List14-064/List14-025
Listl4-064/List14-013 List14-025/L43 List14-064/List14-010
List14-064/List14-010 List14-013/List14-10 Listl4-064/R26
PA/PK/CB List14-064,/L43 List14-013,/L43 NS /NX/DI List14-064/R30
List14-064/R26 List14-013/R30 LD3/R26
Listl4-064/R30 List14-10/143 List14-025/R26
LO3/List14-025 Listl4-10/R26 Listl4-013/L43
LO3/List14-013 List14-10/R30 List14-013/R26
LO3/R30 L43/R30 List14-10/R256
Populacdo 2 Loci em desequilibrio de Iigagi?'u Populacdo 4 Loci em desequilibrio de lipacio
List14-064,/L03 List14-025/List14-010 List14-064,/L03 Listl4-025/List14-013
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List14-064/List14-010 List14-013/List14-10 List14-064/List14-013 List14-025/R30
List14-064/R26 List14-013/R26 List14-064/List14-010 List14-013/List14-10
XX/IBO Listl4-064/R30 List14-013/R30 MO/IT/RA/IB Listl4-064/43 Listl4-013/143
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LO3/R26 List14-10/R30
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List14-10/R30
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