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Resumo

Lutzomyia umbratilis é o principal transmissor do parasito Leishmania
guyanensis na América do Sul, uma das espécies envolvidas na Leishmaniose
Tegumentar Americana. No Brasil ha registros desse vetor na regido amazonica e
uma populacédo isolada no estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Neste
estudo amostras de Lutzomyia umbratilis de trés localidades no Brasil foram
estudados para avaliar a estrutura filogeografica. Posteriormente, as amostras
foram processadas de modo a obter sequéncias correspondentes ao gene
Citocromo Oxidase I. As analises filogenéticas mostraram a presenca de dois
clados monofiléticos distintos, um constituido por Recife (PE) e Rio Preto da Eva
(AM), e outro formado com amostras de Manacapuru (AM). Os testes de
neutralidade foram negativos e nao significativos para todas as populacdes,
indicando um desvio do modelo neutro favorecendo a hipbétese de que estas
populacdes estdo passando por uma expansdao recente. Os indices de
divergéncia interpopulacional foram altos quando comparada a populacdo de
Manacapuru com Recife e Rio Preto da Eva. As andlises de estruturacdo genética
indicaram que as populacdes estudadas séo divididas em dois grupos, uma delas
com Manacapuru e a outra com Recife e Rio Preto da Eva.

Palavras-chaves: Lutzomyia umbratilis; complexo de espécies; analises

filogenéticas; DNA barcode.
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Abstract

Lutzomyia umbratilis is the main vector of the parasite Leishmania
guyanensis in South America, one of the species involved in American Cutaneous
Leishmaniasis. In Brazil, there are records of this vector in the Amazon region and
an isolated population in the state of Pernambuco, Northeastern Brazil. In this
study, samples of Lutzomyia umbratilis from three locations in Brazil were studied
to assess their phylogeographic structure. Subsequently, the samples were
processed in order to obtain sequences corresponding to COIl gene. The
phylogenetic analysis showed the presence of two distinct monophyletic clades,
one consisting of Recife and Rio Preto da Eva, and another formed with
Manacapuru samples. The neutrality tests were negative and non-significant for all
populations indicating a deviation from the neutral model favoring the hypothesis
that these populations are undergoing a recent expansion. The indices of inter-
population divergence were high in the comparison between Manacapuru
population with Recife and Rio Preto da Eva populations. Genetic structure
analyses indicated that the studied populations are divided into two groups, one

with Manacapuru isolates and the other with Recife and Rio Preto da Eva isolates.

Key-words: Lutzomyia umbratilis; species complex; Phylogenetic analysis; DNA

Barcoding.
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1. Introducéo

Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis (Diptera: Psychodidae) € o principal
vetor da Leishmania guyanensis, um dos agentes etiolégicos da leishmaniose
tegumentar americana (LTA). Esta espécie encontra-se distribuida na Bolivia,
Brasil, Colémbia, Guiana Francesa, Peru, Suriname e Venezuela..

No Brasil, L. umbratilis € amplamente distribuida na bacia amazoénica e na
Mata Atlantica do estado de Pernambuco. Na regido Amazodnica, ha registros de
espécimes de L. umbratilis naturalmente infectados com Le. guyanensis apenas
no lado leste do Rio Negro e norte do Rio Amazonas. No lado sul do Rio
Amazonas, as populagdes de L. umbratilis sdo abundantes, no entanto ndo foram
encontrados infectados com Leishmania guyanensis. Esses fatos levaram a
sugerirem que este sistema fluvial poderia representar uma barreira geografica
para o ciclo de transmisséo da Le. guyanensis na regido amazonica. Em 1988, foi
sugerido por autores que L. umbratilis poderia representar um complexo de
espécies, uma vez que nao foi observada a transmissdo da Le. guyanensis no
lado sul do rio Amazonas.

Estudo realizado recentemente concluiu que populacdées de L. umbratilis
de lados opostos do rio Amazonas podem estar inseridas em representar um
processo de especiacao incipiente, consistindo em duas espécies que ainda ndo
atingiram o status de espécies distintas. Eles provavelmente ja iniciaram suas
histérias evolutivas independentes apos a formacdo completa dos rios Amazonas
e Negro, 0 que sugere que esses rios podem ter atuado como barreiras
geograficas eficazes, impedindo o fluxo génico entre as populacdes de L.

umbratilis de lados opostos.



Devido a importancia médica de L. umbratilis e sua distribuicdo
descontinua no Brasil. Juntamente com as evidéncias biolégicas e moleculares
obtidas a partir das andlises etoldgicas realizadas em populacdes de L. umbratilis
da regido Amazobnica fizeram com que autores sugerissem a existéncia de um
complexo de espécies vivendo em alopatria na Amazonia Central. Sendo sugerido
por autores que os rios estejam influenciando nos processos de divergéncia
genética e especiacdo em alguns grupos de insetos, que contribui para mudancas
nos padrbes evolutivos e o surgimento de espécies cripticas. Neste contexto, este
estudo teve como objetivo analisar a estrutura filogeogréfica de populacdes de L.
umbratilis de trés regides diferentes do Brasil. Para isto, foi utilizado o gene

mitocondrial o Citocromo Oxidase | como marcador molecular.



2. Revisao da Literatura
2.1 Leishmaniose Tegumentar Americana

As leishmanioses sdo um conjunto de enfermidades causadas pelo
protozoario do género Leishmania Ross (1903), ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, sendo consideradas pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) como uma das seis mais importantes doencas devido a alta taxa de
incidéncia e potencialidade de produzir deformagbes nos hospedeiros. Essa
doenca atinge todos os anos aproximadamente 2 milhdes de pessoas em 88
paises, estando disseminadas em todos os continentes, com excecdo da
Oceania e Antéartida (WHO, 2003).

Os parasitos do género Leishmania possuem um ciclo de vida digenético,
onde ha uma alternancia de hospedeiros, vivendo uma fase no vertebrado e outra
no vetor, sendo este Ultimo responsavel pela transmissdo dos parasitas de um
mamifero a outro (Lainson et al., 1978; Grimaldi et al., 1989). Nos hospedeiros
mamiferos, os parasitas assumem a forma amastigota, arredondada e imével,
nessa fase o agente etioldégico necessita obrigatoriamente de células do sistema
monocitico fagocitario para sua multiplicacdo. A medida que as formas
amastigotas vao se multiplicando, os macréfagos se rompem liberando parasitas
que sao fagocitados por outros macrofagos (Rioux, 1991).

Todas as espécies do género Leishmania sdo transmitidas pela picada de
fémeas infectadas de dipteros da subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos
géneros Lutzomyia — no Novo Mundo, e Phlebotomus — no Velho Mundo. Nos
flebotomineos a Leishmania habita o meio extracelular, da luz do trato digestivo.
Ali, as formas amastigotas, ingeridas durante o repasto sanguineo, se diferenciam

em formas flageladas, morfologica e bioquimicamente distintas das amastigotas,



sendo posteriormente inoculadas na pele dos mamiferos durante a picada (Killick-
Kendrick e Rioux, 1991; Walters, 1993).

Com raras excecodes, as leishmanioses constituem enfermidades de
animais silvestres (marsupiais, desdentados carnivoros e primatas), e mais
raramente domeésticos. O homem representa o hospedeiro eventual e parece nao
ter um papel relevante na manutencao dos parasitas na natureza. A inoculacéo do
parasito pelo inseto determina uma leséo cutanea na porta de entrada, de aspecto
papulo-vesiculoso ou impetigoide, a qual pode regredir espontaneamente.
Contudo, a infeccdo pode permanecer no hospedeiro transformando-se em lesdes
cutaneas, e posteriormente invadindo a mucosa nasofaringea, podendo ocasionar
diferentes quadros clinicos, dentre eles, as formas visceral e tegumentar (Furtado,
1994; WHO, 2003).

A Leishmaniose Tegumentar € uma doenca antiga, havendo os primeiros
relatos na Asia Central. De acordo com as regifes que ocorriam 0s casos, recebia
uma denominacdo diferente como: ferida de Balkh, nome de uma cidade do
Afeganistdo, botdo de Aleppo, na Siria e botdo de Bagda, no Iraque. As primeiras
descricfes clinicas datadas referiam-se a uma doenca que destruia o nariz e as
cavidades bucais de indios na encosta da Cordilheira dos Andes, nos vales
quentes e Umidos. Os relatos iniciais sobre o papel do flebotomineos na
transmissdo da Leishmaniose Cutadnea ou Uta ocorreram no Peru, no final do
século XVIII (Rey, 1992; Genaro, 2004).

No Brasil, Alexandre Cerqueira em 1885, na Bahia, foi o primeiro a
identificar a moléstia e a suspeitar do papel dos flebotomineos como vetores. Em
1908, durante a construcdo da estrada de Ferro Noroeste do Brasil, em Séo

Paulo, ocorreram inumeros casos, principalmente na cidade de Bauru, ficando



conhecida por Uulcera-de-Bauri. A doenca chegou a ser classificada como
associada a ocupacao profissional porque atingiu os trabalhadores durante esta
obra. Em 1911, Gaspar Vianna, prop0s a denominacao de Leishmania braziliensis
para o agente especifico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (Viannia,
1912, apud Gontijo e Carvalho, 2003). Somente em 1922 foi observado, pela
primeira vez, o papel dos flebotomineos na transmissao da LTA (Brasil, 2002). Até
0 momento, seis espécies de Leishmania foram incriminadas como causadoras
da LTA no Brasil, entre elas a Leishmania (Viannia) guyanensis, destaca-se por
ser uma das espécies mais proeminentes quanto ao carater epidemioldgico
(Gontijo e Carvalho, 2003).

A LTA é uma das afeccBes dermatoldgicas que merece maior atencdo no
contexto da saude publica, devido a magnitude da doenca assim como pelo risco
de ocorréncia de deformidades que pode produzir no homem (Figura 1), além dos
reflexos no campo social e econdmico, uma vez que, na maioria dos casos, pode
ser considerada uma doenca ocupacional. Nos ultimos anos, o Ministério da
Saude registrou uma média anual de 35 mil novos casos de LTA no pais, estando

presente em todos os estados brasileiros (Brasil, 2002).



o I

Figura 1: Leishmaniose tegumentar americana — duas lesdes de 30 dias de evolugdo em paciente
da regido de Manaus — AM, observar a presenca de lesdes satélites “leishmanides”. (Fonte:

http://www.sbmt.org.br).

No ano de 1912, o meédico brasileiro Gaspar Vianna foi o primeiro a
introduzir o tartaro emético no tratamento da LTA. Contudo, a alta toxicidade e
dificuldade de aplicacdo desta droga tornou necessaria a busca de novos
farmacos (Ura, 2008). A droga de primeira escolha para o tratamento da LTA, o
antimonial pentavalente, apresenta-se em duas formas: antimoniato de N-
metilglucamina e estibogluconato de sodio (Gontijo e Carvalho, 2003). Apesar da
existéncia de diferentes formas terapéuticas, o uso da profilaxia € o método mais
eficiente para evitar a contracdo da LTA, pois até o momento ndo existe um

tratamento padréao-ouro para esta doenca (Brasil, 2007).

2.2 Lutzomyia umbratilis
Os vetores responsaveis pela transmissao dos agentes etioldgicos da LTA

sao os flebotomineos, os quais pertencem ao Filo Arthropoda, da Classe Insecta,


http://www.sbmt.org.br/

da Ordem Diptera, da Subordem Nematocera, da Familia Psychodidae, da
subfamilia Phlebotominae, do género Lutzomyia (Figura 3), subdivido em varios
subgéneros e espécies. As fémeas sdo as responsaveis por transmitir o agente
etiologico da LTA ao picar o homem (Iglésias, 1997; Marcondes, 2001). Os
flebotomineos séo insetos pequenos cujo tamanho varia de 1,5 a 3mm, olhos
grandes, muito pilosos e de cor palha e castanho-claro, facilmente reconheciveis
pela maneira que adotam quando permanecem em repouso, pois as asas ficam
entreabertas e ligeiramente erguidas. Por isso, este inseto também € conhecido
como cangalha, cangalhinha, asa dura, orelha-de-veado, palha, birigui, tatuira,
bereré, tatuquira, murutinga, escangalhado e asa branca (Brasil, 1997; Rey, 1992;

Marzochi et al., 1999).

Figura 2: Fémea do género Lutzomyia sp. com a presenc¢a de sangue no sistema digestivo (Fonte:

http://leishmaniose.weebly.com/vetor.html).

No mundo, segundo Aguiar e Medeiros (2003) s&o conhecidas
aproximadamente 800 espécies de flebotomineos, das quais 60% se encontram

na regido Neotropical. No Brasil tem-se conhecimento de 229 espécies,


http://leishmaniose.weebly.com/vetor.html

representando 28,6% do total. Dentre as espécies encontradas no Brasil, pelo
menos 147 sdo caracteristicas de habitats essencialmente silvestres, ficando o
contato com o ser humano restrito quando este penetra no ambiente natural.

O ciclo biologico de flebotomineos do género Lutzomyia se processa no
ambiente terrestre e compreende quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva,
pupa e adulto (Brazil e Brazil, 2003). Ap0s a copula, as fémeas colocam seus
ovos sobre um substrato umido, no solo, e com alto teor de matéria organica, para
garantir a alimentacao das larvas. O periodo de desenvolvimento ocorre entre 30
e 40 dias de acordo com a temperatura passando de ovo ao inseto adulto.

Apenas as fémeas sdo hematoéfagas, sendo sua longevidade estimada em
meédia de 20 dias. Elas apresentam habitos variados, o que possibilita realizar o
repasto sanguineo em varias espécies de animais vertebrados, inclusive nos
seres humanos. Em areas urbanas, o cdo demonstra ser a principal fonte de
alimentacdo no ambiente doméstico (Marcondes, 2001; Rey, 2001). A
transmissdo dos parasitos se da quando as fémeas dos flebotomineos ao
sugarem o sangue infectado de animais mamiferos silvestres, domésticos ou do
homem, ingerem macrofagos parasitados por formas amastigotas. Apos a
infeccdo das fémeas pelo parasito, elas podem realizar um novo repasto
sanguineo em um hospedeiro vertebrado liberando as formas promastigotas
metaciclicas juntamente a sua saliva. Os flebotomineos apresentam habitos
crepusculares e noturnos e podem ser encontrados em tocas de animais, currais,
chiqueiros, podendo invadir residéncias e abrigar-se em locais mais escuros.
Seus vO0s sao curtos e baixos caracterizando-se por um aspecto saltitante em um
raio de acdo normalmente inferior a 200 metros (Rey, 1992; Iglésias, 1997;

Marzochi et al., 1999).



Os flebotomineos responsaveis pela transmissdo dos parasitos ao homem
e aos animais no Brasil, segundo Young e Duncan (1994), Marcondes (2001) e
Aguiar e Medeiros (2003) sdo: Lutzomyia anduzei (Rozeboom, 1942), Lutzomyia
antunesi  (Coutinho, 1939), Lutzomyia ayrozai (Barretto e Coutinho, 1940),
Lutzomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942), Lutzomyia gomezi (Nitzulescu,
1931), Lutzomyia intermedia (Lutz e Neiva, 1912), Lutzomyia migonei (Franca,
1920), Lutzomyia neivai (Pinto, 1926), Lutzomyia olmeca bicolor (Fairchild e
Theodor, 1971), Lutzomyia olmeca nociva (Young e Arias, 1982), Lutzomyia
paraensis (Costa Lima, 1941), Lutzomyia pessoai (Coutinho e Barretto, 1940),
Lutzomyia quamiventris squamiventris (Lutz e Neiva, 1912), Lutzomyia tuberculata
(Mangabeira, 1941), Lutzomyia ubiquitallis (Mangabeira 1942a), Lutzomyia
umbratilis ( Ward e Fraiha, 1977), Lutzomyia wellcomi (Fraiha, Shaw e Lainson,
1971) e Lutzomyia whitmani (Antunes e Coutinho, 1939). Conforme Lainson e
Shaw (2005), os agentes patogénicos causadores da LTA no Brasil séo:
Leishmania (Leishmania) amazonensis (Lainson e Shaw, 1972); Leishmania
(Viannia) guyanensis (Floch, 1954) e Leishmania (Viannia) brasiliensis (Vianna,
1991).

Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis Ward e Frahia (Diptera: Psychodidae) é
o principal vetor da Leishmania guyanensis, agente etiol6gico da Leishmaniose
Tegumentar Americana (Lainson et al., 1976; 1979; 1981). Esta espécie esta
presente na Bolivia, Brasil, Colémbia, Guiana Francesa, Peru, Suriname e
Venezuela, tendo sua distribuicdo interligada primordialmente a floresta
amazonica (Aguiar e Medeiros, 2003). No Brasil, esta espécie apresenta uma
ampla distribuicdo na bacia amazonica, todavia existe uma populacao isolada na

remanescente Mata Atlantica do estado de Pernambuco, regido Nordeste (Balbino



et al., 2001). No entanto, na regido Nordeste, a sua importancia epidemioldgica na
transmissdo da Le. guyanensis ndo € bem conhecida.

Por outro lado, na regido Amazonica, ha registros de L. umbratilis que sdo
naturalmente infectados com Le. guyanensis apenas no lado Leste do Rio Negro
e do lado Norte do Rio Amazonas (Arias e Freitas 1977; 1978; Arias et al., 1981,
Azevedo et al., 2002; 2008). No lado sul do sistema do Rio Amazonas, as
populacdes de L. umbratilis sdo abundantes, mas n&o foram encontrados
infectados com Le. guyanensis. Esses fatos levaram Arias e Freitas (1978) a
sugerirem que este sistema fluvial poderia ser uma barreira geografica para ciclo
de transmissdo da Le. guyanensis. Mais tarde, Lainson (1988) sugeriu que L.
umbratilis pode representar um complexo de espécies, uma vez que nao foi
observada a transmissédo Le. guyanensis no lado sul do rio Amazonas, talvez
devido ao comportamento diferente observado nos experimentos de fertilizacao
cruzada e comparacédo do perfil-isoenzimético entre as populacdes ao norte e do

sul do rio Amazonas.

2.3 Complexo de espécies

Dentre os muitos conceitos presentes na literatura, admite-se complexo de
espécies cripticas como um conjunto de duas ou mais espécies indistinguiveis por
critérios morfolégicos (pelo menos superficialmente) e que sdo ou foram
classificadas como um unico taxon. Outros autores consideram que tais espécies
devam apresentar ainda divergéncia evolutiva recente, sejam separaveis apenas
ao nivel molecular, ocorram em simpatria e apresentem isolamento reprodutivo
entre elas. Contudo, o fator preponderante desta questao é conseguir reconhecer

as especies que compdem um complexo, e assim poder utilizar estas informacdes
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em implicacfes praticas para conservacdo e manejo de espécies importantes do
ponto de vista econdémico e médico (Bickford et al., 2007).

Dados obtidos a partir do sequenciamento de DNA conseguiram enorme
notoriedade em estudos taxondémicos, sendo seus resultados reconhecidos por
fornecerem indicios importantes para a delimitacdo de espécies (Vogler e
Monghan, 2007; Meier, 2008), uma vez que podem ser produzidos em um ritmo
muito rapido e sem a necessidade de pesquisadores especializados em
taxonomia (Lee, 2000; Scotland et al., 2003; Vogler e Monaghan, 2007). No
entanto, a utilizacdo generalizada de dados obtidos a partir deste método tem
gerado um grande problema: o desenfreado niumero de proposi¢cdes de novas
espécies cripticas, mesmo a partir de dados ainda incipientes (Tan et al., 2010).

Em entomologia, a maioria das espécies € reconhecida com base em suas
caracteristicas morfologicas. Entretanto, a utilizacdo exclusiva destes aspectos
para algumas espécies pode gerar conflitos devido a notavel variabilidade
fenotipica observada em algumas familias. No caso especifico da familia
Sepsidae (Diptera), onde a maior parte desta diversidade esta relacionada a
fatores ambientais (Meier, 1995), o uso de sequéncias de DNA se mostra
particularmente Gtil no esclarecimento das fronteiras naturais entre as espécies
(Tan et al., 2010). Em outros casos, a variabilidade intraespecifica de membros
desta familia €, pelo menos parcialmente, geneticamente determinada (Reusch e
Blanckenhorn, 1998). Neste caso, sequéncias de DNA podem ainda ser utilizadas
como provas adicionais, mesmo que se leve em consideracdo que a variabilidade
observada em sequéncias de populacdes alopatricas pode se tornar de dificil

interpretacéo (Petersen et al., 2007; Ang et al., 2008).
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Tan et al. (2010) sugerem que a avaliagdo de espécies cripticas seja
realizada de maneira multidisciplinar, em que dados morfoldgicos, etoldgicos e
genéticos possam ser concatenados para o entendimento do status taxondémico
de complexo de espécies. Resolver os conflitos taxondmicos de espécies de
insetos vetores é importante para a compreensao de seu papel na transmisséo de
doencas. Assim, a correta identificacdo destes insetos evita possiveis confustes
no reconhecimento das espécies vetoras e ndo vetoras (Marcondes, 1998).

Um exemplo classico de complexo de espécies em insetos vetores €
representado pelo complexo Anopheles gambiae, constituido por sete espécies
cripticas. Das espécies que o compdem, apenas An. gambiae s.s. e An.
arabiensis sdo consideradas importantes vetores de Plasmodium no continente
africano (White, 1974). Este aspecto correlaciona-se a diferencas na
determinacdo de preferéncias por hospedeiros especificos e de outras
caracteristicas biolégicas que, em conjunto, implicam em diferentes capacidades
vetoriais (Ayala et al., 2006).

A existéncia de um complexo de espécies para o género Lutzomyia, foi
sugerida primeiramente por Sherlock & Sherlock (1961) a partir de variacdes
observadas na capacidade de se infectar e transmitir Leishmania,
experimentalmente em popula¢cdes de L. longipalpis da regido Nordeste do Brasil.
Mangabeira (1969) observou diferencas morfolégicas em machos de L.
longipalpis de duas populac¢des brasileiras: a populagdo do Cearé apresentou dois
pares de manchas claras abdominais (no terceiro e quarto tergitos abdominais),
enquanto que a populacdo do Para apresentou apenas um par de manchas (no

quarto tergito). Estas evidéncias morfolégicas, de fato, fizeram com que
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Mangabeira levantasse a hipbétese de que L. longipalpis seria um complexo de
espécies.

Recentemente foram avaliadas populagdes de L. umbratilis da Amazonia
central, onde a partir de dados gerados através do sequenciamento do gene COl,
concluiu-se que populacbes de lados opostos do rio Amazonas podem
representar um novo processo de especiacdo para este género, consistindo em
duas espécies incipientes que ainda ndo atingiram o status de espécies distintas.
As populacfes de L. umbratilis provavelmente iniciaram suas historias evolutivas
independentemente da formacdo completa do Amazonas e Rio Negro, o que
sugere gue esse rio pode ter agido como barreiras geografica, o que impede o
fluxo génico entre populagbes L. L. umbratilis de lados opostos (Scarpassa e

Alencar 2012, 2013).
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3. Objetivos
3.1 Geral

Comparar os padroes de diferenciacdo genética entre populacdes
alopatricas de Lutzomyia umbratilis distribuidas na Amazénia Central e
regido Nordeste através do gene mitocondrial da Citocromo Oxidase |

(COl).

3.2 Especificos

1. Analisar a estruturacdo genética e filogeografia de trés populacbes
naturais de Lutzomyia umbratilis, sendo duas do estado do Amazonas e

uma de Pernambuco através do marcador molecular DNA Barcode.

2. Avaliar o papel do Rio Amazonas como barreira geografica para o fluxo
génico das populacbes de Lutzomyia umbratilis encontradas ao norte e

sul da Bacia Amazobnica.
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4. Material e Métodos

4.1. Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento

Para os estudos moleculares foram utlizados 129 espécimes de L.
umbratilis, distribuidos entre os municipios de Manacapuru, AM, Rio Preto da Eva,
AM e Recife, PE. As coordenadas geograficas, localidades e numero de

espécimes coletados podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1: Coordenadas geograficas das localidades dos estados do Amazonas e Pernambuco.

Espécie Localidades, estados Coordenadas N
Longitudes; Latitudes
Lutzomyia umbratilis Manacapuru, Amazonas (3°12'41”S/60°26'20"W) 36

Rio Preto da Eva, Amazonas (2°50'50"S/59°56'28"W) 38
Dois Irméos, Pernambuco (8°03'147S/34°52'52"W) 55

N, Numero de individuos.

A extracdo de DNA gendmico dos flebotomineos foi realizada utilizando
Chelex®100 (BioRad, Berkeley, California, USA). O método foi utilizado
individualmente para cada espécime seguindo o protocolo descrito por Wash
(1991), e estocados a -80°C até o momento da reacdo de PCR. Fragmentos de
aproximadamente 540pb do gene COIl foram produzidos através do primer
universal Cl-J-1632 (+); 5-TGATCAAATTTATAAT-3 e CI-N-2191 (=) 5-
GGTAAAATTAAAATATAAACTTC-3 descrito originalmente por (Simon et al.,
1994). As reacOes de amplificacdo em cadeia da polimerase foram realizadas
utilizando o Kit Mix Go Tag Colorless seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante (Promega® Fitchburg, Wisconsin, USA). O produto da PCR foi
visualizado em gel de agarose a 1% através da luz UV e purificado usando o kit
Wizard®SVGel and PCR Clean-UpSystem (Promega® Fitchburg,Wisconsin,

USA). O sequenciamento foi realizado através do sequenciador automatico
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ABI3500 (Applied Biosystems, Cleveland, Ohio, USA). As sequéncias foram
avaliadas quanto ao grau de confiabilidade de cada um dos nucleotideos
utilizando valor de PHRED 30, seguido da montagem dos consensos através do
Software CodonCode Aligner (CodonCode Corporation). Ao final, alinhamentos
locais foram realizados utilizando BLAST (Altschul et al., 1990) para confirmacao

do produto sequenciado.

4.2. Andlises filogenéticas

As sequéncias nucleotidicas correspondentes ao gene COI de L. umbratilis
foram alinhadas e editadas usando o MEGA v. 5.0 (Tamura et al., 2011). Um
alinhamento mudltiplo foi realizado utilizando o programa Muscle (Edgar, 2004). As
analises das relacbes filogenéticas entre os haplétipos foram feitas através do
meétodo probabilistico de Maxima Verossimilhanca utilizando o software PhyML
(Guindon, 2010). O modelo evolutivo HKY + G foi 0 mais adequado ao conjunto
de dados de acordo com o software jModelTest (Posada, 2008). Para a
construcdo da arvore filogenética foi utilizado o teste estatistico de suporte
bootstrap com valor de 1000 réplicas pseudoaleatérias. L. longipalpis, L. migonei
e Phlebotomus papatasi foram selecionados como outgroup para a analise

filogenética como grupo-irmao.

4.3. Estimativas de tempo de divergéncia

O tempo associado a separacao dos dois principais clados que envolvem
os isolados de Manacapuru e de Rio Negro/Recife foi estimado utilizando o
método Bayesiano de reldgio molecular relaxado implementado no BEAST v.

1.7.5 (Drummond et al.,, 2012). A analise foi realizada por 10.000.000 de
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geracdes, amostrando as arvores a cada 1000 geracdes. O modelo de
substituicdo de nucleotideos aplicado foi o GTR + |, de acordo com o resultado do
jModelTest (Posada, 2008). Uma taxa de relégio lognormal ndo-correlacionado e
uma prévia de arvore com o processo Yulebirth foram aplicados a andlise. A
maior arvore de probabilidade dos clados com probabilidades posteriores
Bayesiana (BPP) dos clados foram obtidos com o TreeAnnotator v. 1.7.5

(disponivel no pacote BEAST), usando a op¢cdo meanhights e descartando as

primeiras 10.000 arvores amostradas para assegurar a estacionaridade.

4.4. Diversidade genética e estruturacao populacional

A diversidade genética intrapopulacional foi mensurada através da analise
de diversidade haplotipica e nucleotidica, valor K, ou seja, nUmero de grupos
genéticos, numero de sitios polimérficos e nimero de transicbes e transversées
utilizando os softwares DnaSP v. 4.0 (Rozas et al.,, 2003) e o Arlequin v. 3.5
(Excoffier e Lischer, 2010). Foram avaliadas também as frequéncias dos sitios
polimorficos existentes no conjunto de dados atravées da ferramenta de
visualizacdo on line Web logo com o intuito de encontrar a presenca de Single
Nucleotide Polimorphisms (SNP's) que pudessem separar estas populacées

(http://webloqgo.berkeley.edu/logo.cai).

O teste de neutralidade D de Tajima baseia-se na distribuicdo das
frequéncias de mutacao e na distribuicdo de haplétipos, distinguindo as diferencas
entre as sequéncias de DNA evoluindo aleatoriamente ("neutra”) e daquelas que
evoluem no ambito de um processo nao aleatorio. Por sua vez a estatistica de Fs
de Fu foi utilizada para examinar a estabilidade populacional avaliando a

ocorréncia de expanséao populacional ou "hitchhiking" genético.
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A distribuicdo de Mismatch foi utilizada para estimar a distribuicdo par-a-
par das diferencas nucleotidicas existentes para cada uma das populacdes com
um numero de 1000 simulacfes no software Arlequin v. 3.5 (Excoffier e Lischer,
2010). O indice de irregularidade (r) e Soma dos desvios dos quadrados (SSD)
foram os testes estatisticos utilizados para ponderar a validade do modelo de
expansao recente obtido através da distribuicdo de Mismatch.

Andlises quanto ao nivel de diferenciacdo genética foram feitas com base
no indice de fixacao Fg de forma pareada entre as popula¢cdées usando o software
Arlequin v. 3.5 (Excoffier e Lischer 2010). O niumero médio de substituicbes por
sitios entre as populacdes (Dyy), 0 nimero total de substituigdes por sitios entre as
populacées (D,), numero de polimorfismos compartilhados entre as populacfes
pareadas (Ss) e o niumero de diferencas fixadas entre as populacdes pareadas
(S¢) foram calculados no software DnaSP v. 4.0 (Rozas et al., 2003).

As analises de estruturacdo genética foram realizadas através do software
Structure v. 2.3 (Pritchard et al., 2000), que se baseia num algoritmo de
agrupamento bayesiano para estimar a probabilidade de um individuo pertencer a
um grupo. As interacBes foram realizadas com um periodo de aquecimento de
20.000 interacdes seguidas por 200.000 interacdes de Monte Carlo Cadeia de
Markov, procedimento para a populagao “K” ajustado de 1 a 10. Para determinar o
numero de grupos “K” mais preciso foi utilizada a quantidade ad hoc AK (Evanno
et al., 2005). A rede de haploétipos foi gerada através do software NETWORK v.
4.6 (www.fluxus-engineering.com) utilizando o método Median-joining (Bandelt et
al., 1999) para verificar o nivel de compartilhamento e a frequéncia de distribui¢cdo

dos hapldtipos entre as populacdes.
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5. Resultados

Foram sequenciados fragmentos com aproximadamente 597 pares de
bases através do gene mitocondrial, sendo a partir destes produtos observadas
66 sitios polimorficos representando cerca de 12,2% dos sitios totais, sendo estes
distribuidos em 42 (7%) sitios parsimonio informativos e 24 (4%) sitios singleton.
Com relacdo a estes sitios polimorficos houve uma maior representatividade no
namero de transicdes (84,9%) que transversdes (15,1%), ndo sendo encontradas
delecdes ou insercdes. As frequéncias das bases foram estimadas como mostra a
seguir: A= 30,2%; T= 39,8%; G= 15,5%; C= 14,5%, sendo o conteado A+T (70%)
similar ao observado em diferentes andlises realizadas utilizando o gene COl, isto
ocorre devido a caracteristicas do genoma mitocondrial.

AvaliacGes foram feitas também quanto ao niumero médio das diferencas
pareadas intra e interpopulacionais, sendo observado que as populacdes dos
municipios de Rio Preto da Eva e Recife apresentaram um elevado nivel de
diferenciacdo quando comparadas com as amostras de Manacapuru devido a
menor variabilidade genética existente nos espécimes desta localidade. Com
relacdo a analise intrapopulacional, as populacfes de L. umbratilis dos municipios
de Rio Preto da Eva e Recife mostraram-se com um maior nivel de diferenciacao
genética.

A distancia de Nei, mostrou que o clado | possui uma diferenca
consideravel quando comparadas ao clado IlI, que foi observado através da
utilizacdo do método probabilistico de Maxima Verossimilhanca sendo verificada a
presenca de dois clados monofiléticos distintos, tendo estes clados valores de

suporte de 0.93 e 0.99 mostrado nas Figura 3 e 5.
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Average number of pairwise differences
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Nei's distance (d)

Figura 3: Nimero médio das diferengas pareadas intra e interpopulacional e Distancia de Nei.

Clado 1 (0.93) foi clusterizado a partir de amostras unicamente
Manacapuru, AM, enquanto o Clado Il (0.99) apresentou-se com amostras
pertencentes aos municipios do Recife, PE e Rio Preto da Eva, AM. A partir dos
valores obtidos foi observado que os espécimes pertencentes ao municipio de
Manacapuru (Clado 1) apresentaram um valor um pouco inferior de diversidade
nucleotidica e haplotipica quando comparados aos individuos das popula¢cdes dos

municipios de Recife e Rio Preto da Eva (Tabela 2).
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Tabela 2: Medidas de diversidade genética para cada amostra.

Populacdes Ts/Tv NS Hd m
Manacapuru 10/8 18 0,65556 0,003539
Rio Preto da Eva 26/1 26 0,95875 0,004870
Recife 26/2 28 0,94545 0,004807
Total 49/19 66 0,94755 0,019231

TS/TV, Transicao/transversdo; NS, Numero de Sitios polimérficos; K, Numero média de

nucleotideos diferentes; Hd, Diversidade haplotipica; 1, Diversidade nucleotidica.

A existéncia de 51 combinac¢des de alelos que se segregam conjuntamente
foi constatada, distribuida entre as trés populagdes. Os haplétipos mais
frequentes foram H2 e H16, compartilhados por 21 individuos da populacdo de
Manacapuru e por 15 individuos pertencentes as populacdes de Recife e Rio
Preto da Eva (Pernambuco e margem Norte do Rio Negro), respectivamente
(Figura 4). A maior parte dos hapl6tipos (39 haplétipos) foi observada nas
populacbes de Recife e Rio Preto da Eva, demonstrando assim o maior nivel de
diferenciacdo genética deste agrupamento. Foi possivel constatar também a
presenca de dois clados distintos (Recife e Rio Preto da Eva) e (Manacapuru),
dando-nos indicios que a populacdo do estado de Pernambuco tenha sua
ancestralidade ligadas aos individuos da margem norte do rio Amazonas, devido

ao nivel de associacao genética observado entre estas populacdes (Figura 5).
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Figura 4: Rede de haplétipos de Lutzomyia umbratilis mostrando os 51 haplétipos interligados. O

tamanho dos circulos haplétipos sdo proporcionais ao nimero de individuos observados em cada
haplétipos. Os circulos pequenos (Verde) representam eventos mutacionais perdidos no decorrer

dos processos evolutivos.

O clado | foi composto na sua totalidade por espécimes pertencentes a
populacdo da margem Sul do Rio Negro (12 haplotipos), enquanto o Clado Il tem
em sua composicdo individuos pertencentes as populacdes do Estado de
Pernambuco e da margem Norte do Rio Negro (39 haplétipos). Através desta

analise foi possivel verificar a existéncia de 13 sitios parcimoniosos informativos
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nas posicoes 226, 343, 355, 424, 434, 439, 440, 472, 499, 523, 544, 456 e 574
(Figura 6), que ajudam a compreender um pouco mais a estruturacdo da rede de
haplétipos e arvore filogenética, devido a existéncia de sitios polimérficos distintos

entre as populacdes (Clado | e Clado I1).
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Figura 5: Arvore filogenética de Maxima verossimilhanca mostrando a presenca dos dois clados
para L. umbratilis.

O teste D de Tajima foi negativo e significativos (P < 0.05) para todas as

populacdes estudadas, refletindo um significante desvio do modelo de
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neutralidade, que pode ser explicado pelo elevado numero de haplotipos raros
existentes dentro destas populacfes. Este resultado indica que estas populacdes
podem estar passando por um processo de expansao recente ou selecao positiva.
Fs de Fu foi novamente negativo e significativos (P < 0.01) para todas as
populacdes avaliadas, favorecendo a hipdtese de que estas populacdes estejam

passando por um processo de expansao recente (Tabela 3).

Tabela 3: Teste de Neutralidade e pardmetros de expansdo populacional estimado para cada

amostra.

Amostras D Tajima Fs Fu R SSD S h K
Manacapuru -1,70806* -4,44368** 0,07692* 0,02268* 18 12 2,11270
Rio Preto da Eva -1,81708* -16,57669** 0,03686* 0,00190* 26 22 2,90754
Recife -1,73173* -23,45417* 0,02872* 0,00054* 28 28 2,87003

r, raggedness index; SSD, soma dos desvios dos quadrados; h, haplotipos; K, Nimero médio das
diferencas; S, Nimero de sitios segregantes.
* p<0,05;

** p<0,001;

Para avaliar a hip6tese de expansao recente foi feita a distribuicdo de
Mismatch. Os resultados obtidos confirmaram que as populagdes dos municipios
de Rio Preto da Eva, Manacapuru e Recife estdo em processo de expansdo
demografica recente. O raggedness index (r) foi calculado para todas as amostras
nao rejeitando a hipotese da nulidade para a expansédo demogréfica recente. O
teste da soma dos desvios dos quadrados (SSD) foi também calculado para as

populacdes ndo sendo significantes.
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Figura 6: Representacdo esquemdtica dos sitios polimorfismo de um fragmento de 597 pb do

gene COIl usando Weblog. Sdo0 mostradas as sequéncias obtidas de Lutzomyia umbratilis

coletados em Manacapuru, Rio Preto da Eva e Recife, estados do Amazonas e Pernambuco,

Brasil. Tamanho da fonte é um indicativo da frequéncia da base em um determinado sitio.

O indice de fixagdo haplotipica (Fsr) das amostras foi avaliado, mostrando

ser bastante significativo quando comparadas as populacdes advindas de Rio

Preto da Eva e Recife com relacédo aos espécimes de Manacapuru (Tabela 4). Os

valores de Fg; para as amostras do clado Il (Rio Preto da Eva e Recife) foram de

0.89 com relacéo as amostras do Clado | (Manacapuru), refletindo assim num alto

grau de divergéncia genética existentes entre os Clado | e Clado II.

25



Tabela 4: Diferenciacdo genética entre as amostras de Lutzomyia umbratilis.

Populagbes Kxy Fst Dxy Da Ss
Manacapuru X Rio Preto da Eva 24,41228 0,89677 0,04089 0,03669 2
Manacapuru X Recife 24,09141 0,89357 0,04935 0,03618 2
Rio Preto da Eva X Recife 2,89617 0,00261 0,00485 0,00001 15

Sf
17
16

Kxy, Diferenca média de nucleotideos par a par entre dois grupos; Fst, indice de Fixac&o
Haplotipica; Dxy, NiUmero médios de substituicdes nucleotidicas por sitios entre os dois grupos;

Da, Numero liquido de substitui¢cdes por sitios entre as populagdes.

As andlises de estruturacdo genética indicaram que este grupo esta
dividido em dois subgrupos principais, com a quantidade ad hoc sustentando o
namero de K = 2. O agrupamento foi ratificado pela separacdo das amostras de
acordo com a estruturacdo observada em todas as analises evolutivas realizadas
anteriormente neste estudo mostrando assim a existéncia de dois clados, onde o
namero 1 representa a populacdo de Manacapuru (Vermelho) e o nimero 2 e 3
representam os individuos das populacbes de Rio Preto da Eva e Recife,

respectivamente (Azul) mostrado na Figura 7.

Manacapuru Rio Preto da Eva Recife

Figura 7: Estrutura das populacdes de Lutzomyia umbratilis das localidades de Manacapuru, Rio
Preto da Eva e Recife. Distribuicdo de Q de cada individuo para cada grupo. Cada individuo é
representado por uma linha vertical dividida em K cores, o tamanho do segmento colorido indica o

grau de parentesco de cada individuo com um determinado grupo.

Foram realizados os célculos de tempo de divergéncia entre as populagbes

através da inferéncia Bayesiana, mostrando que a separacéo entre as populacdes
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do clado | e clado Il ocorreram entre 0,79-1,68 Mya entre o Pleistoceno e o
Plioceno. A Tabela 4 mostra o numero médio de diferencas dos nucleotideos
(Kxy), indice de fixacdo haplotipica (Fst), numero médio de substituicdo de
nucleotideos por sitio (Dxy) e numero de substituicbes por sitios entre as
populacdes (Da). Os valores de Da, Dxy e Kxy foram bastante elevados,
similarmente ao que ocorreu com o valor do Fst para os clados | (Manacapuru) e
Clado Il (Rio Preto da Eva e Recife), refletindo no nivel de divergéncia genética

existente entre oS dois clados.
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6. Discussao

As analises filogenéticas verificaram a presenca de dois clados distintos em
L. umbratilis através do valor de Fs;= 0,89677 — 0,89357, sendo dispostos da
seguinte forma: Manacapuru (Clado I) e Rio Preto da Eva e Recife (Clado II).
Scarpassa e Alencar (2012) avaliaram amostras de L. umbratilis de Manacapuru e
Rio Preto da Eva, sendo encontrado um valor de Fst = 0.7100 — 0.8497,
mostrando assim a existéncia de dois clados, similarmente ao observado neste
estudo. Isto pode ser atribuido ao fato das amostras do estado do Amazonas
terem sofrido provavelmente um processo de especiacdo promovido pelo rio
Amazonas como ocorreu em diversas espécies de macacos e passaros
submetidos a este tipo de isolamento na regido Amazodnica (Gascon et al., 2000).

Segundo Haffer (2001), a divisdo e um periodo longo de isolamento em
margens opostas dos rios sdo fatores preponderantes para a especiacdo de
varios grupos de organismos na regido Amazénica. A diferenciacdo genética
detectada neste estudo é reforcada por andlises morfolégicas e bioldgicas
observadas por Justianiano et al., (2004). A existéncia de dois clados para L.
umbratilis apresentam indicios que podem explicar a diferenca existente entre a
competéncia vetorial desta espécie na regido Amazonica (Arias e Freitas, 1978).

Contudo, existe ainda a necessidade de maiores estudos sobre infeccéo
experimental e dindmica de transmissao destas populacbes da regido Norte, e
principalmente da regido Nordeste ja que ndo existem relatos de analises voltados
para a evolugdo, tdo pouco para a ecologia desta espécie nesta regido. Nossos
resultados mostraram também que os individuos de Rio Preto da Eva

apresentaram um compartiihamento elevado de informagdo genética com
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individuos obtidos de Recife, nos dando fortes sinais que esta populacédo possui
sua ancestralidade ligada a individuos do Norte do rio Amazonas.

Araki et al., 2009, analisando populagcbes do complexo L. longipalpis da
regido Norte e Nordeste utilizando o gene Period foram observados valores
baixos e ndo significativos de Fs; para populacées de Marajo (PA), Natal (RN) e
Sobral (CE), mostrando assim que apesar da distancia geografica estes
individuos mantiveram um elevado grau de compartilhamento de ancestralidade.
Num outro estudo, realizado com o complexo L. longipalpis foram utilizadas
sequéncias do gene mtDNA Cyt B de nove populacdes da regido Nordeste e uma
do estado do Espirito Santo, sendo detectado a presenca de dois grupos por meio
do valor de Fs (Coutinho-Abreu et al., 2008).

Em outro estudo que utilizou espécimes de Anopheles darlingi das
localidades Acré, Amapa, Para, Rondbnia e Roraima (floresta amazonica), Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Tocantins (savana) e S&o
Paulo e Parana (Mata Atlantica) foi possivel detectar a presenca de haplétipos
compartilhados entre estas populacdes indicando assim a presenca de um limite
potencialmente permeavel entre os diferentes tipos de florestas, mostrando assim
gue apesar da distancia geografica os individuos podem apresentar retencdo de
polimorfismo ancestral (Motoki, 2012).

Ao ser utilizado o método probabilistico de Maxima Verossimilhanca foi
possivel observar a presenca de dois clados usando um fragmento de
aproximadamente 597 pares de bases para o gene COI, ratificado com todas as
analises interpopulacionais que apontaram para uma diferenca genética entre as
populacdes. Resultado semelhante foi obtido por Scarpassa e Alencar (2012), no

qual foi possivel detectar dois clados para amostras dos municipios de Rio Preto
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da Eva e Manacapuru utilizando um fragmento de aproximadamente 1181 pares
de bases para este mesmo gene mitocondrial. Ao ser analisadas estas mesmas
populacdes por Scarpassa e Alencar (2013) utilizando o fragmento referente ao
DNA Barcode de 663 pares de bases (Hebert et al., 2003) ndo foi possivel
observar a presenca dos dois clados para estas popula¢cdes, quando usadas a
distancia genética intra e interespecifica baseada no Kimura 2 Parametros (K2P)
e a arvore filogenética de Neighbor Joining baseada no modelo de K2P. Relatos
mostram que existe uma forte limitacdo do DNA Barcode quando utilizado em
conjunto com métodos de distancia genética, principalmente quando se trata de
definir fronteiras entre espécies com grande sobreposicéo (Witt et al., 2006). Uma
razao para que isto ocorra € a existéncia de taxas de evolucdo que variam intra e
interespecificamente em diferentes espécies (Kipling e Rubbinoff, 2004; Rubinoff
et al. 2006, Rubbinoff et al., 2006).

As analises intrapopulacionais mostraram que as populacdes de Rio Preto
da Eva e Recife possuem um alto indice de diversidade genética ao ser
mensurado através da diversidade haplotipica e nucleotidica, resultado que diferiu
das amostras advindas de Manacapuru, no qual foi observado apenas um valor
médio quando levado em relacdo a outras espécies de dipteros (Scarpassa e
Conn 2011; Pramual et al., 2005; Mirabello e Conn 2006). Estes altos valores de
diversidade haplotipica e nucleotidica mostram que as populacdes de Rio Preto
da Eva e Recife estdo passando por um processo de expansao recente (Avise,
2000). Em contraste, as amostras de Manacapuru que apresentaram um menor
valor de diversidade haplotipica e nucleotidica quando levado em consideragao as

populacdes de Rio Preto da Eva e Recife, que pode ser reflexo de uma expansao
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populacional apés um periodo de um baixo tamanho efetivo populacional (Fu,
1997).

Os testes D de Tajima e Fs de Fu mostram-se negativos em todas as
populacdes indicando a existéncia de excesso de mutacdes raras, que pode
implicar também na expansao recente demonstrada também através dos indices
de diversidade genética (Ruiz-Pesini et al., 2004). A rede de haplotipos em forma
de estrela para L. umbratilis € também consistente com a expansao da populacao,
onde a maioria dos haplétipos esta distribuida nas pontas, e em tais casos, ha
uma maior retencdo de novas mutacbes (Fu, 1997). Estes resultados
correspondem aos padrbes amplamente observados apds o ultimo periodo
glacial, que terminou a cerca de 12.500 anos atras, no qual condicfes de frio e
calor durante a glaciacdo levaram a mudancas em todo o mundo, e assim a
contracdo das areas florestais em pequenos refugios, reduzindo a area de habitat
disponivel para muitas espécies, ocasionando em muitos grupos este processo de
expansao (Pretince e Jolly, 2000).

A estimativa do tempo de divergéncia realizada através da inferéncia
bayesiana sugere que a separacdo entre as populacfes ocorreu entre 0,79 - 1,68
milhdes de anos durante o Pleistoceno e o Plioceno. Valores divergentes foram
obtidos por Scarpassa e Alencar (2012) para a separacéo entre estas populagdes,
ocorrendo a cerca de 0,22 milhdes de anos durante o plioceno médio. Contudo,
este tempo de separacdo observado por Scarpassa e Alencar (2012) pode ter
sido insuficiente para que ocorresse o surgimento de duas linhagens em L.
umbratilis, com base na especiagdo alopéatrica em estudos realizados com
Drosophila (Coyne e Orr 2004). No entanto, a hipétese de que estas linhagens

podem representar duas espécies pode ser refutada ou confirmada apos
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realizacdo de outros estudos utilizando diferentes marcadores moleculares e com
amostragens adicionais ao longo das margens do rio Amazonas, inclusive com
amostras de outros estados da regido Amazobnica. As analises moleculares
mostraram a existéncia de dois clados monofiléticos distintos, contudo em

processo de expansao recente.
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7. Conclusdes

1. As analises moleculares mostraram a existéncia de dois clados
monofiléticos distintos através das analises filogeograficas e de estruturacdo
genética, sendo observado também que a populacdo do estado de Pernambuco
possuem sua ancestralidade ligada a populacdes advindas da margem norte do

rio Amazonas.

2. Foi observado também que o rio Amazonas teve forte influéncia na
especiacdo da espécie L. umbratilis da Amazénia Central, conseguindo observar

dois grupos distintos para esta espécie.
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