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RESUMO 

 

Na América do Sul, Lutzomyia umbratilis é o principal vetor de Leishmania 

guyanensis, uma das espécies envolvidas na transmissão da leishmaniose 

tegumentar americana. No Brasil, Lu. umbratilis foi registrado na região 

Amazônica e no estado de Pernambuco, região Nordeste, onde foi identificada 

uma população isolada. Este estudo avaliou a estrutura filogeográfica e as 

diferenças de tamanho e forma da asa destas três populações brasileiras. 

Amostras de Lu. umbratilis foram coletadas de Rio Preto da Eva (norte do rio 

Amazonas), de Manacapuru (sul do rio Amazonas) e da população isolada do 

Recife, Pernambuco. Estas amostras foram processadas para obtenção de 

sequências do gene mitocondrial Citocromo Oxidase I e do gene nuclear period. A 

análise morfométrica da forma de asa direita das três populações foi feita através 

de análise canônica discriminatória. A análise filogenética revelou a presença de 

dois clados monofiléticos distintos: um clado composto pelas amostras de Recife 

e Rio Preto da Eva e o outro por amostras de Manacapuru. A comparação da 

população de Manacapuru com as populações de Recife e Rio Preto da Eva 

gerou altos índices de divergência interpopulacional. A análise morfométrica 

indicou dois grupos distintos entre as populações estudadas. A análise 

discriminatório canônica da forma das asas indicou que a população de Rio Preto 

da Eva está significativamente mais próxima da população do Recife, e ambas as 

populações foram geneticamente distantes de Manacapuru. Os sítios polimórficos 

e a análise morfométrica indicam que a distância, a falta de continuidade e as 

diferenças ambientais não modificaram a relação ancestral entre as populações 

de Recife e Rio Preto da Eva. As semelhanças genéticas e morfológicas 

compartilhadas pelas populações de Recife e Rio Preto da Eva sugerem que 

essas populações estão mais estreitamente relacionadas evolutivamente. Estes 

resultados confirmam a existência de um complexo de Lu. umbratilis nas regiões 

Norte e Nordeste. 

 

Palavras-chave: Period. COI. Filogeografia. 



 

ABSTRACT 

 

In South America, Lutzomyia umbratilis is the main vector of Leishmania 

guyanensis, one of the species involved in the transmission of American 

tegumentary leishmaniasis. In Brazil, Lu. umbratilis has been recorded in the 

Amazon region, and in the state of Pernambuco, Northeastern region, where an 

isolated population has been identified. This study assessed the phylogeographic 

structure and size and shape differences of the wing of three Brazilian populations. 

Samples of Lu. umbratilis were collected from Rio Preto da Eva (north of the 

Amazon River, Amazonas), from Manacapuru (south of the Amazon River), and 

from the isolated population in Recife, Pernambuco state. These samples were 

processed to obtain sequences of the Cytochrome Oxidase I mitochondrial gene 

and period nuclear gene. Geometrics morphometry analysis of the right wing 

shape of the three populations was made using discriminate canonical analysis. 

Phylogenetic analysis revealed the presence of two distinct monophyletic clades: 

one clade comprised of the Recife and Rio Preto da Eva samples, and the other 

clade comprised of the Manacapuru samples. Comparing the Manacapuru 

population with the Recife and Rio Preto da Eva populations generated high 

indices of interpopulational divergence. Geometric morphometry analysis indicated 

two distinct groups between the studied populations. Canonical variate analysis of 

wing shape indicated that Rio Preto da Eva population is significantly closer to 

Recife population, and both populations were genetically distant from 

Manacapuru. The polymorphic sites and geometric morphometry analysis indicate 

that the distance, lack of continuity and environmental differences have not 

modified the ancestral relationship between Recife and Rio Preto da Eva 

populations. The genetic and morphological similarities shared by the Recife and 

Rio Preto da Eva populations suggest that these populations are more closely 

related evolutionarily. These results confirm the existence of an Lu. umbratilis 

species complex in the North and Northeast regions. 

 

Key-words: Period. COI. Filogeografia. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) pertencem ao 

grupo de insetos com relevância na saúde publica pois possuem a capacidade de 

transmitir determinadas espécies de patógenos, dentre estes o agente etiológico 

causador da leishmaniose. Entre as espécies de flebotomíneos, Lutzomyia 

umbratilis destaca-se por ser o principal transmissor do parasito Leishmania 

guyanensis, sendo este um dos causadores da leishmaniose tegumentar 

Americana. 

No Brasil, Lu. umbratilis apresenta ampla distribuição na região Norte, 

todavia existe uma população isolada na mata Atlântica remanescente do estado 

de Pernambuco. Na região Amazônica, esta espécie possui registros 

naturalmente infectados com Le. guyanensis apenas no lado leste do Rio Negro e 

norte do Rio Amazonas. No lado sul do Rio Amazonas, as populações de Lu. 

umbratilis apesar de abundantes não foram encontrados infectados com Le. 

guyanensis. Esses fatos levam a sugerir que este sistema fluvial poderia 

representar uma barreira geográfica para o ciclo de transmissão da Le. 

guyanensis na região amazônica. Em 1988, foi sugerido pela primeira vez que Lu. 

umbratilis poderia representar um complexo de espécies, uma vez que não foi 

observada a transmissão da Le. guyanensis no lado sul do rio Amazonas.  

A partir destas primeiras evidências, estudos genéticos e bionômicos (e.g. 

fecundidade, longevidade e fertilidade) foram conduzidos em populações desta 

espécie na região Norte, sugerindo a existência de um complexo de espécies, 

com ao menos duas espécies incipientes.  

Diversos estudos tem demonstrado que os rios amazônicos possuem 

papel relevante no processo de divergência genética e especiação de alguns 

grupos de insetos, principalmente em grupos com baixa capacidade de 

locomoção, contribuindo diretamente nas mudanças dos padrões evolutivos e o 

surgimento de espécies crípticas. Neste contexto, este estudo teve como objetivo 

analisar a estrutura filogeográfica de três populações de Lu. umbratilis, sendo 

duas destas localizadas na região Norte (Rio Preto da Eva, AM e Manacapuru, 

AM) e a outra na região Nordeste (Recife, PE) através do gene mitocondrial 

Citocromo Oxidase I e o gene nuclear period. Alem das ferramentas moleculares, 
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nós fizemos uso da morfometria das asas como marcador morfológico para 

avaliar a estruturação destas populações. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA 

As leishmanioses são doenças infecciosas causadas por 

aproximadamente 30 espécies de protozoários da família Trypanosomatidae e do 

gênero Leishmania. Devido à diversidade de agentes etiológicos, diferenças 

próprias dos hospedeiros e aspectos epidemiológicos as leishmanioses 

apresentam formas clínicas distintas: tegumentar (cutânea), tegumentar-mucosa e 

visceral (Lynne et al., 1997). 

Estas enfermidades são consideradas pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS) como uma das seis mais importantes doenças devido a alta taxa de 

incidência e capacidade de produzir deformações nos hospedeiros. Em torno de 

95% dos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana ocorrem nas Américas, 

na bacia do Mediterrâneo, no Oriente Médio e na Ásia Central. No mundo, mais 

de dois terços dos novos casos de LTA ocorrem em seis países: Afeganistão, 

Argélia, Brasil, Colômbia, Irã e República Árabe Síria. Estima-se que entre 0,6 

milhão e 1 milhão de novos casos ocorrem anualmente em todo o mundo (WHO, 

2016).  

Os parasitos do gênero Leishmania possuem um ciclo de vida digenético, 

onde há uma alternância de hospedeiros, vivendo uma fase no vertebrado e outra 

no vetor, sendo este último responsável pela transmissão dos parasitas para os 

mamíferos (Figura 1) (Lainson et al., 1978; Grimaldi et al., 1989). 

Espécies do gênero Leishmania são transmitidas através das fêmeas 

infectadas de dípteros da subfamília Phlebotominae, pertencentes aos gêneros 

Lutzomyia – no Novo Mundo, e Phlebotomus – no Velho Mundo. Estes parasitos 

apresentam-se na forma promastigota ou amastigota, sendo que os 

promastigotas se replicam no inseto vetor e os amastigotas são as formas 

presentes nos macrófagos do hospedeiro vertebrado (Soares-Bezerra et al., 

2004). As formas replicativas são as amastigotas intracelulares, presentes em 

células do sistema fagocítico mononuclear, enquanto que as formas infectivas são 

as promastigotas (Soares-Bezerra et al., 2004). 
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Figura 1: Ciclo de vida da  Leishmania chagasi  nos hospedeiros (Fonte: 

www.ufpe.br/biolmol/Leishmanioses-Apostila_on_line/infogerais.htm). 

 

As leishmanioses constituem enfermidades de animais silvestres 

(marsupiais, carnívoros desdentados e primatas), e mais raramente domésticos. 

O homem representa o hospedeiro eventual e parece não ter um papel relevante 

na manutenção dos parasitas na natureza. A inoculação do parasito pelo inseto 

determina uma lesão cutânea na porta de entrada, a qual pode regredir 

espontaneamente. Contudo, a infecção pode permanecer no hospedeiro 

transformando-se em lesões cutâneas, e posteriormente invadindo a mucosa 

nasofaríngea, podendo ocasionar diferentes quadros clínicos, dentre eles, as 

formas visceral e cutânea (Furtado, 1994; WHO, 2016).  

A leishmaniose é uma das doenças mais antigas da humanidade, 

apresentando seus primeiros relatos na Ásia Central. De acordo com as regiões 

que ocorriam os casos, recebia denominações especificas, tais como: ferida de 

Balkh, nome de uma cidade do Afeganistão, botão de Aleppo, na Síria e botão de 

Bagdá, no Iraque. As primeiras descrições clínicas datadas referiam-se a uma 

doença que destruía o nariz e as cavidades bucais de índios na encosta da 

Cordilheira dos Andes, nos vales quentes e úmidos. Os relatos iniciais sobre o 
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papel do flebotomíneos na transmissão da LTA 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 doença e a suspeitar do papel dos flebotomíneos como vetores. Em 

1908, durante a construção da estrada de Ferro Noroeste do Brasil, em São 

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

conhecida por úlcera-de-Baurú. Em 1911, Gaspar Vianna, propôs a denominação 

de Leishmania braziliensis para o agente etiológico da LTA (Gontijo e Carvalho, 

2003). 

Contudo, o papel dos flebotomíneos na transmissão do parasito causador 

da LTA foi confirmado apenas em 1922 (Brasil, 2007). Até o 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 caráter epidemiológico (Gontijo e 

Carvalho, 2003).  

A LTA é uma das afecções dermatológicas que merece elevada atenção 

no contexto da saúde pública, devido à magnitude da doença assim como pelo 

risco de ocorrência de deformidades que pode produzir no homem (Figura 2). 

Além disto, esta doença ocasiona reflexos diretos no campo social e econômico, 

uma vez que, na maioria dos casos, pode ser considerada uma doença 

ocupacional (WHO, 2016). 

 

Figura 2: Deformações cutâneas (Fonte: NEVES. David P. "Parasitologia Humana"  11ª ed. 2010).  
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Na década de 80, a LTA apresentou registros em 19 Estados Brasileiros. 

Em 2003, casos autóctones foram confirmados em todas as Unidades 

Federativas do Brasil (Brasil, 2007). No período de 2007 a 2015 foram registrados 

mais de 250.000 casos, sendo as Regiões Norte e Nordeste com maiores 

incidências no pais. A região Nordeste comporta pouco mais de 30% dos casos 

do Brasil (56.120), tendo a maior parte das incidências nos estados do Maranhão, 

Ceará, Bahia e Pernambuco (Sistema de Informação de Agravos de Notificação, 

2016). 

No ano de 1912, o médico brasileiro Gaspar Vianna foi o primeiro a 

introduzir o tártaro emético no tratamento da LTA. Contudo, a alta toxicidade e  

dificuldade de aplicação desta droga tornou necessária a busca de novos 

fármacos (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 sódio (Gontijo e Carvalho, 2003). Apesar da 

existência de diferentes formas terapêuticas, o uso da profilaxia é o método mais 

eficiente para evitar a infecção, pois até o momento não existe um tratamento 

padrão-ouro para esta doença (Brasil, 2007). 

 

2.2 Lutzomyia umbratilis 

Os flebotomíneos são os responsáveis pela transmissão dos agentes 

etiológicos da  leishmanioses tegumentar e visceral Americana (LTA e LVA, 

respectivamente). Estes insetos pertencem ao Filo Arthropoda, Classe Insecta, 

Ordem Diptera, Subordem Nematocera, Família Psychodidae, subfamília 

Phlebotominae e gênero Lutzomyia. Este gênero está subdivido em vários 

subgêneros e espécies. Todavia, as fêmeas são as únicas responsáveis pela 

transmissão dos agentes etiológicos da LTA e LVA no momento da sua ingestão 

do sangue humano (Iglésias, 1997; Marcondes, 2001). 

Flebotomíneos são insetos pequenos cujo tamanho varia de 1,5 a 3mm, 

olhos grandes, muito pilosos e de cor palha e castanho-claro, facilmente 

reconhecíveis pela maneira que adotam quando permanecem em repouso, pois 

as asas ficam entreabertas e ligeiramente erguidas. Por isso, este inseto também 

é conhecido como cangalha, cangalhinha, asa-dura, orelha-de-veado, palha, 
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birigui, tatuíra, bererê, tatuquira, murutinga, escangalhado e asa branca (Rey, 

1992; Brasil, 1997; Marzochi et al., 1999). 

No mundo, segundo Bates et al. (2015) são conhecidas aproximadamente 

990 espécies de flebotomíneos, das quais 60% se encontram na região 

Neotropical. No Brasil tem-se conhecimento de 273 espécies,e 27 delas possuem 

alguma implicação na transmissão da LTA (Shimabukuro et al., 2016). Dentre as 

espécies encontradas no Brasil, pelo menos 147 são características de habitats 

essencialmente silvestres, ficando o contato com o ser humano restrito quando 

este entra no ambiente natural dos flebotomíneos (Aguiar, 2003; Lainson, 2005). 

O ciclo biológico de flebotomíneos do gênero Lutzomyia se processa no 

ambiente terrestre e compreende quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva, 

pupa e adulto (Figura 3) (Brazil e Brazil, 2003). Após a cópula, as fêmeas colocam 

seus ovos sobre um substrato úmido, no solo, e com alto teor de matéria 

orgânica, para garantir a alimentação das larvas. O período de desenvolvimento 

ocorre entre 30 e 40 dias de acordo com a temperatura passando de ovo ao 

inseto adulto (Rangel e Lainson, 2003).  
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Figura 3: Ciclo biológico de flebotomíneos do gênero Lutzomyia. (Fonte: Brazil e Brazil, 2003). 

 

Apenas as fêmeas são hematófagas, sendo sua longevidade estimada 

em média de 20 dias (Figura 4). Elas apresentam hábitos variados, o que 

possibilita realizar o repasto sanguíneo em várias espécies de animais 

vertebrados, inclusive nos seres humanos. Em áreas urbanas, o cão demonstra 

ser a principal fonte de alimentação no ambiente doméstico (Marcondes, 2001; 

Rey, 2001).  

 

 

Figura 4: Fêmea de flebotomíneo adulta, ingurgitada (Fonte: www.parasitologia.icb.ufmg.br). 

 

A transmissão dos parasitos se dá quando as fêmeas dos flebotomíneos 

sugam sangue infectado de animais mamíferos silvestres, domésticos ou do 

homem, ingerindo macrófagos parasitados por formas amastigotas. Após a 

infecção das fêmeas pelo parasito, elas podem realizar um novo repasto 

sanguíneo em um hospedeiro vertebrado liberando as formas promastigotas 

metacíclicas juntamente a sua saliva (Desjeux, 2004).  

Os flebotomíneos apresentam hábitos crepusculares e noturnos e podem 

ser encontrados em tocas de animais, currais, chiqueiros, podendo invadir 

residências e abrigar-se em locais mais escuros. Os flebotomíneos possuem 

normalmente uma baixa capacidade de vôo, o qual se caracteriza por um aspecto 

saltitante, tendo um raio de ação bem limitado (inferior a 200 metros) (Alexander, 

1987; Rey, 1992; Iglésias, 1997; Marzochi et al., 1999). 
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De acordo com Young e Duncan (1994) e Marcondes (2001), as principais 

espécies transmissoras do parasita ao homem e animais no Brasil são: 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 (França, 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 1942), Lutzomyia umbratilis (Ward e Fraiha, 1977), Lutzomyia 

wellcomi (Fraiha, Shaw e Lainson, 1971) e Lutzomyia whitmani (Antunes e 

Coutinho, 1939).  

Em estudo realizado por Lainson e Shaw (2005) foi sugerido que os 

agentes patogênicos  Leishmania (Leishmania) amazonensis (Lainson e Shaw, 

1972); Leishmania (Viannia) guyanensis (Floch, 1954) e Leishmania (Viannia) 

brasiliensis (Vianna, 1991)  são os principais causadores da LTA. 

Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis Ward e Frahia (Diptera: Psychodidae) é 

o principal vetor da Leishmania guyanensis, agente etiológico da LTA (Lainson et 

al., 1976; 1979; 1981). Esta espécie está presente na Bolívia, Brasil, Colômbia, 

Guiana Francesa, Peru, Suriname e Venezuela, tendo sua distribuição interligada 

primordialmente a floresta amazônica (Aguiar e Medeiros, 2003).  

No Brasil, Lu. umbratilis apresenta uma ampla distribuição na bacia 

amazônica, todavia existe uma população isolada na remanescente Mata 

Atlântica do estado de Pernambuco, região Nordeste (Balbino et al., 2001), onde 

pouco se sabe sobre a sua importância epidemiológica na transmissão da Le. 

guyanensis. A descontinuidade de distribuição e a baixa capacidade de dispersão 

dos flebotomíneos podem promover a especiação alopatrica, ou seja, uma 

subestruturação ocasionada pelo interrompimento do fluxo gênico dentro de 

populações (De Queiroz, 1998). 

Na região Amazônica, onde esta espécie vem sendo estudada durante a 

algum tempo devido a sua importância médica, há registros de Lu. umbratilis 

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; 
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Azevedo et al., 2002; 2008). No lado sul do sistema do Rio Amazonas, as 

populações de Lu. umbratilis são abundantes, mas não foram encontrados 

infectados com Le. guyanensis. Esses fatos levaram Arias e Freitas (1978) a 

sugerirem que este sistema fluvial poderia ser uma barreira geográfica para ciclo 

de transmissão da Le. guyanensis. Mais tarde, Lainson (1988) sugeriu que Lu. 

umbratilis pode representar um complexo de espécies, uma vez que não foi 

observada a transmissão Le. guyanensis no lado sul do rio Amazonas, talvez 

devido ao comportamento diferente observado nos experimentos de fertilização 

cruzada e comparação do perfil-isoenzimático entre as populações ao norte e do 

sul do rio Amazonas.  

   

2.3 MARCADORES MOLECULARES  

Marcador molecular pode ser definido como uma característica molecular 

oriunda de um organismo que pode ser visto ou medido, direta ou indiretamente, 

através de diferentes técnicas, as quais podem fornecer informações sobre o 

genótipo do indivíduo (Avise, 1994). O uso de marcadores moleculares nas 

pesquisas tem auxiliado no monitoramento, diferenciação, classificação e 

estabelecimento das relações genealógicas ou filogenéticas; estes marcadores 

podem ser classificados em duas categorias bioquímicos e genéticos 

(moleculares) e sua utilização depende estritamente da abordagem a ser utilizada 

na pesquisa (Ferreira e Grattapaglia, 1996; Parker et al., 1998; Walker e Rapley, 

2000). 

Os marcadores genéticos são mais versáteis do que os bioquímicos (e.g. 

isoenzimas), pois permitem ser avaliados por uma variedade de técnicas, tais 

como RFLP (Aransay et al., 1999), hibridação da cadeia de DNA (Maingon et al., 

1993), RAPD-PCR  (Adamson et al., 1993; Dvorak et al., 2006; Maingon et al., 

1993), SSCP (Arrivillaga et al., 2003), microssatélites (Ready, 1999; Aransay et 

al., 2003; Maingon et al., 2003; Watts et al., 2005; Day e Hamarsheh et al., 2006) 

ou sequenciamento de DNA (Vivero et al., 2007). Os marcadores genéticos 

podem ser classificados de acordo com o local do genoma analisado, tal como o 

genoma mitocondrial ou genoma nuclear. A diferença dos padrões de herança 

pode ser muito útil em estudos taxonômicos, sistemáticos, filogenéticos ou 

filogeográficas (Avise et al., 1987; Simon et al., 1994; Kambhampati e Smith, 

1995; Esseghir et al., 1997; Togerson et al., 2003; Beati et al., 2004). 
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 Desde as décadas de 70-80, o DNA mitocondrial (mtDNA) (Figura 5) 

passou a fazer parte de muitos estudos envolvendo estruturação genética, 

genética de populações, filogenia e filogeografia (Wilson et al., 1985; Avise et al., 

1987; Moritz et al., 1987; Avise, 1994). 

Dentre as principais características podemos citar: um genoma pequeno e 

circular, a herança materna e ausência de recombinação, a presença de poucos 

genes, 37 no total (13 genes codificadores de proteínas, 22 para RNA 

transportadores e 2 para as subunidades ribossômicas). Estes genes possuem 

uma taxa de substituição elevada, quando comparada ao genoma nuclear. Por 

apresentar estas características genéticas e estruturais extremamente peculiares 

e únicas, o genoma mitocondrial tem chamado a atenção dos pesquisadores para 

aplicação em diversos estudos evolutivos (Avise, 1994). 

  

 

 

Figura 5: Genoma mitocondrial (Fonte: https://netnature.files.wordpress.com/2015/06/sem-

tc3adtulo22.png) 
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Dentre os genes mitocondriais, Citocromo Oxidase I (COX I) possui uma 

maior amplitude de sinal filogenético. Em comum com outros genes codificadores 

de proteínas, seus nucleotídeos de terceira posição mostram uma elevada 

incidência de substituições de bases, levando a uma taxa de evolução molecular 

que é cerca de três vezes maior do que 12S ou 16S (Knowlton e Weigt, 1998). Na 

verdade, a evolução deste gene é suficientemente rápida para permitir a 

discriminação de não apenas espécies intimamente associadas, mas também 

grupos filogeográficas dentro de uma única espécie (Cox e Hebert 2001; Wares e 

Cunningham, 2001). O gene COX I apresenta características que podem 

proporcionar uma das mais profundas percepções fitogeográficas do que as 

alternativas (e.g. Citocromo B), entretanto estudos tem demonstrado que este 

gene pode ser também utilizado em conjunto com outros genes mitocondriais 

para resolver casos de divergência recente (Simmons e Weller, 2001).  

Apesar do elevado sinal filogenético, estas alterações não acarretam na 

mudança da sequência de  aminoácidos, sendo esta mais lenta neste gene do 

que em qualquer outro gene mitocondrial (Lynch e Jarrell, 1993). Estudos sobre a 

filogenia molecular de artrópodes sugerem que o gene mitocondrial COX I pode 

ser informativo para esclarecer a taxonomia de espécies vetoras à nível de 

espécie (Navajas et al., 1994; Navajas et al., 1996; Navajas et al., 1998; Roderick 

e Gillespie, 1998). O gene COX I já foi utilizado previamente para estudar os 

complexos de espécies Lutzomyia longipalpis, Lutzomyia umbratilis, Anopheles 

albitarsis e Triatoma brasiliensis obtendo-se considerável eficiência para 

identificação da subestruturação genética dentro destas populações (Arrivillaga et 

al., 2002; Monteiro et al., 2004; Scarpassa e Alencar, 2012; Gomez et al., 2013).  

 Os marcadores nucleares tem sido também bastante utilizado para 

diferenciação entre espécies crípticas e identificar a variação genética entre as 

populações (Bauzer et al., 2002; Waycott et al., 2002; Uchimura et al., 2006). Em 

Drosophila melanogaster, genes que controlam o comportamento reprodutivo 

foram isolados e clonados; estes marcadores moleculares têm um enorme 

potencial para a análise intra e interpopulacional. Entre estes, o gene period é 

particularmente importante porque ele controla os ritmos das atividades 

locomotora (Konopka e Benzer, 1971), e controla uma característica dos "sons 

copulatórios" que os machos produzem durante o cortejo (Kyriacou e Hall, 1980). 

Ambas características comportamentais têm sido implicados na manutenção de 
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isolamento sexual entre espécies (Kyriacou e Hall, 1980, 1982, 1986; Ritchie et 

al., 1999; Sakai e Ishida, 2001). Portanto, o gene period tem sido chamado de 

"gene de especiação", porque controla as diferenças de ritmos dos sons 

copulatórios que podem contribuir para o isolamento reprodutivo (Coyne, 1992). 

 Em flebótomos, o gene period também tem sido utilizado em estudos de 

genética de populações para identificar possíveis membros do complexo 

Lutzomyia longipalpis no Brasil (Bauzer et al., 2002, 2007). Em um recente 

estudo, o gene period revelou estruturação geográfica moderada entre 

populações de L. longipalpis do estado do Ceará, e revelou uma variabilidade 

significativa entre os fenótipos 1mancha (1S) e 2 manchas (2S) abdominais  nesta 

espécie (Costa-Junior et al., 2015) . 

 

2.4 MORFOMETRIA GEOMÉTRICA ALAR 

Inicialmente, esse termo referia-se a diferentes estudos que analisassem 

quantitativamente a variação morfológica dos mais diversos grupos de 

organismos. A morfometria era baseada na comparação dos valores médios de 

uma ou mais medidas das estruturas morfológicas. No entanto, desde a década 

de 1990, novas técnicas surgiram, permitindo a descrição da variação na forma 

das estruturas morfológicas intra e interpopulacional, e então auxiliando de 

maneira relevante a descrição da origem ecológica ou filogenética de diversos 

grupos de organismos (Monteiro e Reis 1999;  Dujardin, 2008; Demari-Silva et al., 

2014). 

A morfometria geométrica tem se constituído uma área de conhecimento 

extremamente nova, uma vez que sua aplicabilidade e importância começaram a 

ser percebidas mais recentemente através dos estudos implementados em 

diversos grupos de espécies (Dujardin, 2008). Hoje já representa uma ferramenta 

importante em análises taxonômicas e sistemáticas, apresentando algumas 

vantagens em comparação à morfometria tradicional. Esta técnica baseia-se no 

uso de coordenadas cartesianas de marcos anatômicos e métodos de 

superposição para obter a configuração consenso desses pontos anatômicos 

homólogos (landmarks). A vantagem da utilização de coordenadas é poder 

analisar a forma das estruturas, apresentar de maneira gráfica suas diferenças e 

indicar com precisão as regiões onde se concentram o maior número de 
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variações, possibilitando a reconstrução da forma após a realização das análises 

multivariadas (Rohlf e Marcus, 1993). 

As principais vantagens da utilização da técnica da morfometria 

geométrica com o intuito de realizar a diferenciação de espécies, é a velocidade 

da coleta de material de teste (várias imagens de asas podem ser digitalizadas e 

analisadas em um mesmo dia), o baixo custo do processo (pois somente 

necessita de material para digitalização de imagens) e o material que pode ser 

facilmente obtido tanto de exemplares secos quando frescos (Lyra et al., 2010). 

Entretanto, as normas técnicas sugerem que asas não podem estar danificadas, o 

que, comparado a tantas outras técnicas disponíveis não representa uma 

desvantagem tão contundente (Lyra et al., 2010). Análises moleculares, técnicas 

mais utilizadas atualmente juntamente à taxonomia para discriminação de 

espécies, necessita da utilização de equipamentos e reagentes onerosos para 

aplicação deste tipo de técnica, além de haver a necessidade de tempo e 

experiência para a interpretação dos resultados (Calle et al., 2008). Por essas 

razões, a morfometria geométrica se apresenta como um tipo de técnica que 

permite, com menor custo e tempo, diferenciar espécies com um alto grau de 

confiança (Calle et al., 2008) atuando como uma alternativa de análise muito 

eficiente.   

As técnicas de morfometria têm sido muito aplicadas em diversos estudos 

envolvendo insetos de interesse médico como os mosquitos do gênero Anopheles 

(Calle et al., 2008; Lorenz et al., 2012), Aedes (Jirakanjanakit e Dujardin, 2005; 

Vidal et al., 2012) triatomíneos (Dujardin et al., 1997; Dujardin, 2008) e Culex 

(Demari-Silva et al., 2014). Com relação aos flebotomíneos, a utilização dessa 

técnica pode ser vista na literatura em alguns estudos mais recentes os quais 

empregam para resolução de problemas taxonômicos, sistemáticos e descrições 

de variações morfológicas e populacionais (Prudhomme et al., 2012). 
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3 Objetivos 

 

3.1 Objetivo geral 

Comparar os padrões de diferenciação genética entre populações 

alopátricas de Lutzomyia umbratilis distribuídas nas regiões Norte e 

Nordeste através de marcadores moleculares e morfológicos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 a) Analisar a estruturação genética e filogeografia de três populações 

naturais de Lutzomyia umbratilis, sendo duas do estado do Amazonas 

(Rio Preto da Eva e Manacapuru) e uma de Pernambuco (Recife) 

através dos marcadores moleculares COX I e period. 

 b) Avaliar o papel do Rio Amazonas como barreira geográfica para o 

fluxo gênico das populações de Lutzomyia umbratilis encontradas ao 

norte e sul da Bacia Amazônica. 
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6 DISCUSSÃO GERAL 

 

 As análises filogenéticas indicaram a presença de dois clados distintos em 

Lu. umbratilis: Manacapuru (Clado I) e um outro formado por Rio Preto da Eva e 

Recife (Clado II). Populações naturalmente infectadas de Lu. umbratilis foram 

identificados em Rio Preto da Eva (Arias e Freitas, 1978). A elevada semelhança 

genética observada entre as populações Recife e Rio Preto da Eva sugerem que 

o parasito Le. guyanensis pode ser capaz de infectar a população de Recife. 

Sendo assim, o nosso resultado sugeri a necessidade de estudos que busquem 

verificar o capacidade vetorial da população de Lu. umbratilis de Recife.  

 Neste estudo, nós observamos também a presença de cinco indels na 

região intrônica do gene period. Algumas mutações encontradas dentro dos 

introns de determinados genes nucleares podem apresentar se como neutras ou 

ainda atuar na regulação gênica (Hoy, 2013). De acordo com Chong et al., (2013) 

em várias espécies de Drosophila sp. o surgimento de deleções pode referir-se 

principalmente à aptidão ao criar uma maior adaptabilidade entre os indivíduos. 

Isso demonstra a necessidade de estudos que busquem determinar a relação 

entre esses indels e a regulação do gene period, e assim determinar o papel que 

o gene period desempenhou na geração de diferenças bionômicas entre as 

populações nas margens norte e sul do rio Amazonas.  

 Os sítios fixados nos genes period e COX I foram particularmente úteis 

para a diferenciação dessas três populações, como ocorreu em estudos 

realizados em populações de Lutzomyia longipalpis no Brasil (Araki et al., 2009; 

Bauzer et al., 2002; Costa-Junior et al., 2015). Este elevado número de sitios 

fixados também sugerem que eventos de vicariância ecológica podem ter 

contribuído para a segregação dessas populações, principalmente através de 

mudanças geológicas e climáticas um fenômeno que foi observado entre outros 

organismos na região amazônica (Haffer, 2008).  

 Os valores de Fst foram altamente significativos (>0.75000) ao comparar 

as populações de Rio de Preto da Eva e Recife com a população de Manacapuru 

- isso reflete um alto nível de divergência genética entre esses dois grupos. As 

diferenças genéticas observadas entre as populações de Rio Preto da Eva (norte 

do rio Amazonas, Amazonas) e Manacapuru (sul do rio Amazonas) neste estudo 
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poderiam estar relacionada a mudanças no curso do rio Amazonas (Shephard et 

al., 2008). As análises sugerem que as mudanças no curso do rio Amazonas 

isolaram inicialmente a população de Lu. umbratilis de Manacapuru por um longo 

período. De acordo com Haffer, (2008), a separação e um longo período de 

isolamento ao longo das margens opostas do rio devem ter tido um impacto 

crucial na especiação de vários grupos de organismos na região amazônica. Esse 

isolamento geográfico poderia ter causado mudanças genéticas e bionômicas na 

população de Manacapuru (sul do rio Amazonas) em comparação com a 

população de Rio Preto da Eva (norte do rio Amazonas) (Justiniano et al., 2004; 

Scarpassa e Alencar, 2012). 

 Tal como aconteceu com os dados moleculares, a análise morfometria 

geométrica (MG) indicou dois grupos distintos entre as populações estudadas, 

com alguma homogeneidade entre eles. Além disso, a análise canônica variada 

da forma da asa indicou que população de Rio Preto da Eva está 

significativamente mais próxima da população de Recife, e de outra forma as 

populações de Manacapuru e Recife estão mais distantes. Estes resultados 

indicam divergência entre os Lu. umbratilis de Manacapuru em comparação com 

as populações de Recife/Rio Preto da Eva. Estudos semelhantes usando MG e 

análise molecular usando indivíduos de Lutzomyia shannoni mostraram 

divergência entre populações do México e dos Estados Unidos da América (Florin 

et al., 2012; Florin e Rebollar-Téllez,2013). Estes resultados ratificam a presença 

de um complexo de espécies dentro deste grupo, tendo ao menos duas espécies 

para o complexo Lu. umbratilis. 
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7 CONCLUSÕES  

 

 Os marcadores usados nestes estudos (fenotípico e molecular) permitiram 

separar as populações em dois clados: Manacapuru (Clado I) e Rio Preto da Eva 

e Recife (Clado II). A semelhança genética compartilhada entre as populações de 

Recife e Rio Preto da Eva sugerem que os indivíduos de Recife possa ser um 

competente vetor tão quanto os indivíduos encontrados ao norte do Rio 

Amazonas. No entanto, não podemos afirmar que a população de Recife possua 

tal competência como vetor do parasito causador da LTA, pois não foi realizado o 

estudo de competência vetorial.  

 Nossa análise evolutiva destaca a necessidade de novos estudos 

relacionados ao papel do rio Amazonas sobre populações deste importante vetor 

na região Amazônica. Todavia, neste estudo podemos constatar sua relevância 

na estruturação genética das populações do estado do Amazonas.  

 Por fim, concluímos que Lu. umbratilis apresenta características genéticas 

e morfológicas compatíveis com um complexo de espécies, sendo este complexo 

Lu. umbratilis composto por ao menos duas espécies. 
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