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Resumo

Lutzomyia longipalpis, principal vetor da Leishmania infantum chagasi, apresenta
status taxonémico bastante controverso, sendo aventada a possibilidade de que
esta espécie represente, na verdade, um complexo de espécies cripticas.
Diferencas genéticas entre as espécies irmas podem implicar em diferencas nas
suas respectivas capacidades vetoriais, a exemplo do que é observado no mosquito
Anopheles gambie. No intuito de fornecer subsidios para a resolu¢do dos conflitos
existentes acerca do real status taxonOmico de populagbes brasileiras de Lu.
longipalpis, o presente trabalho faz uso de métodos robustos e intensivos, baseados
em modelos probabilisticos utilizando o gene period. Uma das vantagens desse tipo
de abordagem multi-metodolégica € o fato de por ndo dependerem de distancia
genética, podem ser empregados para avaliacdo de processos de especiacao
incipientes em que os polimorfismos genéticos ndo sdo abundantes. Os resultados
encontrados indicam que os métodos de atribuicAo genética e de maxima
verossimilhanca apresentaram respostas interessantes ndo observadas quando se
utilizam outras metodologias, incrementando assim, a discussdo da taxonomia de
Lu. longipalpis. Tais resultados sugerem uma subestruturagcdo, ndo havendo
correlacdo significativa entre a distancia geografica e a variabilidade genética.
Fatores evolutivos como a retencdo de polimorfismo ancestral parecem ser
responsaveis pela diversidade entre as populacdes, justificando talvez os
mecanismos atuantes na diferenciacdo do vetor e consequentemente na
transmissao da Leishmania no Brasil.

Palavras-chave: Abordagem multi-metodoldgica; Lutzomyia longipalpis; period,;

Genética de populacoes.



Abstract

Lutzomyia longipalpis, the main vector of Leishmania infantum chagasi, presents
quite controversial taxonomic status, and suggested the possibility that this species
represents actually a complex of cryptic species. Genetic differences between sibling
species may involve differences in their respective capacities vector, similar to what
is observed in the mosquito Anopheles Gambie. In order to provide support for the
resolution of conflicts about the real taxonomic status of Brazilian populations of Lu.
longipalpis, the present work uses intensive and robust methods based on
probabilistic models using gene period. One advantage of this type of multi-
methodological approach is that not depend on genetic distance, can be employed to
evaluate processes of incipient spetiation wherein the genetic polymorphisms are not
abundant. The results indicate that the methods of genetic allocation and maximum
likelihood showed interesting responses not observed when using other
methodologies, thereby increasing the discussion of the taxonomy of Lu. longipalpis.
These results suggest a substructuring, no significant correlation between
geographic distance and genetic variability. Evolutionary factors such as retention of
ancestral polymorphism appear to be responsible for the diversity between
populations, perhaps explaining the mechanisms acting on the vector differentiation
and consequently the transmission of Leishmania in Brazil.

Keywords: Multi-methodological approach; Lutzomyia longipalpis; period,;

Population genetics.
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1. Introducéo

As leishmanioses sdo doencas parasitarias com uma ampla gama de
manifestacdes clinicas, representando um importante problema de saude publica
nas regides tropicais e subtropicais do globo. Apresentam como agentes etioldégicos
parasitos protozoarios do género Leishmania, familia Trypanosomatidae,
transmitidos por dipteros flebotomineos dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia. Das
espécies da familia, Lu. longipalpis destaca-se pela importancia por ser considerado
como principal transmissor da Leishmania infantum chagasi, agente etiolégico da
leishmaniose visceral, em areas antropizadas rurais e periurbanas no Brasil, em

todos os periodos do ano.

A facilidade de adaptacdo deste inseto a ambientes modificados e sua
capacidade de infeccéo e transmissdo de Leshimania infantum chagasi, faz de Lu.
longipalpis o principal responsavel pela doenca nas regides Norte, Nordeste, Centro
Oeste e Sudeste do Brasil. Esta capacidade vetorial associada a sua baixa
capacidade de voo e isolamento geogréafico caracteristico figuram como
carateristicas eco-etoldgicas tado distintas entre as populacdes brasileiras deste
inseto, que geram interpretacdes conflitantes quanto ao seu real status taxonémico,
levando alguns autores a discorrerem inclusive, sobre a existéncia de um complexo
de espécies cripticas no Brasil. Neste caso, a forma mais apropriada para a
resolucdo deste problema, parece ser o uso de ferramentas estatisticas robustas
associadas a um eficiente marcador de especiacdo. Neste trabalho, ferramentas
analiticas multi-metodoldgicas testaram entre outras coisas, 0s niveis de diversidade
e estruturacdo genética presente em populacdes brasileiras de Lu. longipalpis
usando como marcador um segmento de 525 pb do gene espécie-especifico period

(per), envolvido no ciclo circadiano do inseto.



2. Revisao da Literatura

2.1 Leishmaniose Visceral Americana

O agente etiolégico da leishmaniose visceral americana (LVA) no Continente
Americano é a Leishmania infantum chagasi, cujo vetor principal é o diptero
flebotomineo Lutzomyia longipalpis (Lutz and Neiva,1912). Na América Latina, a
doenca ja foi registrada em pelo menos 12 paises, sendo que 90% dos casos
ocorrem no Brasil, concentrados especialmente nas Regides Norte, Nordeste e
Centro-Oeste (Brasil-SVS/MS, 2011). A expansao da LVA no Brasil parece se
dever, entre outros fatores, a auséncia de politicas eficientes de controle, que sao
constantemente ignoradas pela falta de um maior entendimento sobre aspectos

epidemioldgicos importantes (Taylor et al., 1999; Macleod et al., 2000).

Com base na Resolucdo da Assembleia Mundial de Saude 2007/60.13, a
Organizacdo Mundial da Saude estabeleceu o Comité de Especialistas em
Leishmanioses, que emitiu o primeiro relatério técnico atualizado sobre as
leishmanioses em mais de 20 anos (OMS, 2012). Este relatorio destacou a
necessidade de se atualizar a base de evidéncias epidemioldgicas, a fim de planejar
abordagens apropriadas no controle da doenca. A precisdo das acdes depende da
fiabilidade de dados de incidéncia, duracao, gravidade e mortalidade para uma dada
condicdo, bem como os pressupostos basicos utilizados nos célculos (Tibayrenc et
al., 1993; Bastien et al., 1992). Apesar de atualmente um novo relatério estar em
curso, a coleta de dados empiricos e validacdo de campo ainda néo foram incluidos

(OMS, 2012).



2.2 Flebotomineos

Os flebotomineos sao insetos hematéfagos da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae. Esta subfamilia é composta por seis géneros, trés dos quais sédo
caracteristicos do Velho Mundo [Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius] e trés séo
encontrados exclusivamente no Novo Mundo [Warileyia, Brumptomyia e Lutzomyia]

(Young and Duncan, 1994).

A familia Psychodidae possui cerca de 2.900 espécies descritas, sendo uma
das mais diversas da ordem Diptera. Encontra-se amplamente distribuida em todos
0s continentes, com exce¢do da Antartica, sendo encontrada sob diversas
condi¢gBes climaticas, altitudes e ambientes. Sua histéria evolutiva parece ter tido
inicio do Mesozéico, sendo que os fosseis mais antigos conhecidos de psicodideos

pertencem a subfamilia Phlebotominae (Phlebotomites longifilis e Phlebotomites

brevifilis), datados do Cretaceo Inferior e descritos por Henning (1972) (Figura 1).

The Virtual Fossil M
WWW.

Figura 1. Flebotomineo co 2otropical e com datacéo do

Cretécio inferior. (Fonte: The virtual museum — http://www.fossilmuseum.net).

Os flebotomineos sao insetos holometabolos, onde as formas larvais diferem
drasticamente dos individuos adultos. O ciclo de vida dos membros da subfamilia
Phlebotominae compreende os estagios de ovo, larva (quatro instares), pupa e
adulto, estendendo-se por um periodo que pode variar de 30 a 100 dias, a depender

da espécie considerada e das condicbes ambientais verificadas durante o



desenvolvimento dos insetos. As posturas sdo efetuadas diretamente no solo, em
locais umidos, sombreados e ricos em matéria organica em decomposi¢cao. Os ovos
apresentam coloragao variada, tendendo a adquirirem tonalidades mais escuras 24
horas ap6s a sua deposi¢cdo no solo. A eclosdo dos ovos ocorre entre sete e
dezessete dias apds a postura, desde que as condi¢cdes ambientais mantenham-se

favoraveis (Young and Duncan, 1994).

2.3 Lutzomyia longipalpis

Lutzomyia longipalpis (Psychodidae: Phlebotominae), envolvido na
manutencao do ciclo de transmisséo da leishmaniose visceral nas Américas, possui
distribuicdo descontinua no Novo Mundo, habitando principalmente areas de
semiarido e de floresta tropical seca (Lainson and Rangel, 2005). A primeira
descricdo de Lu. longipalpis foi feita por Lutz e Neiva, em 1912, a partir de
espécimes capturados nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais.

A observacdo da sobreposicdo das areas de ocorréncia e das areas
endémicas de LVA na maior parte da Ameérica Latina reforcou a ideia inicial de
distribuicdo descontinua que a incriminava como principal vetor da doenca na regido
(Lainson and Rangel, 2005). A incriminacdo definitiva de Lu. longipalpis como
principal transmissor de Leishmania infantum chagasi foi estabelecida quando cinco
transmissodes distintas para hamsters foram obtidas experimentalmente a partir da
picada destes flebotomineos (Lainson et al., 1977).

No Brasil, Lu. longipalpis ocorre majoritariamente nas regides Norte, Nordeste,
Centro Oeste e Sudeste, em ecotopos silvestres e antropizados, nas zonas rurais e
periurbanas e em qualquer periodo do ano (Lainson and Rangel, 2003). A baixa

capacidade de voo, caracteristica peculiar dos flebotomineos, associada ao



isolamento geogréfico, levaram alguns autores a discorrerem sobre a existéncia de

um complexo de espécies cripticas no Brasil. (Bauzer, 2007; Silva, 2007).

2.4 Lutzomyia longipalpis pertence, de fato, a um complexo de espécies
cripticas?

Sherlock and Sherlock (1961) foram os primeiros a sugerir que Lutzomyia
longipalpis representaria um complexo de espécies, tomando como base a
observacdo de variacbes em populacdes nordestinas quanto a capacidade de
infeccéo e transmissao experimental de Leishmania infantum chagasi. Desde entéo,
varios estudos com populacdes de Lu. longipalpis do Continente Americano vém
sendo desenvolvidos com o uso de diferentes ferramentas, visando definir o status
taxondmico deste flebotomineo (revisto por Bauzer et al. 2007).

Analises por microscopia eletronica revelaram detalhes micromorfologicos de
manchas encontradas nos tergitos abdominais de machos de Lu. longipalpis,
indicando que se tratavam de numerosas papulas com provavel funcéo secretora de
ferombnios (Lane & Ward, 1984). Lane et al. (1985) correlacionaram os diferentes
ferombnios isolados a quantidade de manchas que encontravam em cada
populacdo. Na década de 1990, a analise morfométrica mostrou-se uma ferramenta
eficiente na taxonomia de flebotomineos, complementando as observacdes
morfoldgicas (Rangel et al. 1996).

Posteriormente, Bauzer et al. (2002), utilizando o gene period como marcador
molecular, encontraram resultados que apontavam diferencas indicativas da
existéncia de um complexo de espécies, uma vez que este gene controla o ritmo

biologico e 0 som de corte, podendo levar as espécies ao isolamento reprodutivo.

Bauzer et al. (2007) apresentaram uma nova revisdo sobre este tema, discutindo



evidéncias favoraveis e contrarias ao complexo “Lutzomyia longipalpis”, neste
trabalho, os autores consideram que as populacdes estudadas estariam passando

por um processo de especiacdo recente. (Maingon et al. 2008).

2.5 Algoritmos evolutivos

Os Algoritmos Evolutivos (EA, do inglés Evolutionary Algorithm) sdo modelos
computacionais dos processos naturais de evolugéo usados como ferramentas para
a resolucdo de problemas. Apesar de haver uma grande variedade de modelos
computacionais propostos, todos eles tém em comum o fato de buscar uma solucao
para um problema através da simulacdo da evolucdo das espécies usando
mecanismos de selecdo, mutacdo e reproducdo similares aqueles encontrados na
natureza (Alba et al., 2004). Estes mecanismos, assim como 0S seus analogos
naturais, dependem do desempenho dos individuos de uma espécie dentro do
ambiente que a rodeia. Os EA funcionam mantendo uma populagéo de estruturas
(individuos), cada qual propondo uma determinada solugdo para um problema.
Estas estruturas evoluem de forma semelhante aquela observada na natureza.

Os algoritmos evolutivos séo usualmente aplicados para resolver um problema
especifico de carater NP-completo (Mitchell, 1996). Sua relacdo com este problema
€ dada através da funcdo de avaliacdo, a qual representa computacionalmente o
problema, na forma de uma fungdo a ser otimizada. Esta funcéo é aplicada a cada
individuo da populacdo de estruturas mantida pelo EA e estes recebem uma
avaliacdo que é uma quantificagcdo numérica da sua qualidade como solucdo do
problema. Esta avaliacdo € usada como a base do processo de selecao artificial

mantido pelos EA. Quanto mais alta a avaliacdo do individuo, mais apto ele é



considerado e, consequentemente, maiores devem ser as suas chances de

sobrevivéncia e reproducao (Batista et al., 2004).

2.6. Algoritmos evolutivos associados aos algoritmos probabilisticos no
estudo de complexos de espécies.

O d6timo desempenho dos algoritmos evolutivos na otimizacdo computacional
parece figurar como uma ferramenta eficiente no estudo dos complexos de
espécies, principalmente quando associados aos algoritmos probabilisticos, cada
vez mais empregados na avaliagao de processos de especiacao incipientes em que
os polimorfismos genéticos ndo sdo abundantes (Excoffier et al., 1992). Dentre os
métodos probabilisticos mais utilizados na resolugdo de status taxonémicos
divergentes, destacam-se 0s que se utilizam da maxima verossimilhanca;
constantemente utilizado em estudos de reconhecimento do status taxondmico de
insetos vetores, como no caso do complexo Anopheles albitarsis, onde sao
descritas atualmente para o grupo quatro espécies cripticas (Lehr, 2005). Outros
estudos também se valeram das topologias de méxima verossimilhanca com o
objetivo de elucidar questbes conflitantes quanto ao real status taxonémico em
espécies cripticas (Passamonti et al., 2004; Wilkerson et al., 2005).

Outro método comumente utilizado em estudos de estruturacéo populacional é
o teste de atribuicdo genética, que se baseia em inferéncias bayesianas. Apesar de
ainda nédo ter sido empregado para populacdes de Lu. longipalpis, este método é
largamente utilizado com o objetivo de esclarecer a problematica taxondmica em
espécies cripticas. Boyd (2007) aplicou esta metodologia com o intuito de
determinar a composi¢do dos membros do complexo de Anopheles annulipes em

populacdes do Nordeste da Australia, revelando a existéncia de pelo menos quatro



grupos populacionais simpétricos; outro exemplo do uso de inferéncias bayesianas
€ 0 emprego de testes de atribuicdo genética na estruturacdo do complexo Culex
pipiens, que culminou no reconhecimento de trés grupos bem definidos (Fonseca et
al., 2004).

Tradicionalmente, os métodos de Andlises de Variancia Molecular [AMOVA]
(Excoffier et al., 1992) e o Fst pareado Wright (1921) também se mostram eficientes
no estudo da diversidade entre populagbes a partir de dados moleculares e na
avaliacdo de hipoteses que suportem tal diferenciacdo. Estas andlises consistem na
estimativa de estruturacédo genética populacional da mesma maneira que as demais
abordagens por variagdes nas frequéncias génicas (Holsinger and Weir, 2009). As
analises de Fst pareado permitem classificagdes hierarquicas dos haploétipos e os
remetem a permutacOes em trés escalas distintas: entre populacdes entre 0s grupos
(FsT); entre populagdes dentro dos grupos (Fsc); e entre grupos (Fcr). Assim, O Fgsr
constitui uma metodologia classica muito utilizada para medir os niveis de
diferenciacdo entre subgrupos de uma populacdo (Epperson, 2003) e para
guantificar o efeito do cruzamento parental (inbreeding) na subestrutura de
populacao, Wright (1921) definiu o que veio a ser chamado “indice de fixacéo”.

Este indice é frequentemente relacionado ao numero de migrantes por
geracdo, atraves das formulas Fst= 1 / 4ANm+1 (para dados diploides) e Fst= 1/
2Nm+1 (para marcadores haploides), onde N corresponde ao tamanho efetivo da
populacdo e m corresponde a taxa de migracao entre populacdes (Wright, 1921).

Dois exemplos da aplicagdo das analises de variancia molecular e de distancia
genética baseadas em Fst pareado, sdo descritos nos trabalhos de Mazzoni et al.

(2006) e de Vigoder et al. (2010) que testaram respectivamente a hipbtese de



ocorréncia de introgressdo entre Lu. intermedia e Lu. whitmani e o grau de
diferenciacdo entre as espécies Lu. cruzi e Lu. longipalpis.

Associado ao indice de Fst pareado costuma-se usar o Teste de Mantel
(1967). Esta metodologia testa a significancia da correlagéo entre duas matrizes de
similaridade (e.g. matriz pareada de indices Fst e matriz de distancia geogréfica).
Se Y é uma matriz de n x n medidas de distancia genética, e X uma matriz de n x n
medidas de distancia geografica, entre combinacdes (i, j) de n populacdes, o teste
de Mantel (M) € a soma dos produtos de elementos Xi e Yij, exceto para o0s

elementos da diagonal i = j (Epperson, 2003). Desta forma, por definicdo, M =

Zji-zl Xij Y- Para os elementos fora da diagonal, SS € a soma de desvios de Xijde

X e SSi e a soma dos desvios de Yij O produto destas somas constitui o

coeficiente de correlagdo do teste de Mantel, assim definido pela correlacdo entre

duas matrizes: ry= M-nxy/ \/SS(x).SS(y) (Smouse et al., 1986).

2.7. Testes Usando a Teoria Neutra

Segundo Li (1997), a diferenciagdo tanto dentro como entre as populagcdes
também pode ser avaliada através da analise de mutacfes neutras, ja que a maioria
das substituicbes de bases que se tornam fixadas em uma populacdo sédo
seletivamente neutras, quando se trata do sucesso reprodutivo (fitness) (Kimura,
1968; 1983). Baseando-se no modelo de infinitos sitios sem recombinacéo, tem-se
usado muito frequentemente o teste de neutralidade seletiva D de Tajima (Kimura,
1969), apropriado para sequéncias curtas de DNA. O teste D de Tajima calcula a
diferenca entre teta (0) estimada do numero de sitios segregantes (0s) e teta

estimada a partir da média da divergéncia das sequéncias par a par (6p). A

estatistica D de Tajima é definida como: D = 6p- 8s/\/var(0p — 6S) (Tajima, 1989).



Em condic¢des de equilibrio, a diferenga entre as duas estimativas 6 deve ser igual a
zero, porque ambos os métodos para estimar 6 devem ter o mesmo valor; se ha
desvios, o0 nivel de significancia deve ser testado por geracdo randémica de
amostras sob a hipotese de neutralidade seletiva e equilibrio populacional, usando
um algoritmo de coalescéncia adaptado de Hudson (1990). Eventos como expansao
populacional, efeito “gargalo de garrafa” ou heterogeneidade nas taxas de mutagéo

podem gerar tais valores significativos (Tajima, 1993).

2.7.1. Teste de Homozigose de Ewens-Watterson

Este teste foi descrito por Watterson em 1978, tomando como base a teoria da
amostragem para alelos neutros de Ewens (1972), que assume que a distribuicdo
das frequéncias dos haplotipos seletivamente neutros podem ser convenientemente
resumidas pela soma dos haplétipos (alelos) e suas frequéncias (F). Este teste
mostra-se eficiente tanto em dados diploides quanto em dados haploides
reservando-se ao fato de ndo gerar resultados estatisticos suficientemente seguros
para uma interpretacéo biol6gica (Ewens, 1972).

A distribuicdo nula de F é gerada através da simulacdo de amostras
aleatoriamente neutras com o mesmo numero de genes ou haplétipos utilizando-se
o algoritmo de Stewart (1977). A probabilidade de observar as amostras aleatorias
com valores de F idénticos ou menores do que o amostral original é o que interessa
neste tipo de abordagem. Este teste € atualmente limitado a tamanhos amostrais de
2.000 genes ou menos e 1000 haplétipos diferentes ou menos. Ele pode ser usado
para testar a hipotese de neutralidade seletiva contra uma populacdo ou testar a

presenca de alelos vantajosos (Watterson, 1978).



2.7.2. Expanséo Espacial

A expansao espacial da populacdo geralmente ocorre se ela € restrita a uma
area muito pequena e o tamanho tende a aumentar ao longo do tempo. A populacao
resultante torna-se geralmente subdividida no sentido de que os individuos tendem
a escolher parceiros cada vez mais préximos geograficamente (Watterson, 1975).

Com base em simulacdes, Ray et al (2003) mostraram que uma grande
expansdo espacial pode conduzir ao mesmo tempo uma baixa na expansao
demografica em uma populacdo panmitica. As simulacdes realizadas por Ray et al.
(2003) foram realizadas em um modelo de gradacéo bidimensional onde um namero
de T geracbes passadas restritas ao uma Unica deme de tamanho N, comecou a
enviar demes migrantes vizinhas numa taxa m, progressivamente observou-se uma
expansdo demografica exorbitante seguindo um ajuste na taxa intrinseca de
crescimento r e durante todo o processo demes vizinhas continuaram a trocar uma
fracdo m de migrantes (Ray et al 2003).

Embora este modelo seja dificil de descrever analiticamente, Excoffier (2004)
derivou a distribuicdo esperada sob um modelo mais simples de expansao espacial,
assumindo que se tenha amostrado genes de uma Unica deme ora pertencentes a
uma populacéo subdividida em um nimero infinito de demes, cada um de tamanho
N, que trocam um m de demes migrantes. Este modelo chamado de infinita-ilha é,
na verdade, o equivalente a um modelo continente-ilha, onde a deme amostrada
troca migrantes na taxa m com uma Unica populacdo de tamanho infinito algumas

geracdes T no passado (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo gréafica da expansdo espacial e sua relagdo com o nimero de

migrantes em subpopulacdes vizinhas. (Fonte: Excoffier et al., 2005).

2.8. Estrutura populacional inferida pela anélise de variancia molecular
(AMOVA)

A estrutura genética das populacfes pode ser analisada por sua variancia
molecular. Inicialmente definida por Cockerham (1969; 1973), e estendido por Weir
e Cockerham (1984), a Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) é uma abordagem
utilizada no software Arlequin (Excoffier et al. 1992) e é por definicdo a andlise de
variancia é hierarquizada em componentes de covariancia por suas diferencas intra

e interindividuais ou intra e interpopulacionais (Weir, 1996). Os componentes de
covariancia azi's sdo utilizados para calcular os indices de fixagédo, tal como
originalmente definido por Wright (1951, 1965), em termos de coeficientes de
endogamia, ou mais tarde, em termos de tempos de coalescentes por Slatkin
(1991). Formalmente, no caso hapléide, assumimos que a i-ésima frequéncia
haplotipica a partir da populacédo de j-th no grupo k-th é uma equacao linear da
forma: x;j, = x + ag + bj + ¢k, onde o vetor x é a expectativa de Xix
desconhecido na média do conjunto estudado. Os efeitos de a para o grupo, b para

a populacdo e c para dentro de uma populagdo de haplétipos de um grupo,



assumem fatores aditivos, aleatoérios, independentes e componentes de covariancia
o2 o% e o2 respectivamente. A variancia molecular total ¢ a soma do componente de
covariancia devida a diferenca entre haplétipos dentro de uma populagdo. O mesmo
raciocinio pode ser considerado para outros niveis hierdrquicos, como para
acomodar, por exemplo, o componente de covariancia devido as diferencas entre
haplétipos dentro individuos dipléides. Note-se que, no caso de uma estrutura
hierarquica simples que consiste em individuos hapléides em populagées, a forma
de aplicacdo do algoritmo leva a um indice de fixacdo (Fst) que € totalmente
idéntico a da média ponderada das estatisticas F definida por Weir e Cockerham
(1984). Em termos de coeficientes de endogamia e tempos de coalescéncia, este

_ _+n2
Fst pode ser expresso como Fgr = flo_ffll = tltlw , onde fy, € a probabilidade de

dois diferentes genes provenientes de uma mesma popul¢cdo serem idénticos por
descendéncia, f; € a probabilidade de dois genes diferentes serem idénticos por
descendéncia em populacdes diferentes, t; € o tempo médio de coalescéncia entre
dois genes provenientes de duas populacdes diferentes, e to € o tempo médio de
coalescéncia de dois genes diferentes vindos de uma mesma populacéo (Excoffier
et al., 1992). O pareamento por Fsr pode ser usado para se entender distancias
genéticas entre populacdes como aplicacdo de uma transformacéo ligeira e com
tempo de divergéncia linear (Reynolds et al, 1983). Os valores pareados de Fst sdo
dados na forma de matriz ressaltando a hipotese de que qualquer diferenca entre as
populacdes seja obtida permutando haplétipos entre as populagdes. O valor p do
teste (p-value), que também é dado em forma de matriz, € a proporcdo de
permutacdes que levam a um valor de Fst maior ou igual ao observado (Slatkin,

1995).



2.9. Teste de Mantel
O teste de Mantel consiste em testar a significancia da correlagcédo entre duas
Oou mais matrizes por um procedimento de permutacdo que permite uma distribuicdo
empirica nula no coeficiente de correlagéo, tendo em conta a correlagdo automatica
dos elementos da matriz (Mantel, 1967).

Em mais detalhes, o procedimento de teste prossegue como se segue.
Primeiro, definem-se duas matrizes quadradas X ={ xij } e Y ={yij } de dimensé&o N.
Os elementos N? destas matrizes n&o sédo totalmente independentes porque existem
apenas N-1 contrastes independentes em qualquer conjunto de dados (Cerioli,
2002). E por isso que no processo, a permutacdo dos elementos das matrizes n&o

se d4 de forma independente. Neste caso, a correlacdo das duas matrizes é

SP(X.Y)

JS85(0). ss(v)’

produto cruzado de X e Y sobre a raiz quadrada do produto das somas dos

classicamente definida como: ryy = onde r é a razdo entre o

guadrados. Nota-se que o denominador da equacdo acima é insensivel a
permutacéo, de tal modo que somente o numerador sera alterado mediante permuta
de linhas e colunas. Pode-se entdo perceber que apenas a quantidade que vai

realmente mudar entre as permutacdes é o produto de duas matrizes assinaladas
— _ VN i . . .
como Zyy = X *Y = };; Xj=1X;j Yij que é o Unico termo varidvel envolvido no

célculo do produto cruzado. O procedimento de teste de Mantel aplicado a duas
matrizes, entdo, consiste em calcular a quantidade Zxy a partir das matrizes
originais, permutar as linhas e colunas de uma matriz, mantendo a outra constante,
e cada vez recalculando *Xyz comparando cada uma dessas vezes ao valor original

de Zxy (Guillot and Rousset, 2012).



2.10. A Escolha do marcador. o gene period (per) em estudos de
complexos de espécies.

A escolha de um marcador molecular eficiente como os envolvidos no
isolamento reprodutivo é particularmente interessante em estudos de especiacao
em insetos vetores. Em Lu. longipalpis, fragmentos de genes implicados no controle
de caracteristicas do som de corte, importante no isolamento sexual como o
homologo do cacophony de Drosophila e genes participantes do ciclo circadiano
como period figuram como os mais utilizados (Kyriacou and Hall 1982, 1986, Ritchie
et al. 1999). Neste trabalho usou-se como marcador o gene period que em
Drospophila melanogaster e espécies afins participam da ritimicidade dos sons de
corte (Kyriacou and Hall 1980, Demetriades et al. 1999). Estes ritmos sdo espécie-
especificos e aparentemente séo utilizados pelas fémeas para reconhecer
individuos da mesma espécie (Kyriacou and Hall 1982, 1986, Ritchie et al. 1999).

Como os controles por diferencas de ritmos parecem contribuir para o
isolamento reprodutivo entre 0s grupos, o gene period pode ser considerado como
um "gene de especiacado" (Coyne, 1992). A proteina codificada por period (per) € um
autorregulador do seu préprio gene, além de regular o gene timeless (tim), estando
ambas associadas ao ciclo de feedback negativo, que é central para a determinacao
da ritmicidade circadiana (Hall, 2003). O gene per codifica uma proteina de
aproximadamente 1200 aminoacidos (Citri et al., 1987), apresentando duas regides
de grande importancia: o dominio PAS, que corresponde ao dominio de dimerizacao
localizado em uma regido conservada (Hoffman et al., 1991; Colot et al., 1988); e
uma regido ndo conservada, que apresenta repeticbes dos aminoacidos treonina e

glicina, conhecida como regiédo Thr-Gly (Colot et al., 1988).



Trabalhos envolvendo o gene period como marcador para testes de
divergéncia foram iniciados por Peixoto et al. (2002b) e Bauzer (2002); em 2006,
Mazzoni et al. (2006) estudaram a variacdo deste gene em cinco diferentes
populacdes de Lu. intermedia e Lu. whitmani, encontrando haplétipos “tipicos” de
uma espécie em individuos de outra espécie, sugerindo a ocorréncia de
introgressao ou a persisténcia de polimorfismos ancestrais. Nestes trabalhos e nos
seguintes apenas uma regido com 266 pb deste marcador foi utilizada em
inferéncias genético-populacionais e de filogenia. Este fragmento se localiza entre o
dominio PAS e a regido Thr-Gly (Zheng et al., 1999), e engloba quase que
completamente o dominio de localizacdo citoplasméatica (CLD), além de possuir um

intron de 54 pb (Bauzer et al., 2002a) (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura genébmica do gene “period” em D. melanogaster com seus 20 éxons. Em

destaque regido utilizada em estudos genético-populacionais. (Fonte: Gotter et al., 1999).

Este mesmo fragmento também tem sido utilizado por outros autores
empregando métodos alternativos como Fsr, AMOVA e rede de haplotipos na
tentativa de resolver questdes taxonomicamente contraditérias em Lu. longipalpis

mas os resultados até o0 momento apresentam inconsisténcias (Araki et al., 2009;



Bauzer, 2002b). Estas inconsisténcias talvez se devam ao tamanho limitado do
fragmento (266 pb) até entdo utilizado em outros trabalhos (Bauzer et al., 2002 a) e
neste caso, a utilizagdo de um fragmento maior como o utilizado em nosso trabalho
com 525pb, em associacdo com ferramentas analiticas intensivas figure como uma
alternativa na determinacéo da diversidade e estruturacéo genética das populagdes
nordestinas de Lu. longipalpis, bem como fornecam subsidios para uma

extrapolacéo acerca do real status taxondmico deste inseto vetor no Brasil.



3. Objetivos

3.1 Geral

e Avaliar os niveis de diversidade genética entre populacdes naturais de
Lutzomyia longipalpis de duas localidades do Estado do Ceard, por aplicacdo
de Metodologias analiticas multiplas visando contribuir no reconhecimento do

status taxondmico desta espécie no pais.

3.2 Especificos

e Aplicar metodologias de analise que viabilizem a investigacdo dos
padrdes de variabilidade genética do gene period, argumentando acerca do
significado evolutivo das variagdes encontradas;

e Correlacionar os padroes de diferenciacdo genética e distancia
geograficas observados entre as populacbes de Lu. longipalpis, visando
identificar eventuais inconsisténcias que possam estar relacionadas a
existéncia de processos incipientes de especiacao;

e Implantacdo de uma plataforma multi-metodologica que forneca
subsidios para o entendimento do real status taxondémico de populacdes

brasileiras de Lu. longipalpis.



4. Material e Métodos

4.1. Conjunto de dados

Os 118 espécimes de Lu. longipalpis analisados neste trabalho foram
coletados entre setembro de 2008 e agosto de 2009 nas localidades cearenses de
Caririagu (07°02'31"S / 39°17'02"W,; area: 637,4 Kmz?; altitude média: 715 m) e
Sobral (3°41'15"S / 40°21'5"W; area: 2.122,9 Kmz; altitude média: 69 m), ambas
inseridas no bioma de caatinga (Figura 4). As capturas tiveram duracéo de trés dias
consecutivos e foram realizadas com armadilhas luminosas do tipo CDC. Em
seguida, com o auxilio de estereomicroscépio, os espécimes de Lu. longipalpis
foram separados quanto ao sexo e quanto ao numero de pintas tergitais (uma ou

duas pintas, aqui denominados de 1S e 2S, respectivamente).

SOBRAL —

CARIRIACU

Figura 4: Pontos de coleta dos espécimes de Lutzomyia longipalpis (1S e 2S). Sobral,
Ceara (03°40'57.89"S, 40°21'4.20"0O) e Caririagu, Ceara (07° 02' 32" S, 39° 17' 01" O).

(Fonte: EMBRAPA).

A extracdo do DNA foi realizada segundo um protocolo padronizado a base do

uso de Chelex 5%, que consistiu nas seguintes etapas: 1) maceragdo da amostra



em tubos plasticos contendo 100ul de Chelex® (Bio-Rad-Richmond, California,
USA); 2) incubacgdo das amostras a 55°C por uma hora e a 94°C por 30 minutos; 3)
centrifugacdo a 13.000 rpm por seis minutos; e 4) recuperacado e estocagem do
sobrenadante a -4°C.

O DNA foi quantificado em espectrofotometro (GE Healthcare Life Sciences,
Detroit, USA) e utilizado para a amplificacdo do marcador period com 0s primers
FW1 (5 AGCATCCTTTTGTAGCAAAC 3) e RW1 (5 TCAGATGAACTCTTGCTGTC
3’), descritos por Mazzoni et al. (2006). Apés a eletroforese, os produtos de
amplificagéo (36 Sobral 1S — SOBL1S; 23 Sobral 2S — SOB2S; 28 Caririagu 1S —
CARL1S; e 31 Caririagu 2S — CAR2S) foram visualizados em gel de agarose a 1%. A
purificacdo dos amplicons foi realizada com o Kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega Corporation, Madison, USA). O sequenciamento dos produtos
amplificados foi realizado com o kit BigDye 3.1 (Applied Biosystems, Foster City,
California,USA), no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (Fiocruz/PE) e no
Laboratodrio Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPE. Os cromatogramas
gerados foram analisados com o programa Staden v. 1.6 (Staden, 1996). A
especificidade das reacdes de sequenciamento foi confirmada pelo Blast (Altschul et

al, 1990).

4.2. Anélises de estruturacdo genética

Os estimadores de Fst pareado foram obtidos com o software Arlequin v. 3.5
(Excoffier et al., 2005) utilizando-se 1000 permutacfes aleatdrias. A matriz de Fsr
gerada foi usada na construcdo de um dendrograma baseado no método de
distancia UPGMA com o software MEGA v. 4.0 (Tamura et al., 2007). As matrizes

de Fst e de distancia geografica foram comparadas pelo Teste de Mantel (Mantel,



1967) utilizando o programa Multivar-Mantel for Windows v. 1.19 (Liedloff, 1999)

com 1000 permutacdes aleatérias. As variaveis usadas na construcdo da matriz
geografica foram as distancias lineares em quildmetros entre os morfotipos 1S das
duas localidades estudadas, somando-se um quildmetro para os individuos dos
morfotipos 2S de cada uma delas. A rede de haplotipos foi inferida mediante o
método de median-joinning network (Bandelt et al., 1999), utilizando o programa
Network v. 4.5 (http://fluxus.engineering.com/sharenet.htm).

As interpretacfes filogeograficas foram feitas com testes de expanséo
demografica e espacial usando o software Arlequin v. 3.5 (Excoffier et al., 2005). A
estruturacdo populacional foi averiguada utilizando-se AMOVA (Excoffier et al.,
1992), que se baseia na avaliacdo de diferentes grupos hierarquicos. A estruturacdo
genética das populacdes de Lu. longipalpis foi verificada com o programa Structure
v. 2.3 (Pritchard, 2000), que se baseia num algoritmo de agrupamento bayesiano
que estima a probabilidade de um individuo pertencer a uma dada populacéo.
Foram descartadas as 20.000 interagOes iniciais, seguidas por 200.000 interacfes
de Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC), repetindo este procedimento para cada
namero de populagbes K, ajustado de 1 a 10. Para determinar o nimero de grupos

K mais provavel foi utilizada a quantidade ad hoc AK (Evanno et al., 2005 ).

4.3. Analises filogenéticas

Para as andlises filogenéticas foram utilizadas as sequéncias nucleotidicas
previamente descritas. As sequéncias foram alinhadas utilizando-se o programa
MEGA v.4 (Tamura et al., 2007) e o teste de sinal filogenético foi realizado com o
programa TREE-PUZZLE v. 5.2 (Schmidt, 2002). A escolha do melhor modelo

evolutivo foi realizada com o software jModelTest v 0.1.1 (Posada, 2008). Arvores



de maxima verossimilhanca foram geradas com o programa PhyML v. 3.0 (Guindon
and Gascuel, 2003), enquanto que a avaliacdo da consisténcia dos ramos foi

realizada com teste de bootstrap (Felsenstein, 1985) com 1000 pseudo-replicacdes.



5. Resultados

5.1. Propriedades gerais das sequéncias de segmentos do gene period (per)

de Lu. longipalpis

Foram analisadas 118 sequéncias de um segmento do gene period que
atenderam os critérios de qualidade definidos na secdo Material e Métodos (525 pb
de extensdo e valores de Phred = 40). A analise das sequéncias dos quatro
morfotipos (SOB1S, SOB2S, CAR1S e CAR2S) revelou a presenca de 51 sitios
polimorficos (Figura 5), sendo os morfotipos SOB1S e CAR1S os mais variaveis
(Tabela 1; Anexo I). O morfotipo SOB1S apresentou 0 maior numero de sitios
polimérficos e, por este motivo, foi escolhido para representar a matriz que
relacionou a quantidade de polimorfismos com os valores das distancias genéticas
obtidas (Figura 6). Dados semelhantes foram produzidos para os outros morfotipos

e podem ser visualizados no Anexo Il.
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Figura 5: Representacdo grafica de 51 sitios varidveis de um segmento do gene period de Lu.
longipalpis entre os morfotipos 1S e 2S dos municipios de Sobral (SOB1S e SOB2S) e Caririagu
(CAR1S e CAR2S). O tamanho de cada nucleotideo é proporcional a sua frequéncia para 0s

determinados sitios. O logo foi construido com o programa WEBLOGO 3. (Crooks et al., 2004).




Tabela 1. Caracteristicas gerais de 118 sequéncias de um segmento de 525 pb
do gene period de espécimes de Lutzomyia longipalpis dos municipios de Sobral

e Caririacu, Ceard, Brasil.

SOB1S SOB2S CAR1S CAR2S Média

Sequéncias 36 23 28 31 29,5
Numero de sitios polimorficos 34 20 31 21 26,5
Sitios informativos de parciménia 30 16 20 13 19,7

SOBL1S = Sobral 1S; SOB1S = Sobral 1S; CAR1S = Caririagu 1S; CAR2S = Caririagu 2S.

Hapldtipos
Numero de diferengas pareadas

Haplétipos

Figura
morfotipo Sobral 1S. Em destaque haplétipos com maior distancia. *Gerada pelo pacote estatistico

em linguagem R usando os dados de saida do software Arlequin versdo 3.5.1.2.



5.2. Anélises de Distancia Genética

As andlises baseadas nos valores de Fst confirmaram a presenca de duas
entidades genéticas distintas (1S e 2S em ambas as localidades), com um
componente de variacdo maior que 40% e com valor de p menor que 0,05. Ja entre
morfotipos idénticos provenientes de localidades distintas, as variagdes encontradas
foram minimas (Fst = 0,02, entre SOB1S X CAR1S; Fst= 0, paraSOB2S X CAR2S)
e estatisticamente nao significativas, evidenciando a elevada similaridade genética

entre individuos que exibem o mesmo morfotipo (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de Fst pareado para os morfotipos de Lu. longipalpis das

localidades de Sobral e Caririagu, Ceara, Brasil.

Populagdes SOB1S SOB2S CAR1S CAR2S
SOB1S -

SOB2S 0,48 )

CARI1S 0,02 0,52 -

CAR2S 0,47 0,00 0,51 -

SOB1S = Sobral 1S; SOB1S = Sobral 1S; CAR1S = Caririagu 1S; CAR2S = Caririagu 2S

As variacfes de Fst foram utilizadas na elaboracdo de uma matriz grafica de
distancia genética que pareou o0s haplotipos em grupos definidos pela intensidade
da cor azul (do claro ao escuro, do menor para o0 maior valor de Fsr,

respectivamente). O uso dessa matriz ajudou no reconhecimento do grau de



similaridade entre morfotipos semelhantes de localidades distintas — azul mais
suave (SOB1S e CARLS; SOB2S e CAR2S) e entre morfotipos distintos — azul mais
intenso (CAR1S x SOB2S; CAR2S x SOB 1S; CAR1S x CAR2S; SOB1S e SOB2S),

independentemente das suas localidades de origem (Figura 7).

05
Sobral 18 —

0.4

Sobral 28

— 03

FST

Caririagu 1S

Caririagu 25

Sobral 18 Sobral 28 Caririagu 18 Caririagu 28

Figura 7. Matriz de distancia genética baseada no Fst entre os morfotipos 1S e 2S Sobral-CE e 1S e
2S das localidades de Sobral e Caririacu, Ceara, Brasil. * Gerada pelo pacote estatistico em

linguagem R usando os dados de saida do software Arlequin versdo 3.5.1.2.

Os mesmos padrbes de divergéncia também foram obtidos quando se
empregaram métodos menos robustos de pareamento filogenético (e.g. UPGMA),
refletindo a total separacdo dos haplétipos em dois taxons distintos (1S e 2S). Com
a utilizacdo deste método foi possivel identificar variantes geogréaficos (SOB2S e

CAR2S) que possuiam menor distancia genética (Figura 8). Ainda com o método



UPGMA, foi possivel relacionar os 118 haplétipos a dois taxons distintos,
correspondentes aos morfotipos 1S (64 haplétipos) e 2S (54 hapl6tipos), ndo tendo

se observado o compartilhamento de haplétipos entre os grupos (Figura 9).

SOBRAL 18 s]
] CARIRIA(;U 1
SOBRAL 28 s]
CARIRIAGU 2

]
]

amz om0 0008 0005 o004 0002 0000

Figura 8. Dendograma gerado pelo método UPGMA a partir de matrizes de Fsr com os 118
haplétipos que compuseram os morfotipos Sobral 1S, Sobral 2S, Caririagu 1S e Caririagu 2S de

Lu.longipalpis das localidades de Sobral e Caririacu, Ceara, Brasil.




838 = E333 o,
28 99 5o BB %‘:\
s 2853582248 5 S SIS N
0% % 32333535385 . BETT AT,
a e % %8 ST EF I o b % '\h@"s
%% % 2? 0.002 $SE T o ‘?w%@%@:g,e
e P w > : S & S o / ({'% RGN,
o o X
N S & & N,
By By, > ¥ & 2R
& l‘b} S E s DTN
%, % o S S RN
e B F L AR
Y. % I° o0 N B,
N A F 2 Q0 %5
o % % & \\%
A P AN ®
e, = 5@"" o h\{\\\%
Sop, S 3 FONRhs
oee& 2, P o P\\%Q;
/
Soe‘_,& 74 0 ) 5“31
s o ?%a < h\)‘\s@ - b\% :“ )
%, e %\g}%ﬁ
AY; B 26
Ca, 2 ol A %%& 1
e 252 oB'® ‘mss%
2832 o %omsos
soaesm 5081 - cAmS%O
CAus — 30130
B
CAU2s13 sod| / §§E1 i
——————
S0B2507 CA ]§§g4
$0B2501 — — SGR1S
CA S0B1539
CAU2821 CA §OB}SSQ§
CAU2S11 CA 1518
CAU2S05 CA A
6 { 9.05%5533
soB2st cau GRRRS20
(Y
cauzstt Sog{ %'&%5
causstt S0814 - 8 2
VoL G
" ~ sy ? 331%6
po . 401507 6 §g
031%1 837‘90 N H
S e Gy, 6 §§55§;§
o o e 50, 281242
R 5 0’6‘2,5 §'§§6
& %5, 7
7 .r% 77 igﬁ?ﬂ
cp‘b 'L%\h J‘oe S3p 923
(,Y‘Q 5'1'»1’ J‘O "77 7
Ny S ¢ !
[Cale o o ‘4'70 (N 74
& & Y, S, 08
& % G P
& O o % %
S 7 (4
cg& F o )] ‘V& %
F&e % %, @
F IS o o S S %
&F & & @ ©, ‘91 "%,
TFFS5 s e B 2 % B
FIES o 29 % %%
F I & o= @0 B 5
CFSSEsSE3raeogsbaer Gz L
TS FE&r8zrE2F BB
“8g38agggetEe” : : : |
@ 2 g
e = = nomz n.0io 0.008 0.000

—wmmm ™ -r ™ ™ )

Sobral 2S, Caririagu 1S e Caririagu 2S de Lu.longipalpis das localidades de Sobral e Caririagu, Ceara, Brasil. (a) arvore em circulo com coloragéo

azul para o morfotipo 1S e vermelha para 2S; (b) arvore irradiada com coloragédo vermelha para o morfotipo 1S e vermelha para 2S.



5.3. Andlises de estruturagcdo genética

Para os testes de estruturacdo genética das populacdes de Lu. longipalpis, o
programa Structure indicou o nUmero mais apropriado de populacdes como sendo K =
2, apoiado pelo valor de Ak e confirmado pela probabilidade a posteriori. Sucessivos
aumentos em K ndo conseguiram separar 0os dois principais agrupamentos em grupos
adicionais, confirmando a presenca de apenas duas entidades genéticas distintas (1S e
2S). Esta informacdo também foi sustentada pela constatagdo da auséncia de

haplétipos compartilhados (Figura 9) e pela baixa probabilidade de parentesco (< 20%)

o

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00
cNnpi1c cNp2cC CARlS CARZS
—f
2,5
2 \ K Ln POX\K)  P(K\X)*
1.5 \ 1 -499 0,00
< 3 2 -394,1 1
0,5 3 -449,6 0,00
0 4 -447 .4 0,00
2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 -448,6 0,00
K
ssumindo o valor a prioride K (K =1, 2, 3, 4, 5).
R ' tipos de Lu. longipalpis da cidade de Sobral e

Caririacu, Ceara, Brasil. (a) Distribuicao de Q de cada individuo para cada grupo. Cada individuo é
representado por uma Unica linha vertical dividida em K cores, o tamanho do segmento colorido indica o
grau de parentesco de cada individuo aquele grupo. (b) Estimativa do nimero de populagfes apropriado
de acordo com Evanno et al. (2005). (c) Probabilidades a posteriori estimadas de K, para as localidades

de Sobral e Caririagu-CE



5.4. Andlises Filogenéticas e Genético-populacionais

5.4.1. Filogenia dos morfotipos 1S e 2S

Os mapas de maxima verossimilhanca constataram a presenca de sinal
filogenético para todos os conjuntos de dados nos quatro morfotipos, apresentando
mais de 70% dos quartetos resolvidos (dados ndo mostrados). O modelo evolutivo
GTR+I+G foi o que melhor representou as diferencas entre os morfotipos 1S e 2S, com
um valor de bootstrap significativo (57%) suportando a separacdo dos clados (Figura
11) e a total separacdo existente entre os morfotipos SOB1S e SOB2S(Figural?2) e
CAR1S E CAR2S(Figura 13). Em todos os mapas de verossimilhanga, sequéncias do
gene period de Lutzomyia cruzi, Drosophila melanogaster, D. mauritana e D. simulans,
usados como grupos externos, garantiram o enraizamento parcimonioso do conjunto de

dados analisado neste trabalho.
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Figura 12: Arvore de maxima verossimilnanca observada para as populacoes de Sobral, Ceara, Brasil,

baseada no modelo evolutivo GTR+I+G. Nota-se que esta topologia conseguiu agrupar os morfotipos em

dois clados distintos 1S em azul e 2S em vermelho. A arvore foi enraizada com quatro grupos externos

diferentes para obter melhor polarizacdo da mesma.
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5.4.2. Analise de variancia Molecular (AMOVA)

As anadlises de variagdo molecular das sequéncias do gene period de Lu.
longipalpis revelaram valores de Fst bastante significativos (Fst = 0,40) quando
subdivididos em seus quatro morfotipos (SOB1S, SOB2S, CAR1S, CAR2S) e ainda
mais significativos (Fst = 0,599) quanto as suas diferencas internas (Tabela 3). Foi
detectada ainda a existéncia de trés outros niveis de significAncia no conjunto de dados
analisados: moderado, como o encontrado na relacdo entre os morfotipos de SOB1S e
CARL1S; com significAncia minima (SOB2S); e com significancia nula, como o
encontrado no morfotipo CAR2S (Figura 14). As variacdes de Fsr relacionadas a
ancestralidade dos grupos revelaram um tempo menor de divergéncia para oS
morfotipos SOB1S e CARLS, suportado pela andlise de mismatch da distribuicdo
observada (- = 8,51), com taxas de mutagdo constantes entre as localidades (Figura

15).

Tabela 3: Analise de Variancia Molecular, aplicando-se o FST de Wright (1969), para as 118
sequéncias do fragmento de 525 pb do gene period de Lu. longipalpis provenientes das

localidades de Sobral e Caririagu, Ceara, Brasil.

Fonte da Variacao Graus de  Somados Componentes  Porcentagem

liberdade quadrados de Variancia de Variancia
Inter e Intrapopulacionais 3 216,7 2,3 40,0
Intrapopulacionais 114 401,3 3,5 59,9
Total 117 890,3 4,3

FST: 0.40025 *p < 0.05



NUMERO MEDIO DE DIFERENGAS PAREADAS

Sobral 1S

Entre as populagoes

Sobral 28

Dentro das populagdes

Caririagu 1S

Caririagu 2§

<

Distancia de Nei (d)

Sobral 18
Sobral 28

Figura 14. Matriz ¢

Caririagu 18
Caririagu 28

tre os grupos; dentro dos
grupos; e distancia de Nei para os morfotipos 1S e 2S das localidades de Sobral e Caririagu, Ceard,

Brasil.

TEMPO DE DIVERGENCIA ENTRE AS POPULAGOES

Sobral 18

Sobral 28

Caririagu 18

Caririagu 28

-

Sobral 1S
Sobral 28
Carirlagu 18
Caririagu 28

Figura 15. Matriz gipalpis. Em evidéncia o

elevado valor t presente entre os morfotipos 1S e 2S das localidades de Sobral e Caririacu, Ceard,

Brasil. * Gerada pelo pacote estatistico em linguagem R usando os dados de saida do software Arlequin

versdo 3.5.1.2.



5.4.3. Correlacédo entre expansao demogréfica e espacial

O teste de Mantel n&o detectou correlacdo significativa entre as matrizes de Fsr
e de distancia geografica (r = 0,64 — n&o significativo com p = 0,07), comprovando que
a distancia genética entre os morfotipos néo esta relacionada ao aumento da distancia
geografica entre as localidades (Figura 16; Tabela 4). As curvas de expansao
demogréfica e espacial foram similares, uni ou bimodais e assimetricamente positivas
em relac@o aos valores centrais. A sobreposicdo das curvas de expansdo demografica
sobre as de expansédo espacial sinalizam para a possivel ocorréncia de eventos de
expansao ndo atuais e subitos, em um primeiro cenario temporal com o morfotipo 2S
(maior estruturacdo) e em um segundo cenario com o morfotipo 1S (menor
estruturacdo) (Figura 17). A rede de haplotipos (Figura 18) também suporta esta
afirmacéo, j& que o maior numero de haplétipos compartilhados € encontrado no
morfotipo 1S (nove haplétipos), inclusive, com um haplétipo intermediario entre os

morfotipos 1S e 2S, podendo ser considerado um elo entre eles (Figura 18).

0.000-fy L

I I I 1 I 1 I
0,051 0,131 0,251 0,351 0,451 0,551 0,651 0,751
Distancia Geografica

Figura 16. Testerae Mantelr gerago com as matlzes 0e Fst e ValizZz geogranca: No eixo horizontal,

valores que representam a distancia geografica em quildmetros e os valores de Fst entre os morfotipos.



Tabela 4. Distancias geografica (km) e genética (Fst) entre os morfotipos de Lu.
longipalpis nas localidades Sobral e Caririagu, Ceara, Brasil. Na diagonal superior os
valores da distancia genética (Fst) entre os morfotipos e na diagonal inferior os valores

da distancia geografica (Km).

Distancia geografica SOB1S SOB2S CAR1S CAR2S Distanciagenética

SOB1S - 0.48 0.02 0.47 SOB1S
SOB2S 0.00 - 0.52 0.00 SOB2S
CAR1S 0.73 0.73 - 0.51 CAR1S
CAR2S 0.74 0.73 0.00 - CAR2S

SOB1S = Sobral 1S; SOB1S = Sobral 1S; CARL1S = Caririagu 1S; CAR2S = Caririagu 2S. Fonte: O autor
(2013)
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5.4.4. Analises da diversidade molecular

As andlises de diversidade molecular estimadas por 6 refletiram um nivel de
relativamente baixo de diversidade haplotipica para os morfotipos SOB2S e CAR2S,
com valores de 6S e Or similares.

A correlacdo existente entre os valores 6 e a diversidade haplotipica
ressaltaram um padrao de ancestralidade com menor tempo de divergéncia para o
tipo morfolégico 2S (Figura 19). O padrdo de ancestralidade para este morfotipo
também € suportado pelos valores de t (Tabela 7), quando se assume que as taxas
de mutacao sao constantes.

As mutacBes encontradas entre os haplotipos (transicbes e transversdes)
apresentaram frequéncias iguais entre os tipos morfolégicos, sendo as transversées
menos comuns no tipo morfoldgico 2S (Tabela 5). MutagBes do tipo Indel (insercdes
ou delec¢des) nao foram encontradas em nenhum dos morfotipos.

Os testes D de Tajima e Fs de Fu aplicados para os mesmos morfotipos

evidenciaram discordancias entre as estimativas de 6 geral e 7, porém com valores

negativos e altamente significativos para Fs de Fu, indicando a auséncia de
expansdo populacional (Tabela 6). O indice de irregularidade (do inglés,
Raggedness) com bootstrap paramétrico simulou novos valores 6 para antes e
depois de uma suposta expansdo demografica e neste caso, assumiu valor igual a

zero para todos os morfotipos (Tabela 7).



Tabela 5. indices de Diversidade Molecular para as 118 sequéncias do fragmento de
525 pb do gene period de Lu. longipalpis agrupadas em quatro morfotipos distintos das

localidades de Sobral e Caririagu, Ceard, Brasil.

INDICES SOB1S SOB2S CAR1S CAR2S Média D.P.
Transicoes 22 17 20 17 19.0 24
Transversoes 12 03 12 04 7.7 4.9
Substituicdes 34 20 32 21 26.7 7.2
Indels 0 0 0 0 0 0
n 8.6 6.1 7.3 5.6 6.9 1.3
s 8.1 54 7.9 5.2 6.7 1.5
S (d.p) 2.7 2.0 2.8 1.9 2.4 0.4
On 8.6 6.1 7.3 5.6 6.9 1.3
8r (d.p) 45 3.3 3.9 3.0 3.7 0.6

SOB1S = Sobral 1S; SOB1S = Sobral 1S; CAR1S = Caririagu 1S; CAR2S = Caririagu 2S



—_— 0 (9% Cl)y ~
6y (+/- 1 sd)
© -
~
© |
© -
D
<
o
o~
-
o
T I I T
@ g 2 8
—-— — 3
E 5 g g
3 s £ =
7] w H ]
o o

Figura 19. Gréfico dos indices de diversidade molecular em popula¢des de Lu. longipalpis dos

morfotipos 1S e 2S das localidades de Sobral (SOB1S e SOB2S) e Caririacu CAR1S e CARZ2S,
Ceara, Brasil. No gréfico os valores de 8: (8k) Relag&o entre o nimero esperado de alelos (k) e o
tamanho da amostra; (BH) Homozigosidade esperada numa relagcdo equilibrada entre deriva e
mutacao; (8S) Relagdo entre 0 niumero de sitios segregantes (S), o tamanho da amostra (n) e o0s
sitios ndo recombinantes; (8m) Relacdo entre o numero médio de diferencas pareadas (m) e 0. *
Gerada pelo pacote estatistico em linguagem R usando os dados de saida do software Arlequin

versao 3.5.1.2.



Tabela 6. Testes de Neutralidade para as 118 sequéncias do fragmento de 525 pb do gene period de Lu. longipalpis das

localidades de Sobral e Caririacu, Ceara, Brasil, agrupadas em quatro grupos distintos.

TESTES SOB1S SOB2S CAR1S CAR2S Média D.P.
EWENS-WATTERSON

NUmero de Alelos 36 23 28 31 29.50 5.44
CHAKRABORTY'S

NUmero esperado de alelos 4.6 9.94 11.91 10.96 11.85 2.00
D DE TAJIMA

Tamanho da amostra 36 23 28 31 29.50 5.44
S 34 20 31 21 26.50 7.04
T 8.64 6.10 7.30 5.61 6.91 1.35
D de Tajima 0.19 0.46 -0.30 0.23 0.14 0.32
D de Tajima (valor p) 0.62 0.70 0.41 0.65 0.60 0.13
FS DE FU

NUmero de alelos 36 23 28 31 29.50 5.44
O 8.64 6.10 7.30 5.61 6.91 1.35
Numero esperado de alelos 14.60 9.94 11.91 10.96 11.85 2.00
FS -24.82 -21.64 -24.90 -25.38 -24.18 1.71
FS (valor p) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

SOB1S = Sobral 1S; SOB1S = Sobral 1S; CAR1S = Caririacu 1S; CAR2S = Caririacu 2S



5.4.5 Andlise do efeito de expansao populacional

Para cada um dos morfotipos, entendidos aqui como grupos de individuos
em cada ponto de coleta, foi calculado um valor de M (valor resultante de uma
expanséo espacial simulada) com o uso de programa Arlequin v. 3.5.

Neste cenario, o valor de M foi similar ao encontrado para expansao
demografica (r =0) e esta similaridade entre os dados demograficos e espaciais
revelou uniformidade na dispersdo dos grupos, inclusive quando considerada a

média atual do valor de 8 igual a 0,69 (Tabela 7).



Tabela 7. Simulacdes da expansdo demografica e espacial baseadas nos indices 1, 6 e M, do gene period para 0s quatro

morfotipos de Lu. longipalpis. das localidades de Sobral e Caririacu, Ceara, Brasil

TESTES SOB1S SOB2S CARI1S CAR2S Média D.P.
EXPANSAO DEMOGRAFICA

T 8.51 5.71 6.20 6.02 6.61 1.28
T qt 5% 5.92. 4.20. 4.97. 3.96. 4.76. 0.88
00 0.00 0.54 0.98 0.00 0,38 0.47
80 gt 5% 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
01 28.62 99.00 99.00 31.00 50.40 56.59
01 gt 5% 91.71 42.82 59.23 88.43 70.55 23.55
D.P. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
D.P. (valor de p) 0.70 0.52 0.53 0.47 0.55 0.10
R 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00
EXPANSAO ESPACIAL

T 7.47 5.72 6.22 6.02 6.36 0.76
T gt 5% 5.74 3.86 4.26 4.20 4.52 0.83
4] 1.28 0.52 0.96 0.00 0.69 0.55
8qt 5% 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
M 93.80 99.00 23.05 99.00 50.46 56.13
M gt 5% 26.71 14.10 17.79 22.47 20.02 56.69
D.P. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SSD Modelo (valor de p) 0.66 0.55 0.45 0.32 0.49 0.14
R 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00



SOB1S = Sobral 1S; SOB1S = Sobral 1S; CAR1S = Caririagu 1S; CAR2S = Caririagu 2S



6. Discussao

Com o0 uso de metodologias de analise filogenética e de estruturacéo
populacional ainda nédo utilizadas em populacdes brasileiras de Lu. longipalpis, foi
possivel detectar a existéncia de espécies irmas ocorrendo em simpatria nas
localidades de Sobral e Caririagu no Estado do Cearad. Os morfotipos (SOBLS,
SOB2, CAR1S e CAR2) aqui descritos como correspondentes as subpopulacfes
das duas localidades, tiveram suas distancias genéticas, suportadas pelas anélises
de Fsr utilizando o marcador per (sem distincdo fenotipica), e estruturacdo
suficientemente significativos para tal interpretacéo.

Autores como Arrivillaga et al. (2003), Azevedo et al. (2000), Mukhopadhyay et
al. (1997) (1998) e Mutebi et al. (1999), ndo conseguiram fazer inferéncias
significativas sobre esta questdo, exatamente por ndo encontrarem niveis
significativos desta estruturacdo em populacfes de Lu. longipalpis, sé descritos pela
primeira vez por Coutinho-Abreu et al. (2008) de forma moderada, em populacdes
deste inseto separadas pelo antigo curso do Rio S&o Francisco.

Diferentes graus de estruturacdo foram detectados para morfotipos de uma
mesma regido geografica, sendo essencialmente maiores entre morfotipos iguais
provenientes de regides geograficamente distintas. Os morfotipos SOB1S e CARL1S,
ndo apresentaram nivel de estruturacdo significativo talvez por nao possuirem
variacao inter-haplotipica consideravel, sendo estas as principais componentes na
estruturagdo moderada e alta para os morfotipos SOB2S e CAR2S,
respectivamente. Estes dados sugerem que o alto grau de estruturacéo presente em
CAR2S, pode estar relacionado a uma perda de haplotipos intermediarios ao longo
das geracOes, associada a auséncia de fluxo génico em populagbes de Lu.

longipalpis (Lins et al., 2008).



Estes niveis de estruturacdo também foram suportados por metodologias
simples de pareamento filogenético como UPGMA e por mais complexas como a
rede de haplétipos, que neste caso, com um padrdo descontinuo de divergéncia
genética entre os grupos (suportando a ocorréncia de isolamentos geograficos
decorrentes de eventos pretéritos de fragmentacéo), foi observada uma numerosa
guantidade de ramos com muitos passos mutacionais. Estas mutacdes,
possivelmente se fixaram por deriva devido ao efeito fundador, que acompanha o
comportamento de dispersédo e/ou perda de haplétipos intermediarios ao longo das
geracOes (Avise and Walker, 1999).

Os valores encontrados para distancia genética suportam a presenca deste
padrdo descontinuo de divergéncia entre os morfotipos estudados, ja& que
consideraram importantes as minimas diferencas entre os grupos quando 0s
haplétipos entre eles foram permutados, bem como a inferéncia de valores maiores
ou iguais ao observado na proporcao dessas permutacdes, inclusive, pelo valor de p
do teste.

A discriminacdo das duas entidades genéticas associadas aos fenétipos 1S e
2S, bem como a presenca dos dois fenétipos de forma simultdnea nas localidades,
foi percebida quando as variacdes inter-haplotipicas foram hierarquizadas em todos
0s componentes de covariancia, por suas diferencas intra e interindividuais ou intra
e interpopulacionais, gerando dendogramas que suportaram a ideia de que as
diferencas significativas encontradas entre SOB1S e CARLS, por exemplo, sejam
compartilhadas mais em sua forma que em seu numero, ja que o resultado do Fsr
entre estes morfotipos foi tdo baixo.

As analises da expansao espacial-demografica revelaram uma distribuicéo

diferente para os grupos, resultantes das diferencas encontradas nas frequéncias



em relacdo aos valores centrais. A curva bimodal e assimetricamente positiva para o
morfotipo CAR2S, sugere um evento antigo de expanséo, uma vez que se observa
para este morfotipo especificamente, uma discordancia entre 0 numero de sitios
divergentes e os valores 6, sendo ainda suportados pelos valores dos testes D de
Tajima e FS de Fu. Estes resultados sdo semelhantes aos descritos por Scarpassa
et al. (2012) quando analisaram a possibilidade de popula¢cdes amazébnicas de Lu.
umbratilis pertencerem a um complexo de espécie.

A associacdo dos valores descritos anteriormente (Fst e de diversidade
molecular) a indices de expansdo como o de irregularidade, suporta a ideia do
equilibrio demogréfico e espacial em um dado morfotipo (SOB2S) e uma atual
propensdo a expansdo demogréfica em outro (SOB1S). Alguns autores como
Arrivillaga et al. (2002), acreditam que padrbes atuais de expansdo como 0S
descritos neste trabalho se estabelecam principalmente em funcdo de possiveis
eventos de expansdo passados que, neste trabalho, foram analisados
significativamente por testes robustos (utilizam em seu script, 0 nUmero maximo das
diferencas mutacionais encontradas) que revelaram a configuracdo do cenério de
estruturacédo populacional percebido atualmente.

Esta observacdo suporta a ideia de que os niveis de estruturacdo devem estar
mais associados as caracteristicas biolégicas compartilhadas (pintas tergitais) do
gue ao isolamento por distancia como presumido nos trabalhos de Araki et al.
(2009), Bauzer et al.(2002) e Mazzoni et al. (2006) e (2008) e como nenhuma
relacéo entre a distancia genética e a distancia geografica foi estabelecida para os
morfotipos, a falta de fluxo génico (observada pelo ndo compartilhamento

haplotipico) deve ser suportada pela presenca de barreiras geograficas e pela baixa



capacidade de voo do inseto (Arrivilaga et al., 2001), levando ao isolamento
geografico dos dois tAxons encontrados para Lu. longipalpis.

Nas populagbes em que ha simpatria entre os morfotipos, as andlises de
méxima verossimilhanca, testes de atribuicdo, valores de Fst e AMOVA também
suportaram a existéncia de uma ordem decrescente nos padrdes de estruturacao
genética nas localidades Sobral e Caririagu, respectivamente. Em Sobral, o padréo
fenotipico associado ao complexo de espécies cripticas € sustentado por todas as
metodologias empregadas e tanto a quantidade quanto a frequéncia dos
polimorfismos genéticos dentro das populagbes, sugerem que a diversidade
molecular dos morfotipos 1S e 2S é devida as substituicdes sinbnimas como
principais componentes das variacoes.

Os estimadores 8 mesmo sendo extremamente sensiveis a qualquer forma de
variagdo molecular (Fu, 1997), suportaram a uniformidade entre os resultados
encontrados por todas as metodologias empregadas, podendo ser interpretados

como a confirmacéo filogenética ora assumida.



Conclusoes

A abordagem multi-metodolégica figurou como alternativa confiavel na
resolucdo de conflitos taxondmicos de Lutzomyia longipalpis para as duas
localidades estudadas separando os morfotipos 1S e 2S em duas entidades
genéticas distintas no Estado do Ceara.

As andlises baseadas no indice Fst evidenciaram a presenca de duas
entidades genéticas distintas, sendo uma formada pelos individuos que exibem
uma pinta tergital (SOB1S e CAR1S) e outra pelos individuos que exibem duas
destas pintas (SOB2S e CAR2S);

A arvore filogenética gerada através do método de maxima verossimilhanca
confirmou o status monofilético dos grupos 1S e 2S, ratificando a importancia
da utilizacdo de multiplos grupos externos na polarizacdo dos dendogramas;
As analises de maxima verossimilhanca, o teste de atribuicdo, o indice de
fixacdo e a AMOVA indicaram que existe uma ordem decrescente nos padroes
de estruturacdo genética entre as localidades estudadas;

No contexto filogeogréfico, ndo houve relacdo entre as matrizes de distancia
genética (Fst) e geografica evidenciando a falta de relacdo entre a
estruturacdo encontrada e o fluxo génico entre 0s grupos;

A falta de fluxo génico, suportada pela presenca de barreiras geogréaficas e
outros acidentes geoldgicos, possivelmente contribuiu no isolamento dos
grupos em seus morfotipos distintos;

Nos testes de atribuicAo genética, a discriminacdo de duas entidades
genéticas (1S e 2S), suporta a ocorréncia de retencdo de polimorfismo

ancestral, ja descritos para o género;



e O morfotipo 2S apresentou menor estruturacdo genética, caracterizando-o

COmMo um grupo mais antigo e ndo propenso a uma atual expansao geogréafica;
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Haplotype

001
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003
004
005
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o007
o008
008
o010
011
012
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014
015
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o1
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021
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024
025
026

Numero de diferencas pareadas

Namero de diferencas pareadas

Numero de diferengas pareadas

Haplotype

ANEXO Il. Matriz de distancia inter-haplotipica e numero de sitios
polimorficos encontrados nos morfotipos SOBL1S (a); SOB2S (b); CAR1S
(c); SOB2S (d). *Gerada pelo pacote estatistico em linguagem R usando

os dados de saida do software Arlequin versdo 3.5.1.2.
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PO0s Graduacdo Extensdo e Artualizacdo Cppgea,
Coordenacéo Geral
Especificagao:
Elaboracdo do Relatério PDI dos cursos de Licenciatura e
Bacharelado da FANTVISA

2. Colégio de Aplicacéo Bel Mario Bezerra - CAMB*
Vinculo institucional

2004 - 2011  Vinculo: Celetista , Enquadramento funcional: Professor
titular , Carga horéria: 25, Regime: Parcial

Atividades

08/2004 - Atual Ensino médio
Especificagao:
Biologia

3. Forum Permanente Pela Vida da Bacia do Rio Tapacura - FORUM*
Vinculo institucional

2006 - 2008  Vinculo: Colaborador, Enquadramento funcional: NENHUM.
Carga horaria: 0, Regime: Dedicacao exclusiva
Atividades

04/2006 - Atual Diregéo e Administragao, Forum
Cargos ocupados:
Coordenador da Secretaria Executiva
Linhas de pesquisa

1. Bioinforméatica e Genética de Populagcbes de Insetos Vetores da
Leshimaniose Visceral

2. Citogenética de drosofilideos



polimorfismo de inversdo cromossémica

Membro de corpo editorial

1. ATHOS - REVISTA DE ESTUDOS INTEGRADOS DAS FAINTVISA
Vinculo

2009 - Atual Regime: Parcial

Areas de atuacio

agrwnE

Projetos

Genética de Populacdes e Evolugéo
Citogenética de Drosofilidios

Genética Bioguimica de Plantas Cultivadas
Citogenética de Plantas Cultivadas
Bioinformatica

Projetos de pesquisa

2011 - Atual

2011 - Atual

2003 - 2004

ESTUDO DE BIODIVERSIDADE DE DIPTEROS HEMATOFAGOS
(CULICIDAE E PHLEBOTOMINAE) EM AREAS DOS EXTREMOS
NORTE E SUL DO DOMINIO DE MATA ATLANTICA NO BRASIL
Descricao: submetido para Edital n® 47/2010 - Chamada 2 - Pesquisa
em Redes Teméticas para ampliagcdo do conhecimento sobre a biota, o
papel funcional, uso e conservacdo da Biodiversidade Brasileira,
coordenado por Carlos Brisola Marcondes cbrisola@pg.cnpq.br.
situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Integrantes: Pierre Teodosio Félix (Responsavel);

Epidemiologia Molecular da Leishmaniose Visceral em Area de
Transmissao Ativa no Sertdo do Estado de Pernambuco,

Descrigdo: submetido para Edital MCT/CNPq 14/2010 - Universal -
Faixa B - De R$ 20.000,01 a R$ 50.000,00, coordenado por Valdir de
Queiroz Balbino vgbalbino@pg.cnpqg.br. Situagdo: Em andamento
Natureza: Projetos de pesquisa Integrantes: Pierre Teoddésio Félix
(Responsavel);

Financiador(es): Ministério da Ciéncia e Tecnologia-MCT

Caracterizacdo citogenética de polimorfismo de inversdes em
cromossomos politénicos de populacdes naturais de Drosophila.
Descricdo: Projeto de pesquisa realizado no laboratério de Citogenética



1996 - 2002

1996 - 2003

da FAINTVISA
Situacédo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Graduagao (1); Especializacado (0); Mestrado
académico (0); Mestrado profissionalizante (0); Doutorado (0);
Integrantes: Pierre Teoddsio Félix (Responséavel); Suellen Cristina
da Cunha Dias
Financiador(es): Faculdades Integradas da Vitoria de Santo Antdo-
FAINTVISA

Polimorfismo de inversées e mapeamento in situ do loco Hsp83 nos

cromossomos politénicos de Drosophila malerkotliana
Descricdo: PROGRAMA: 25001019037P-1 GENETICA - UFPEDentre as
espécies do género Drosophila, a Drosophila malerkotliana tem se
destacado na nossa regido por sua faciladaptacdo e um alto indice de
ocorréncia em detrimento das outras espécies do género. Esta espécie foi
registrada noBrasil nos anos 70, e no Amazonas nos anos 80, onde foi
observado um aumento das populacdes desta espécie emrelacdo as
outras. Coletas realizadas em Pernambuco na década de 60 indicavam as
espécies do grupo willistoni e D.melanogaster como as mais freqlentes.
Drosophila malerkotliana prefere areas de vegetacdo abertas (caatinga,
cerrados,dunas e pastos) ocorrendo também em florestas de galeria e nas
restingas, sendo encontrados individuos em parques e no lixo de Séo
Paulo e no Rio Ivai no Parana. Foi relatada a dominancia desta espécie
numa reserva florestal proxima a Belém do Para, na Amazodnia, fenbmeno
que também ocorre em regiées da América Latina, como o Caribe. Este
trabalho tem como objetivo geral a caracterizacdo citogenética de
populacbes de Drosophila malerkotliana em locais do litoral
Pernambucano. Nossos objetivos principais sdo : 1) Identificar as
espécies de Drosophila ocorrentes nos diversos ambientes do Estado de
Pernambuco; e 2) Realizar estudos citogenéticos das populacdes e em
espécies de interesse;3) Determinacdo das frequéncias relativas das
espécies encontradas em cada local de coleta; 4)Construir um mapa
politénico para as populagbes nordestinas de D. malerkotliana; 5)
Localizar e descrever as inversdes encontradas em relagdo ao mapa
cromossOdmico de D. malerkotliana; 6)Determinacdo das frequéncias das
inversdes nas populagdes; e 7) Comparar os resultados obtidos com
trabalhos prévios realizados em D. malerkotliana aqui em Recife.
Situagéo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Mestrado académico (1);
Integrantes: Pierre Teoddsio Félix Tania Tassinari Rieger; José Ferreira
dos Santos (Responsavel)

Diversidade de drosofilidios do Estado de Pernambuco
Descricdo: PROGRAMA: 25001019037P-1 GENETICA - UFPEOSs relatos
sobre espécies de Drosophila do Nordeste sdo escassos, pois desde a
década de 60 ndo tém sido realizados estudos sistematicos destes



dipteros na Regido. H& relatos da ocorréncia de espécies dos grupos
melanogaster e willistoni. Iniciamos um projeto de levantamento da
diversidade de espécies e sua frequéncia relativa, em ambientes urbanos
e reservas naturais da Regido, principalmente do Estado de Pernambuco.
O objetivo principal deste projeto é caracterizar a diversidade da fauna de
drosofilidios que ocorre na regido visando selecionar espécies de
interesse para futuras investigagoes.

Situacédo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado académico (3);

Integrantes: Pierre Teodosio Félix Tania Tassinari Rieger (Responsavel);
José Ferreira dos Santos; Sandra Vasconcelos de Oliveira Silva; Sérgio
Roberto da Costa Souza Ledo Campos

Projeto de extenséao
2005 - 2008  Reflorestagua
Descricao: Projeto de reflorestamento do rio tapacura - parceria da
SNE e CAMB (FAINTVISA)
Situacédo: Concluido Natureza: Projeto de extensao
Alunos envolvidos: Graduagdo (0); Especializacdo (0); Mestrado
académico (0); Mestrado profissionalizante (0); Doutorado (0);
Integrantes: Pierre Teodoésio Félix (Responsavel);
Financiador(es): Colegio de Aplicacdo Faintvisa-CAMB, Petroleo
Brasileiro - Rio de Janeiro - Matriz-PETROBRAS

Idiomas

Inglés Compreende Razoavelmente , Fala Razoavelmente , Escreve
Razoavelmente , L€ Bem

Francés Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem, Lé Bem

Prémios e titulos
2000 Sécio Presidente, ASSOCIACAO PERNAMBUCANA DE BIOLOGOS

Producéo
Producéo bibliografica

Livros publicados

1. FELIX, P. T.

Genética de populacdes - Uma Introducéo ao Estudo dos Porcessos Evolutivos. recife :
Livro Rapido- Elégica, 2008, v.100. p.130.

Apresentacao de trabalho e palestra

1. FELIX, P. T.



ESTRUTURA GENETICA DE POPULAC}@ES BRASILEIRAS DE Lutzomyia
longipalpis (DIPTERA: PSYCHODIDAE); ABORDAGEM MULTIALGORITIMICA
UTILIZANDO O GENE PERIOD, 2011. (Conferéncia ou palestra,Apresentacao de
Trabalho)

Monografias de concluséo de curso de aperfeicoamento/especializacéo

1. Maria Andlia da Silva. A acessibilidade aos quadros funcionais da administracéo
publica e os limites do Gestor ao poder de contratar. 2009. Monografia (Pés-
Graduacéao em Gestao Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de Santo Antéo

2. Marcondes Carneiro da Silva. A Administracdo Gerencial e sua relacdo com a
governanca e a governabilidade nas organizagc6es Publicas. 2009. Monografia
(P6s-Graduacdo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da Vitéria de Santo
Antéo

3. Voleide Silva Vasconcelos. A realidade do servico social no cotidiano dos
profissionais assitentes sociais na area de saude do trabalhador. 2009.
Monografia (P6s-Graduacdo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de
Santo Antao

4. Vera Maria Travassos Oliveira. A Reforma agraria: O assentamento das familias
em terras improdutivas na zona da mata de Pernambuco, a questéo politica e a
interferéncia dos latifundiarios. 2009. Monografia (Pds-Graduacdo em Gestao
Publica) - Faculdades Integradas da Vit6ria de Santo Antao

5. Eunice de Oliveira Santos de Santana. A relagéo professor-aluno-aprendizagem.
2009. Monografia (P6s-Graduacdo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da
Vitéria de Santo Antéo

6. José Domingos dos Santos. A seguridade social no Brasil, quem faz parte deste
universo e de que forma. 2009. Monografia (Pés-Graduacdo em Gestdo Publica) -
Faculdades Integradas da Vitéria de Santo Antéao

7. lvani Gomes da Silva. Acidentes com materiais bioldgicos ocorridos entre os
profissionais de enfermagem de um hospital em Pernambuco. 2009. Monografia
(P6s-Graduacdo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da Vitéria de Santo
Antao

8. Marta Cristiani Branddo Araujo. Andlise das competéncias e expectativas do
gestor Publico: Um enfoque na geréncia empreendedora e seus entraves. 2009.
Monografia (P6s-Graduacédo em Gestédo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de
Santo Antao

9. Jeane Lima de Barros. Caracterizacdo SoOcio-Sanitaria e de Infra-estrutura na
saude Publica e sua Relagdo Evidente com a qualidade de vida nas comunidades



carentes no Municipio de Jaboatdo dos Guararapes.. 2009. Monografia (Pos-
Graduacao em Gestao Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de Santo Antéo

10. Iris Fernanda Souto Maior. Consorcio Intermunicipal para o pélo de confec¢cdes
do agreste pernambucano: A integracdo para o desenvolvimento. 2009.
Monografia (Pés-Graduacdo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de
Santo Antao

11. llse do Espirito Santo Silva. Controle Interno na Administracdo Publica: A
Busca por resultados. 2009. Monografia (Po6s-Graduacdo em Gestdo Publica) -
Faculdades Integradas da Vitéria de Santo Antéao

12. Alice Estacia da Conceicdo Marques. Controle Social no SUS através dos
conselhos de saude: Espaco de construcdo de cidadania. 2009. Monografia (Pés-
Graduacao em Gestédo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de Santo Antdo

13. Luiz Guilherme Passos Marinho. Estratégias de Controle da Corrupcdo no
Brasil. 2009. Monografia (Pés-Graduacdo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas
da Vitoria de Santo Antédo

14. Monica Maria Melo de oliveira Siqueira. Fundacdo de Amparo a Ciéncia e
Tecnologia- FACEPE 19 anos: Trajetéria e Avancos. 2009. Monografia (Pés-
Graduacao em Gestédo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de Santo Antdo

15. Nadja Bezerra da Silva. Ganhos ambientais, orgcamentarios e sociais,
adquiridos como gerenciamento publico eficaz, na coleta seletiva de lixo. 2009.
Monografia (P6s-Graduacédo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de
Santo Antao

16. Alexsandro Araujo de Sena. Gestdo do Turismo no Litoral Pernambucano: O
turismo Nautico no Litoral Norte. 2009. Monografia (Pds-Graduacdo em Gestédo
Pulblica) - Faculdades Integradas da Vitéria de Santo Antéao

17. Paulo Gualberto de Sa Janior. Gestdo em Saude: Programa Nacional de
Imunizagcdes-PNI: Cobertura vacinal de criancas e adultos no hospital Geral de
Areias. Recife-PE. 2009. Monografia (P6s-Graduagdo em Gestdo Publica) -
Faculdades Integradas da Vitéria de Santo Antéao

18. Aline Bulhdes Alvares Xavier. Gestdo escolar democratica. 2009. Monografia
(Pés-Graduagcdo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de Santo
Antéo

19. José Mauricio Ferreira de Lima. Gestdo Publica de Maos atadas. 2009.
Monografia (P6s-Graduacédo em Gestédo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de
Santo Antao



20. Maria das Gragas Santana Ferreira. Implantacdo do Plano de Greneciamento de
residuos solidos no Hospital Getulio vargas. Recife-PE. 2009. Monografia (P0Os-
Graduacao em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de Santo Antéo

21. Silvia Selma Alexandre da Silva. implantacdo do processo de reciclagem de
papel na administracdo Publica e privada: Possiveis contribuicbes na qualidade
do meio ambiente e na arrecadacdo de fundos. 2009. Monografia (P6s-Graduacdo
em Gestéo Publica) - Faculdades Integradas da Vitéria de Santo Antéao

22. Maria do Carmo Gomes da Silva. implantacdo do projeto de capacitacéo
dos(as) conselheiros(as) da saude sobre o papel do controle social nas politicas
publicas de saude, visando ao fortalecimento do sistema Unico de saude-SUS.
2009. Monografia (P6s-Graduacdo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da
Vitoria de Santo Antéo

23. Adenilda Félix de Araujo. Incra: Funcdo Social da Terra- Propriedade Rural.
2009. Monografia (P6s-Graduacdo em Gestao Publica) - Faculdades Integradas da
Vitoria de Santo Antéo

24. Giovanna Vera Cruz dos Santos. Indisciplina e violéncia no ambito escolar.
2009. Monografia (Pos-Graduacdo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da
Vitoria de Santo Antéo

25. Marcelo da Rocha Teixeira. Inovacdo na Administracdo Publica- Um estudo de
caso na prefeitura da cidade de Camaragibe. 2009. Monografia (P6s-Graduacao em
Gestao Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de Santo Antéo

26. Pollyana L'amour. O consumo de drogas e o cotidiano escolar. 2009.
Monografia (P6s-Graduacédo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de
Santo Antao

27. Marly Wanderley Souto Maior. O meio Ambiente e sua degradacdo. 2009.
Monografia (Pés-Graduacdo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de
Santo Antao

28. Gildo Rodrigues Alves. Os conselhos de saude como instrumento de controle
social. 2009. Monografia (P6s-Graduacdo em Gestao Publica) - Faculdades Integradas
da Vitéria de Santo Antdo

29. Maria Clara Cavalcanti de Almeida. Processo administrativo disciplinar: Um
estudo de revisdo sobre o gerenciamento do direito de defesa do acusado. 2009.
Monografia (P6s-Graduacédo em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de
Santo Antao

30. Erivaldo Gumercindo de Souza Filho. Acidentes no transito: Novas maneiras de
Gestdo na seguranca de usuéarios da malha viaria. 2008. Monografia (Pés-



Graduacao em Gestdo Publica) - Faculdades Integradas da Vitoria de Santo Antdo

31. Elvson Cardoso dos Santos. Sistema de cotas na universidades brasileiras:
Uma abordagem critica. 2008. Monografia (P0s-Graduacdo em Gestdo Publica) -
Faculdades Integradas da Vitéria de Santo Antéao

Eventos
Participacdo em eventos

1. Conferencista no(a) Il CONIC/CONEX FAINTVISA, 2012. (Oficina)
GENETICA~ FORENSES:USO DE TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR NA
RESOLUCAO DE CRIMES.

2. Conferencista no(a) | SIMPOSIO DE ENTOMOLOGIA APLICADA, 2010.
(Simpdsio)
Biotecnologia como ferramenta no manejo de insetos.

3. IV WORSHOP DE GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR DE INSETOS VETORES
DE DOENCAS TROPICAIS, 2010. (Oficina)

4. 1st Brazilian-German Meeting of Plant Systems Biology and Bioenergy, 2010.
(Encontro)

Organizacgao de evento

1. FELIX, P. T.
Evento em comemoracéo ao dia do Psicologo, 2008. (Congresso, Organizacdo de
evento)

Bancas
Participacao em banca de trabalhos de concluséao
Graduacéao

1. FELIX, P. T.

Participacdo em banca de Wellington Luis da Cunha. Caracterizacéo in silico de
sequéncias de Lutzomyia longipalpis(Diptera: Psycodidae), 2009

(Bacharelado Em Ciencias Biologicas Ciencias Ambien) Universidade Federal de
Pernambuco

2. FELIX, P. T.



Participacdo em banca de Tiago Levi Diniz Lima. Estrutura genética de populagdes
de Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psycodidae), vetor da Leishmania infantum
chagasi, 2009

(Curso de Bacharelado Em Ciéncias Bioldgicas) Universidade Federal Rural de
Pernambuco

3. FELIX, P. T.

Participacdo em banca de ANA PAULA ALMEIDA DE OLIVEIRA. CRIACAO DE UM
BANCO DE DADOS DE SEQUENCIAS BIOLOGICAS DE LUTZOMYIA
LONGIPALPIS (DIPTERA PSYCODIDADE), 2008

(Bacharelado em Ciéncias Biol6gicas) Universidade de Pernambuco

Totais de producéo

Producéao bibliografica

Artigos completos publicados em periddiCo..........cccvvvririiieiiiiieeeeee s
Livros publicados..........coooiiiiiieie e

Jornais de NOICIAS. ........ccouiiiiiiiicie e

Trabalhos publicados em anais de eventos..........ccccceeeeeeeiieeeeeeeeieeeeeeeeeiiinns
Apresentagoes de trabalhos (Conferéncia ou palestra)...........ccccevvveeriiiiiiiiininnns
Demais producdes bibliograficas............cccceveeiiiiiiiiieciiiees

NDOR R

Producéo técnica

Trabalhos tECNICOS (ASSESSONIA). .. ceeeeeiuiirieiee et e e e et e e e e
Trabalhos técnicos (CONSUILOria)..........cccoevviiiiiiiiiicce e,

Curso de curta duragao ministrado (EXIENSE0)........uuuurrririieiiieiiieeeeiiiiirieees
Curso de curta duracdo ministrado (aperfeicoamento)..............cceeeeevvvviicieeeennnn.

Orientacobes

Orientacéo concluida (monografia de conclusao de curso de
aperfeicoamento/especializacéo). 31
Orientagdo concluida (iniciagao cientifica)...............cooeeiiiviiiiiiiiiiiieeeeen 6
Orientacéo concluida (orientacdo de outra NAtureza)...........ccceeevvvvvvvnvvnnnneneenn. 1

Eventos

Participagfes em eventos (CONGIESS0).....cuuuuuuurruuniararraeaeaeaeaeeeeeeeeeenneennnnns 1
Participagtes em eventos (SIMPOSIO)......uurirrrireieeeeeeeiiiiiiiiiiiieieee e 3
Participagdes em eventos (OfICING)........uuuuuuiiiiiriee e 4
Participagfes em eventos (ENCONTIO)..........cccuuuuiurrriieiiiieeeee e e e e e e e e ee e 4
Organizagao de evento (CONGIESS0).......uuuuuuurrumuiariaaaaeaaaaaeaaenrrnnnaaaaaeens 1
Participagdo em banca de trabalhos de concluséo (graduag&o)...........ccccccevevvveeennn.

Producéo cultural



Outra producgdo artistica/cultural.............c.cooeeiiiiiiiiiiiiiie e

Demais trabalhos relevantes
Demais trabalhos releVantes. .......co. v eeee e



