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"Afinal que € o homem dentro da natureza? Nada, em relacdo ao
infinito; tudo, em relacdo ao nada; um ponto intermediario entre
0 tudo e o nada. Infinitamente incapaz de compreender 0s
extremos, tanto o fim das coisas quanto 0 seu principio
permanecem ocultos num segredo impenetravel, e é-lhe
igualmente impossivel ver o nada de onde saiu e o infinito que o
envolve. Que podera fazer, portanto, sendo perceber alguma
aparéncia das coisas num eterno desespero e nao poder

conhecer nem seu principio nem seu fim?" (Pascal).



Resumo

O status taxonémico de espécie tem se mostrado essencial em relacdo a
conservacao de espécies como também para estudos eco-epidemiolégicos. O status
taxondmico em insetos vetores tem demonstrado que muitas espécies anteriormente
ditas como unicas, compreendiam, na verdade, um complexo de espécies cripticas
em que seus integrantes podem ter capacidades vetoriais diferenciadas, e.g.
Anopheles gambie Lutzomyia longipalpis sl, inseto vetor da Leishmania infantum
(agente etiologico da leishmaniose visceral americana), possui status taxondémico
ainda controverso e diversos estudos tém sido realizados a fim de esclarecer o real
status deste vetor. Apesar de diversas populacdes apresentarem caracteristicas
exclusivas (e.g. feromdnios, sons copulatorios, padrbes de manchas abdominais e
estrutura genética), a quase duas décadas apenas uma espécie do complexo foi
descrita, a L. pseudolongipalpis. Foi avaliado trés localidades do nordeste do Brasil,
das quais duas possuem como barreira geografica a Chapada do Araripe. Foram
utilizadas metodologias robustas como Analise de Maxima Verossimilhanca, Teste
de atribuicdo e AMOVA.Este estudo utilizou um fragmento do gene period, sendo
gue o Teste de Atribuicdo, Fst e a Maxima Verossimilhanca separaram agruparam
os dados genéticos com as diferencas fenotipicas e pela primeira vez o AMOVA
demonstrou que a maior variacdo genética estava na relagdo entre o niumero de
manchas abdominais e a estrutura genética das populagbes, sendo o primeiro
trabalho a evidenciar a ancestralidade do fendtipo que apresentava uma mancha
abdominal (1S) em relacdo ao fendtipo com duas manchas (2S). O Fst encontrado
evidenciou, pela primeira vez, as relacdes filogeogréficas separando
moderadamente as populacdes isoladas pela a chapada do Araripe.

Palavras-chave: Espécies cripticas, Lutzomyia longipalpis, gene period.



Abstract

The taxonomic status of species is essential for conservation and has also been of
great importance in eco-epidemiological studies. The definition of the taxonomic
status for insect vectors has demonstrated that several previously identified species
are in fact comprised of a complex of cryptic species with different vectorial capacity
(e.g. Anopheles gambie). For the sand fly Lutzomyia longipalpis sl, principal vector of
Leishmania infantum, the etiological agent of American visceral leishmaniasis, the
taxonomic status remains controversial and several studies have been conducted to
clarify the actual status of this vector. Although diverse populations present unique
characteristics (e.g. pheromones, copulatory sounds, patterns of abdominal spots
and genetic structure), for nearly two decades only one species of the complex was
described, L. pseudolongipalpis. In this study, we evaluated three sites in
Northeastern Brazil where two of them have as geographical barrier the plateau of
Araripe. The study used robust methods such as Maximum Likelihood analysis,
assigning test and AMOVA. The present study used a fragment of the period gene
(525 base pairs), and has demonstrated for the first time a relationship between the
number of abdominal spots and the genetic structure of the population, being first
study to show the ancestry of the phenotype showed one abdominal spot (1S)
compared to the phenotype with two spots (2S). As well as the Fst found separated

populations isolated by the Araripe plateau.

Key words: Cryptic species, Lutzomyia longipalpis, period gene.
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1. Introducéo

Lutzomyia longipalpis (Diptera: Pyschodidae: Flebotominae) principal vetor
da Leishmania infantum na América Latina, possui o status taxonémico de complexo
de espécie nesta regido. O Unico integrante descrito para o complexo L. longipalpis €
o L. pseudolongipalpis, restrito a Venezuela, também é vetor da L. infantum. A maior
parte das fémeas sao “idénticas” para diversos grupos de flebotomineos. Desse
modo, a identificacdo das espécies € estritamente realizada através dos machos.
Portanto, métodos genéticos sdo imprescindiveis para identificar as fémeas
monotipicas.

A baixa capacidade de vbo, associada aos varios biomas e as barreiras
geograficas presentes no Brasil, fornecem um cenario propicio ao surgimento de um
complexo de espécies cripticas entre os flebotomineos. Entretanto, para o Brasil, o
complexo L. longipalpis ainda ndo possui nenhuma espécie descrita, apesar de suas
populacdes possuirem caracteristicas exclusivas (e.g. feromonios, sons copulatérios,
estrutura genética). A caracteristica morfoldgica que permite identificar as possiveis
espécies de L. longipalpis que vivem em simpatria € o numero de manchas
abdominais presentes nos machos ditos 1S e 2S (uma mancha e duas manchas
abdominais respectivamente). Entretanto, este feno6tipo ndo é um caractere
informativo para taxonomia e, portanto, ndo pode ser utilizado para separar as
espécies do complexo L. longipalpis no Brasil.

O presente estudo utilizou um fragmento do gene period de 525 pares de
bases (pb), ainda ndo utilizado em estudos de genética de populacdes destes
flebotomineos. Foram empregados algoritmos estatisticamente robustos como
Maxima Verossimilhanga, Teste de Atribuicdo e Analise de Varidncia Molecular

(AMOVA). O trabalho avaliou as populacfes simpatricas 1S e 2S das localidades de
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Caririacu e Sobral (Ceara) e Bodoco (Pernambuco), em que a chapada do Araripe
separa os dois estados brasileiros parece atuar como barreira geografica com mais
de 1000m de altitude. Nas trés localidades foram encontradas as mesmas formas
fenotipicas de L. longipalpis, e o teste de atribuicdo detectou duas populacdes
estruturadas para cada localidade. Quando juntas, as trés localidades também
apresentaram apenas duas populacdes genéticas, evidenciando que cada fendtipo
pertencia a uma populacdo genética definida. A AMOVA pela primeira vez
evidenciou que a maior parte da variacdo genética estava relacionada aos fenétipos,
atribuindo um peso maior as manchas abdominais.

A analise filogenética demonstrou a posicdo derivada do fendtipo 2S em
relacdo a 1S e os FSTs encontrados apresentaram a maior distancia genética entre
os fendtipos da localidade de Bodocd, enaltecendo a importancia da chapada do
Araripe como barreira geogréafica. O marcador per de 525pb promoveu maiores
conhecimentos acerca da distribuicdo do L. longipalpis no Nordeste do Brasil e
exibiu polimorfismos mais consistentes em relagcédo ao fragmento 266pb, geralmente

utilizado na literatura deste complexo.



16

2. Revisao da Literatura

2.1 Flebotomineos

Os flebotomineos séo dipteros de pequeno porte pertencentes a subordem
Nematocera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, que surgiram no
periodo Cretaceo Inferior. Esta subfamilia € composta por seis géneros, trés dos
quais sao caracteristicos do Velho Mundo (Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius) e
trés sdo encontrados exclusivamente no Novo Mundo [Warileyia, Brumptomyia e
Lutzomyia] (Young e Duncan, 1994). Uma vez que ainda ndo foram identificados
vestigios fésseis demonstrando a ocorréncia simultanea de algum destes géneros no
Velho e no Novo Mundo, acredita-se que a divergéncia entre eles tenha ocorrido ha
dezenas de milhdes de anos (Lewis, 1982).

A subfamilia Phlebotominae engloba dipteros de importancia no ambito da
saude publica, pois € notéria a presenca de espécies vetoras de agentes etioldgicos
causadores de diversas patologias, tais como: arboviroses, bartonelose e
leishmanioses (Forattini, 1973). Das cerca de 900 espécies descritas no mundo,
estima-se que pelo menos 50 sejam possiveis vetores de patdgenos relacionados a
transmissao das leishmanioses (Rangel e Lainson, 2003, Kamhawi, 2006).

O ciclo biolégico dos flebotomineos tem duracéo de 30 a 90 dias, de acordo
com as condigbes ambientais observadas (Brazil et al., 2003). As formas adultas
(Figura 1) apresentam dimensodes reduzidas (2 a 3 mm), exibem o corpo e as asas
densamente cobertos por cerdas e possuem antenas compostas por 16 segmentos
(Marzochi, 1992). Os flebotomineos apresentam voos curtos e baixos, conferindo-
Ihes um comportamento peculiarmente saltitante dentro de um raio de dispersédo nao

superior a 200 metros (Alexander e Young, 1992). Possuem habitos crepusculares e
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noturnos, apesar de algumas espécies também se alimentarem durante o dia,
conforme ja foi observado em L. umbratillis na regido amazonica (Lainson et al.

1994).

F )
Figu
Fonte (http://image.slidesharecdn.com/9-150226064640-conversion-gate01/95/9-leishmaniose-9-

638.jpg?ch=1424954853). Acesso em 25/10/2015

Os flebotomineos sé@o encontrados em ecétopos naturais, tais como troncos
de arvores, tocas de animais, folhas caidas no solo, frestas em rochas e em
cavernas (Brazil et al., 2003, Azevedo et al., 1993). Algumas espécies sao também
encontradas em ambientes rurais e urbanos, que se caracterizam pela presenca de
abrigos de animais domésticos e habitacbes humanas, sugerindo que estes
organismos se encontram em processo de adaptacdo as areas antropicamente
modificadas (Tolezano et al., 2001).

Modificagbes abruptas nos ecossistemas tém selecionado caracteristicas
ecologicas de varias espécies de flebotomineos e de reservatorios, interferindo
diretamente na dinamica de transmissdo das leishmanioses. Este novo cenario

emerge dos desmatamentos, a partir dos quais alguns hospedeiros do parasita


http://image.slidesharecdn.com/9-150226064640-conversion-gate01/95/9-leishmaniose-9-638.jpg?cb=1424954853
http://image.slidesharecdn.com/9-150226064640-conversion-gate01/95/9-leishmaniose-9-638.jpg?cb=1424954853
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podem adentrar espacos habitados pelo homem, onde eventualmente séo
encontrados flebotomineos adaptados ao ambiente domiciliar. De habitos
alimentares bastante diversificados, tornam-se aptos a transmitir o parasita entre
humanos e mamiferos domésticos com relativa facilidade (Costa et al., 2007).
Geralmente notivagos, somente as fémeas dos flebotomineos séo
hematofagas (Figura 2). Algumas espécies apresentam uma notavel especificidade
alimentar, no que se refere a obtencao de fontes de repastos sanguineos, enquanto
gue outras sdo extremamente promiscuas, alimentando-se numa gama consideravel

de espécies de vertebrados (Morrison et al., 1993).

Figura 2: Fémea adulta ingurgitada Phlebotomus sp.
Fonte (http://exame.abril.com.br/tecnologia/noticias/especie-do-parasita-e-decisiva-na-resposta-a-

leishmaniose). Acesso em 25/10/2015

A saliva constitui elemento critico na hematofagia das fémeas dos
flebotomineos, uma vez que afeta as respostas hemostaticas, inflamatérias e
imunolégicas dos hospedeiros. Em geral, sabe-se que a saliva dos insetos

hematéfagos apresenta pelo menos uma substancia antiplaguetaria, uma


http://exame.abril.com.br/tecnologia/noticias/especie-do-parasita-e-decisiva-na-resposta-a-leishmaniose
http://exame.abril.com.br/tecnologia/noticias/especie-do-parasita-e-decisiva-na-resposta-a-leishmaniose
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anticoagulante e uma substancia vasodilatadora que, em conjunto, propiciam um
ambiente favoravel a obtencéo de sangue e ao parasitismo (Andrade et al., 2005).

O sangue exerce importantes funcbes na maturacdo dos ovos e quando
estes se tornam viaveis e sdo ovopositados entre trés a oito dias apds o repasto
(Marcondes, 2001). Entretanto, em estudo realizado com P. papatasi, foi
demonstrado que mesmo sem repasto sanguineo, as fémeas sdo capazes de
ovopositar apenas com dieta alimentar baseada em carboidratos (Tesh e Guzman,
1996).

Existem ainda fatores intrinsecos a capacidade vetorial dos flebotomineos,
gue se comportam como espécie-especificos e, desta forma, observa-se que a
maioria das espécies de flebotomineos parece ser refrataria ao desenvolvimento de
Leishmania (Sacks e Kamhawi, 2001). Andrade e colaboradores (2002) realizaram
um estudo para investigar a transmissao vertical de leishmaniose visceral canina
através de fémeas gestantes, em que ndo foi possivel identificar a presenca do
parasito nos seus descendentes, tornando-se inconclusivo demonstrar a
possibilidade da transmisséao vertical.

A ovoposi¢do dos flebotomineos geralmente ocorre em locais Umidos e
sombreados, onde é encontrada grande quantidade de matéria organica em
decomposicdo (Forattini, 1973). A eclosdo ocorre cerca de 10 dias ap0s a sua
deposicao, sendo que ovos (Figura 3A) de uma mesma postura podem apresentar
periodos de incubacao variaveis. Existem evidéncias mostrando que os ovos de
algumas espécies podem atravessar longos periodos de quiescéncia, fendbmeno
geralmente observado nos casos em que as condicbes ambientais ndo se mostram

favoraveis a ecloséo (Young e Duncan, 1994).
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As larvas sdo pequenas (< 1,2 mm) e vermiformes, caracterizando-se pela
presenca de uma capsula cefalica esclerotizada e de pequenas cerdas ao longo de
toda a sua extensdo. As larvas (Figura 3B) de primeiro estagio exibem duas cerdas
longas na parte posterior do corpo, enquanto que nos demais estagios, o numero
observado de cerdas é quatro (Marcondes, 2001). O desenvolvimento larval ocorre
em microhabitats terrestres, situados em fendas de rochas, base de troncos de
arvores e tocas de animais, ambientes onde se alimentam avidamente da matéria
organica em decomposicdo ali encontrada (Ferro et al., 1997). Antes de se
transformarem em pupas (Figura 3C), as larvas param de se alimentar e procuram
abrigos menos umidos, onde se prendem a um objeto. A fase de pupa dura de sete
a doze dias, havendo uma tendéncia para que a emergéncia dos machos ocorra

mais precocemente (Young e Duncan, 1994).

Figura 3: 3A Ovos; 3B Larvas; 3C Pupas de flebotomineos.
Fonte: (http://entnemdept.ufl.edu/creatures//misc/flies/Lutzomyia longipalpis.htm). Acesso em
25/10/2015



http://entnemdept.ufl.edu/creatures/misc/flies/Lutzomyia_longipalpis.htm
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2.2 Leishmanioses

As Leishmanioses sdo zoonoses que resultam do parasitismo dos
hospedeiros  vertebrados por  protozoarios do  género Leishmania
(Kinetoplastida, Trypanosomatidae), apresentando vasta distribuicdo geogréfica nas
regides tropicais e subtropicais do globo terrestre (WHO, 2008).

As leishmanias apresentam fenétipos diversos durante o seu ciclo biologico
relacionados ao desenvolvimento. Estas formas representam uma adaptacdo as
mudancas nas condi¢des ambientais encontradas pelos parasitas nos hospedeiros
vertebrados e dos insetos vetores (Besteiro et al., 2007). Nos flebotomineos, as
leishmanias sdo células flageladas moéveis que se replicam no meio extracelular e
residem no trato alimentar do inseto. Nos hospedeiros vertebrados, por sua vez, as
leishmanias assumem uma forma aflagelada e passam a ser denominadas de

amastigotas.

Ciclo Biologico

Estagios de flebotomineos Estagios em humanos
o Flesotomizeo ingere sangee de
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Promastigotas dividem- tagocitados por
3£ NO imtestino e macrolagos

G j]\
W & o %

mattiglicam dentre da

Amastigotas se transformam em
ctiutas por diviske

s@\vw g

o Ingrs1do e c#hiles Imacrofagos) em varios

parasicatas fesieon A
¥ lebotomineo ingere ‘ ‘
sangue (om macrolagos D
A - g0 intecione hasaicn v
amastigotas

A. Fase oe diagnostio

o P

Promastgotas se
T anstormaam em
amestigotas dewtro de

macrtago A

Am.mguu‘ e

g -v-w-!))r e

Figura 4: Ciclo biologico da Leishmania ssp.
Fonte: (http://image.slidesharecdn.com/lva-150514025925-Ilval-app6891/95/leishmaniose-visceral-
americana-uncisal-4-638.jpg?cbh=1431572522). Acesso em 25/10/2015



http://image.slidesharecdn.com/lva-150514025925-lva1-app6891/95/leishmaniose-visceral-americana-uncisal-4-638.jpg?cb=1431572522
http://image.slidesharecdn.com/lva-150514025925-lva1-app6891/95/leishmaniose-visceral-americana-uncisal-4-638.jpg?cb=1431572522
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As leishmanioses sdo endémicas em pelo menos 88 paises, nos quais
acometem cerca de 12 milhdes de pessoas estando distribuidas em todos os
continentes exceto a Oceania e a Antartida. Decorrentes das manifestacdes clinicas,
as leishmanioses dividem-se em dois tipos principais: tegumentar e visceral. A
multiplicidade das espécies de Leishmania, as particularidades das situagfes
epidemioldgicas dos hospedeiros reservatorios e de vetores envolvidos, bem como a
pluralidade das formas clinicas, e sua ampla distribuicdo, permitem distinguir varios
tipos nosogeograficos de leishmanioses.

A leishmaniose visceral (LV) tem como principais agentes etiolégicos a
Leishmania infantum e a L. donovani no Velho Mundo e a L. infantum chagasi, no
Novo Mundo (Lainson et al., 1987). A LV constitui um sério problema de saude
publica em decorréncia de sua alta incidéncia e letalidade nas Américas, Europa,
Africa e Asia. Especificamente no continente americano, estende-se desde o México
até a Argentina, sendo que cerca de 90% dos casos diagnosticados em humanos

sdo provenientes do Brasil (Monteiro et.al., 2005).
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Figura 5: Status de endemicidade da leishmaniose visceral no mundo.
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Fonte : (http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis VL 2013.png) editada.
Acesso em 25/10/2015

2.3 Espécies Cripticas

Espécies cripticas sdo definidas como organismos que ndo sao
diferenciados através da taxonomia tradicional e podem ser dados por “idénticos” até
mesmo por taxonomistas especializados (Araki et al., 2009). O correto
reconhecimento do status taxondmico das espécies que compdem um complexo tem
implicacBes praticas para a conservacdo e o manejo na identificacdo de importantes
espécies do ponto de vista econdmico e medicinal (Bickford et al., 2007).

Dados obtidos a partir do sequenciamento de DNA ganharam grande
popularidade em estudos taxon6micos. Os trabalhos na éarea de taxonomia
molecular sdo reconhecidos por fornecerem indicios importantes para a delimitacéo
de espécies (Vogler e Monghan, 2007; Meier, 2008), uma vez que podem ser
produzidos em um ritmo muito rapido e sem a necessidade de pesquisadores
especializados em taxonomia (Lee, 2000; Scotland et al., 2003; Vogler e Monaghan,
2007). No entanto, a utilizacdo generalizada de dados obtidos a partir deste método
tem gerado um grande problema: o desenfreado niumero de proposi¢cdes de novas
espécies cripticas, mesmo a partir de dados ainda incipientes (Tan et al., 2009).

Em entomologia, a maioria das espécies € reconhecida com base em suas
caracteristicas morfolégicas. Entretanto, a utilizacdo exclusiva destes aspectos para
algumas espécies pode gerar conflitos devido a notavel variabilidade fenotipica
observada em algumas familias. No caso especifico da familia Sepsidae (Diptera),
por exemplo, na qual a maior parte desta diversidade esta relacionada a fatores
ambientais (Meier, 1995), o uso de sequéncias de DNA se mostra particularmente

uatil no esclarecimento das fronteiras naturais entre as espécies (Tan et al., 2009).

Em outros casos, a variabilidade intraespecifica de membros desta familia é, pelo
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menos em parte, geneticamente determinada (Reusch e Blanckenhorn, 1998). Neste
caso, sequéncias de DNA podem ainda ser utilizadas como provas adicionais,
mesmo que se leve em consideracdo que a variabilidade observada em sequéncias
de populacbes alopétricas pode se tornar de dificil interpretacdo (Petersen et al.,
2007; Ang et al., 2008).

Espécies diferentes podem vir a compartiihar uma mesma assinatura
genética especifica, sendo erroneamente classificadas como uma Unica espécie
(Meier et al., 2006; 2008). Da mesma forma, populacbes alopéatricas de espécies
diferentes podem exibir padrées de sequéncias distintos e evidéncias de DNA
podem, equivocadamente, sugerir que deveriam ser divididas em varias espécies
(Meier, 2008; Meier et.al., 2008). Tem sido sugerido que a avaliacdo de espécies
cripticas seja realizada de maneira multidisciplinar, em que dados morfolégicos,
etolégicos e genéticos possam ser concatenados para o entendimento do status
taxondmico de complexo de espécies (Tan et al., 2009).

Resolver os conflitos taxondmicos de espécies de insetos vetores €
importante para a compreensao de seu papel na transmissao de doencas. Assim, a
correta identificacdo destes insetos evita possiveis confusdes no reconhecimento
das espécies vetoras e ndo vetoras (Marcondes, 1998). Um exemplo classico de
complexo de espécies em insetos vetores é representado pelo complexo Anopheles
gambiae, constituido por sete espécies cripticas. Das espécies que o compdem,
apenas A. gambiae s.s. e A. arabiensis sao consideradas importantes vetores de
Plasmodium no continente africano (White, 1974). Este aspecto correlaciona-se a
diferencas na determinacao de preferéncias por hospedeiros especificos e de outras
caracteristicas biologicas que, em conjunto, implicam diferentes capacidades

vetoriais (Ayala et al., 2006). Em insetos vetores, a ocorréncia de espécies cripticas
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€ um evento bastante comum e tem sido descrita para Anopheles gambiae, Culex
pipiens, e outros vetores (Krzywinski e Besansky, 2003; Adler et al., 2010).

Em diversas espécies do género Lutzomyia as fémeas apresentam um
padrdao morfolégico bastante semelhante; a presenca dos machos torna-se, portanto,
imprescindivel para a classificacdo taxonémica correta (figura). Este
compartilhamento morfologico favorece eventos de introgressao genética e formacao
de hibridos — e.g L. neivai e L. intermedia (Galati et al., 2010). A hip6tese da
introgressdo também ja foi detectada entre as especiécies de L. intermedia e L.

whitmani através de andlises genéticas utilizando o gene per (Mazzoni et. al., 2006).

2.4 Complexo Lutzomyia longipalpis

Lutzomyia longipalpis sensu lato, o principal vetor da LV americana causada
por Leishmania infantum, tem uma distribuicdo descontinuada em toda a regiao
Neotropical (Lainson e Rangel, 2005), com diferentes populacées que apresentam
aspectos compativeis com as de um complexo de espécies (Bauzer et al., 2007).

Machos de L. longipalpis apresentam dois morfotipos atribuidos as manchas
nos tergitos abdominais, denominado fenétipos de uma (1S) ou duas (2S) manchas
tergitais (Figura 6). Exemplares coletados no municipio de Sobral, Ceara, com duas
manchas abdominais no terceiro e quarto tergitos, e machos coletados no Para, com
uma mancha abdominal, foram as primeiras evidéncias que serviram para associar
os padrbes de manchas abdominais encontrados nos machos de L. longipalpis a
possibilidade de o mesmo pertencer a um complexo de espécies cripticas
(Mangabeira, 1969). Desde entéo, varios estudos foram realizados com o objetivo de

elucidar o real status taxonémico de L. longipalpis.
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Figura 6: Machos de L. longipalpis com uma mancha e duas manchas abdominais (1S e 2S,
repectivamente).
Fonte: Aragao e Costa-Junior. Laboratério de Bioinformatica e Biologia Evolutiva (LABBE).

Estudos de microscopia eletronica revelaram que as manchas observadas
por Mangabeira (1969) eram compostas por glandulas secretoras de feromdnios
sexuais (Lane e Ward, 1984). Neste contexto, foram determinados os perfis de
feromonios de cinco populagdes brasileiras, uma da Colémbia e uma da Venezuela.
Com base nestes resultados, Hamilton e Ward (1991) propuseram a existéncia de,
no minimo, seis populacdes geograficas de L. longipalpis na Regido Neotropical, que
secretam pelo menos trés grupos quimicamente distintos de feromoénios. Entretanto,
nao se observou uma relacdo direta entre 0 nimero de manchas tergitais e o tipo de
feromonio produzido (Soares e Turco, 2003).

O fenotipo de L. longipalpis com uma mancha abdominal (1S) é encontrado
desde o México até o sul do Brasil (Ward et al., 1985). A variacdo fenotipica com
duas manchas (2S) esta distribuida desde o Maranhdo até Minas Gerais e também
na regiao fronteirica entre o Brasil e o Paraguai. A simpatria entre as duas formas
ocorre, sobretudo, no leste do Brasil (e.g. Sobral-CE), porém, a alopatria de ambos

morfotipos € observada em algumas localidades (e.g. 1S em Itaeté-BA e 2S em Sao
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Luiz-MA). A presenca de um complexo de espécies em L. longipalpis foi apoiada por
estudos utilizando marcadores moleculares em populacdes das Américas Central e
do Sul (revisado por Soares e Turco, 2003).

Estes estudos levaram a identificagdo de L. pseudolongipalpis (Arrivillaga e
Feliciangeli, 2001), formalmente, a primeira de L. longipalpis tAxon complexo. Mais
recentemente, tem sido sugerido que o L. cruzi, primeiramente descrito por
Mangabeira (1938), também deve ser incluido como uma das espécies cripticas do
complexo de L. longipalpis (Vigoder et al., 2010).

No Brasil, as analises de feromonios sexuais masculinos, dos sons
copulatorios e de marcadores microssatélites e genes de especiacdo (por exemplo,
period e paralitc) forneceu mais evidéncias para o L. longipalpis complexo de
espécies (revisto por Bauzer et al., 2007). Além disso, cinco diferentes quimiotipos
de feromdnios sexuais foram caracterizados em diferentes populagbes de L.
longipalpis sl (Hamilton et al., 2005). Trés dos quimiotipos sdo os feroménios da
familia homosesquiterpeno (3-metil-a-himachaleno [3MaH], (S) -9-metil-germacreno-
B [9MGB] e (S) -9-metil-germacreno-B + [+ 9MGB]. Dois outros quimiotipos sao
membros da familia diterpeno: cembreno-1 e o cembreno-2. Diferentes quimiotipos
podem ser associados com diferentes sons de cépula macho: 3MaH esta associado
ao som de copula 1 ou songtypel; 9MGB esta associado tanto ao pulso songtype?2 e
também ao songtype3; o cembreno-1 esta associado a uma cancao de cépula tipo
explosédo -Burst song (Bauzer et al., 2007;. Maigon et al., 2003; Hamilton et al, 2005).

A combinacdo de analises do gene period, com cancdes de acasalamento e
tipos de feroménios sugere a existéncia de dois grandes grupos populacionais de L.
longipalpis no Brasil (Araki et al. 2009). Um desses grupos seria representado por

uma unica espécie em que os machos produzem musicas tipo Burst e o feromonio
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cembrene-1, estando distribuidos ao longo das regibes costeiras do Norte e
Nordeste, atingindo partes da regido Sudeste. O segundo grupo de espécies
incipientes produzem diferentes tipos de sons copulatorios pulsados e feromdnios
qgue representam pelo menos cinco espécies com diferentes niveis de divergéncia
genética entre elas (Figura 7). Novas evidéncias sugerem, que a identificacdo das
espécies cripticas do complexo L. longipalpis no Brasil, esta relacionada com sons

durante a cépula e pela segregacao do gene paralitic (Lins et al., 2012).
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Figura 7. Resumo das informacg@es disponiveis para os sons copulatérios e dos tipos de feromdnio de
Lutzomyia longipalpis em diferentes populacdes do Brasil (Araki et al., 2009).

Na regido Nordeste, foi demonstrada a presenca de pelo menos duas
espécies irmas do complexo L. longipalpis (Lins et al.,, 2012). No municipio de
Sobral, Estado do Ceara, as duas espécies ocorrem em simpatria e podem ser
separadas pelo niumero de manchas abdominais presentes nos machos. Além da
dicotomia fenotipica, a espécie 1S possui som copulatério, feroménio e estruturacao

genética populacional diferente da espécie 2S (Bauzer et al., 2002).
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Estudos de cruzamentos entre os morfotipos demostraram a existéncia de
um maior isolamento pré acasalamento entre populacbes simpatricas que nas
populac6es alopétricas (Souza et.al., 2008). O padrdo de manchas abdominais tem
sido amplamente utilizado como referéncia para populacdes simpatricas, no entanto,
€ um caracter valido apenas para triagem inicial das espécies pertencentes ao
complexo L. longipalpis (Araki et al.,, 2009). Entretanto, utilizando 525 pares de
bases (pb) do gene per foi verificado pela primeira vez uma relacéo direta entre o
namero de manchas abdominais e o padrdo genético, validando, portanto, o fenétipo
com as espécies cripticas de L. longipalpis encontradas no Nordeste brasileiro

(Costa-Junior et al., 2015).

2.5 principais métodos de bioinformatica utilizados que auxiliam no

estudo de complexo de espécies

A espécie € uma das unidades fundamentais da biologia, comparavel em
importancia aos genes, células e organismos, deste modo, torna-se imprescindivel
sua delimitacdo. Mudancas morfoldgicas, entretanto, nem sempre sao observadas
como consequéncia do processo de especiacdo (Queiroz, 2006). Assim,
metodologias alternativas a morfologia tradicional sdo frequentemente utilizadas e,
neste contexto, os métodos de bioinformética baseados em marcadores moleculares
destacam-se dentre os demais, devido ao numero exacerbado de marcadores
disponiveis.

O método da Méxima Verossimilhangca (Maximum-likelihood - ML),
elaborado por Felsenstein (1981), é baseado em modelos probabilisticos de
evolucao, podendo levar em consideracdo parametros obtidos através de um modelo
evolutivo, tais como a taxa de mutacdo entre sequéncias de DNA e a sua frequéncia

de pares de bases (Nei e Kumar, 2000). Esta metodologia ja foi utilizada em estudos
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gue visavam a determinacgao do status taxonémico de insetos vetores, como no caso
do complexo de Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis (Lehr, 2005). Outros estudos
também se valeram das topologias de maxima verossimilhanca na tentativa de
elucidar o cardter ambiguo das espécies cripticas (Wilkerson et al., 2005;
Passamonti et al., 2004).

Em Lutzomyia, a ML tem sido pouco empregada no que se refere a
elucidacdes dos complexos de espécies. O primeiro trabalho utilizou o marcardor per
contendo 266pb e concluiu que este mesmo marcador ndo se mostrou eficiente para
a filogenia do complexo L. longipalpis (Golczer e Arrivillaga, 2010). Por outro lado,
um estudo recente utilizou 525pb do mesmo marcador e demonstra a monofilia de
duas espécies do complexo L. longipalpis, evidenciando a condicdo derivada do
fenétipo 2S (Costa-Junior et al.,, 20015). A ML também foi empregada em
populac6es alopatricas de L. umbratilis evidenciando a existéncia de um complexo
de espécies em L. umbratilis (Freitas et al., 2015).

Os algoritmos de agrupamento de dados genéticos tornaram-se uma
ferramenta importante em campos da biologia, incluindo a conservacao e a genética
populacional (Dawson e Belkhir, 2001; Corander e Marttinen, 2003; Purcell e Sham
2004; 2006; Francois et al., 2006; Patterson et al., 2006). Estes métodos sdo muitas
vezes utilizados para compreender a estrutura das populacdes, bem como para
identificar individuos migrantes ou hibridos, como também s&o usados para detectar
a estrutura populacional criptica (Hubisz et al., 2009).

O STRUCTURE € um algoritmo bayesiano fundamentado em um modelo
amplamente utilizado para o agrupamento de dados genéticos (Pritchard et al.,
2000; Falush et al., 2003; Falush et al., 2007). Dado o numero de clusters (K),

assumindo o equilibrio de Hardy-Weinberg e a articulacdo do equilibrio dentro de
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grupos, este algoritmo estima as frequéncias dos alelos em cada grupo e as
associacOes das populacdes para cada individuo. O STRUCTURE utiliza o método
Monte Carlo via Cadeia de Markov (MCMC) para integrar um conjunto de
parametros e fazer atribuicdes de agrupamento. Embora o valor de K tenha que ser
fornecido para o algoritmo, um método heuristico de selecdo K & frequentemente
utilizado, baseando-se na comparacéo de probabilidades (Hubisz et al., 2009).

O STRUCTURE 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¢cao dos membros do complexo
de Anopheles annulipes em populacbes de Townsville, Nordeste da Australia,
revelando a existéncia de quatro grupos populacionais vivendo em simpatria; outro
exemplo consistiu no emprego do Ak (ad hoc) na estruturacdo do complexo Culex
pipiens, que apontou a existéncia de trés grupos definidos (Fonseca et al., 2004).
Este algoritmo foi empregado para avaliar a estruturacdo genética das populacdes
do complexo L. longipalpis da regido Centro-Oeste, em que foi realizado um estudo
com oito marcadores microsatélites e o algoritmo agrupou as popula¢cdes como uma
Gnica populacdo genética incluindo L.cruzi dentro do complexo (Santos et al., 2013).

O Algoritmo também foi empregado em popula¢ges simpatricas do complexo
L. longipalpis do Nordeste brasileiro e foi observado que as duas populagcbes
genéticas presentes em cada localidade eram corretas aos dois fenotipos distintos
encontrados em machos de L. longipalpis (Costa-Junior et al., 2015). Ja em L.
umbratilis a andlise de agrupamento genético das trés localidades estudadas
evidenciou a presenca de apenas duas populacdes genéticas sendo que uma delas
era composta por populacdes de Pernambuco e Amazoénia (regido Nordeste e Norte

do Brasil) e o outra localidade separada pelo rio Amazonas (Freitas et al., 2015).
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A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) é um método para estimar a
diferenciacéo populacional a partir de dados moleculares e teste de hipoteses sobre
a mesma diferenciacdo (Excoffier et al.,, 1992). Tradicionalmente, metodologias
como AMOVA e indice de fixacdo (Fst) pareados tém se mostrado eficientes no
estudo da diversidade entre populacdes a partir de dados moleculares (Holsinger e
Weir, 2009). Através destes testes foi sugerida a hipotese de introgresséo entre L.
intermedia e L. whitmani (Mazzoni et al., 2006). No complexo L. longipalpis a
AMOVA sugeriu que as variagbes genéticas encontradas no fragmento do gene per
de 266pb estavam relacionadas com os tipos de sons copulatérios (Araki et al.,
2009), entretanto, a AMOVA realizada com o fragmento de 525pb do mesmo
marcador revelou pela primeira vez, que as variacdes genéticas também estavam
relacionadas aos fenétipos 1S e 2S (Costa-Junior et al., 2015).

Os valores de Fst obtidos em diversos trabalhos para as populagbes de L.
longipalpis sl no Brasil revelaram grandes variacfes genéticas entre as populacées
simpétricas e alopatricas evidenciando a presenca de um complexo de espécie para
0 grupo (Bauzer et al., 2002b; Maingon et al., 2003; Araki et al., 2009; Costa-Junior
et al.,, 2015). Por sua vez, andlises de Fst foram também utilizadas para
comparacao entre L. cruzi e L. longipalpis com o intuito de observar o grau de
diferenciacdo entre essas espécies, entretanto, os valores de Fst observados eram
compativeis como sendo uma unica espécie, sugerindo a inclusdo de L. cruzi ao

complexo L. longipalpis (Vigoder et al., 2010 e Santos et al., 2013).

2.6 Gene period

O gene per em Drosophila controla uma série de ritmos bioldgicos (Hall,
2003), sendo que o mais proeminente e mais bem estudado é o ciclo circadiano do

comportamento que condiciona o0 organismo para as diferentes mudancas
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fisiologicas, mediante a modulacdo de reacdes enzimaticas especificas (Shirasu et
al., 2003). Este gene, inicialmente descrito por Konopka e Benzer (1971), teve a sua
expressdo detectada na maioria dos tecidos e em todos o0s estagios do
desenvolvimento em D. melanogaster (Liu et al., 1988).

Per codifica uma proteina autorreguladora do seu préprio gene, além de
regular o gene timeless (tim), estando ambas associadas ao ciclo de feedback
negativo (Figura 8), que é central para a determinacdo da ritmicidade circadiana
(Hall, 2003). A proteina per contém aproximadamente 1200 amino&cidos (Citri et al.,
1987), apresentando duas regides de grande importancia: o dominio PAS, que
corresponde ao dominio de dimerizacdo localizado em uma regido conservada
(Hoffman et al., 1991 e Colot et al.,1988) e uma regido ndo conservada, que
apresenta repeticées dos aminoacidos treonina e glicina, conhecida como regido

Thr-Gly (Colot et al., 1988).

Light
Figura 8: Regulacéo do gene period.
Fonte: (http://Ih5.ggpht.com/ X6JnoLO0U4BY/S8Fi9Wvektl/AAAAAAAAXPI/Wb1J9uKwiF0/s1600-

h/tmp204 thumb3.jpq) editada. Acesso em 25/10/2015
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A repeticdo Thr-Gly forneceu um sistema modelo util para estudar as
propriedades de mutacdo do minissatélite subjacente a esta regido e, como
geralmente observado em regifes repetitivas, é altamente polimorfica em termos
tanto de variacdo nucleotidica quanto do tamanho da sequéncia (Costa et al.,1991).
Acredita-se que esta repeticdo de aminoacidos esteja envolvida na
termoestabilidade do fendtipo circadiano, uma vez que mutantes em que per foi
retirado, se tornaram arritmicos e sensiveis a variagdo de temperatura (Peixoto et
al., 1993).

As taxas de mutacdo e comprimento da repeticio de per em D.
melanogaster foram estimadas experimentalmente e, como esperado, foram varias
ordens de grandeza maior do que a taxa de substituicdo de nucleotideos da maioria
dos genes nucleares (Rosato et al., 1996, 1997). Observa-se também uma enorme
variacao interespecifica na extensdo desta sequéncia entre diferentes espécies de
dipteros. Nos drosofilideos, por exemplo, existe uma expansao que ocorreu com D.
pseudoobscura, que consiste de um motivo repetitivo modificado em pentapeptideo
gue tem mais de 30 copias em comparacdo a D. virilis (Peixoto et al., 1992, 1993;
Nielsen et al., 1994). Em D. melanogaster, essas repeticdes possuem tamanho
intermediario e codificam entre 14 e 24 pares de dipeptideos Thr-Gly ininterruptos
(Sawyer et al., 1997).

Estudos funcionais da regido Thr-Gly revelaram que a repeticdo e o seu
entorno codificam padrbes especificos do comportamento ritmico e em alguns
elementos do padréo circadiano de atividade locomotora, bem como no ciclo de
musica de corte do macho entre as espécies D. melanogaster e D. simulans
(Wheeler et al., 1991; Rogers et al., 2004). A compensacdo de temperatura

relacionada ao ciclo circadiano (Sawyer et al.,, 1997), ou seja, a forma como o
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periodo de 24 horas € protegida contra mudancas de temperatura, € diferente entre
as variantes Thr-Gly.

Em 1997, Sun e colaboradores isolaram o gene rigui em roedores, que
apresentou cerca de 40% de similaridade ao per de D. melanogaster, sendo este o
primeiro registro deste homdlogo em mamiferos. Estudos posteriores revelaram a
existéncia de uma familia de genes period em vertebrados, constituida por mais dois
genes paralogos e um pseudogene (Albrecht et al., 1997; Shearman et al., 1997,
Takumi et al., 1998a; Takumi et al., 1998b; Zylka et al., 1998; Clayton et al., 2001,
Gotter e Reppert 2001). Desde a identificacdo da familia de genes period em
cordados, varias hipoteses foram deflagradas a respeito da genealogia deste gene
nos vertebrados. A mais recente admite que a ocorréncia de duas duplicacdes
gendbmicas que dirigiram a emergéncia dos primeiros vertebrados dos agnatas
(Schantz et al., 2005).

Trabalhos de filogenia envolvendo per em varios niveis taxonémicos
(populacdes, espécies, géneros, subgéneros e familias) foram realizados e
atestaram a sua eficiéncia como marcador para estudos evolutivos (Nielsen et al.,
1994; Reigeir et al., 1998; Gotter et al., 1999; Barr et al., 2005). Entretanto, Zheng e
colaboradores (1999) questionaram a utilidade deste marcador em D. nasuta
utilizando algoritmos baseados em distancia genética, sugerindo cautela na escolha
dos algoritmos que serdo empregados nos trabalhos com per.

Para o género Lutzomyia, este marcador tem sido amplamente utilizado
desde a sua identificagdo (Peixoto et al., 1992). Porém, nos trabalhos em que séo
apresentadas inferéncias evolutivas baseadas no marcador per, métodos de

distancia foram utilizados para reconstrucao filogenética. Estes trabalhos abordaram
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processos evolutivos como introgressao génica e especiacédo criptica (Mazzoni et al.,
2006; Bauzer et al., 2002a, 2002b; Araki et al., 2009).

Nos trabalhos envolvendo genética de populacdes e filogenia de L.
longipalpis baseados em per, apenas uma regido com 266 pares de bases deste
marcador foi utilizada. Este fragmento, que inclui um intron de 54 pares de bases,
localiza-se entre o dominio PAS e a regido Thr-Gly, englobando quase que
completamente o dominio de localizacdo citoplasmatica (CLD) do gene period
(Bauzer et al.,, 2002a). Em uma analise multilocus envolvendo 21 marcadores
empregados para populacées simpéatricas e alopatricas do complexo L. longipalpis
foi observado que apenas quatro marcadores (sec22, paralityc, up e per) se

mostraram eficientes para separar as espécies do complexo (Araki et al., 2013).
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3. Objetivo Geral

7

A delimitacdo do status taxonOmico de insetos vetores é de grande
importancia na epidemiologia de diversas patologias. Para o Brasil os membros do
complexo Lutzomyia longipalpis ainda ndo foram descritos apesar de varios estudos
descreverem populagbes com caracteristicas exclusivas. O presente trabalho
objetiva fornecer maiores conhecimentos acerca da estrutura genética de
populacdes simpatricas de L. longipalpis utilizando o marcador molecular period em

trés localidades do Nordeste do Brasil.

3.1 Objetivos Especificos

1. Compreender a distribuicdo dos fendtipos 1S e 2S em trés localidades do
Nordeste brasileiro.

2. Analisar a estrutura genética das trés localidades (Caririagu, Sobral-CE e
Bodoco-PE) para cada fendtipo.

3. Reconhecer o impacto das manchas tergitais presente nos machos como um
identificador taxondmico para populacdes simpétricas de L. longipalpis.

4. Compreender o papel da chapada do Araripe como barreira geografica.

5. Propor uma relacao filogenética entre os fenétipos 1S e 2S de L. longipalpis.
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Abstract

Background: Even one hundred years after being originally identified, aspects of the taxonomy of the sand fly
Lutzomyia longipalpis, the principal vector of Leishmania infantum in the Americas, remain unresolved for Brazilian
populations of this vector. The diversity of morphological, behavioral, biochemical, and ethological characters, as
well as the genetic variability detected by molecular markers are indicative of the presence of a complex of species.

Methods: In this study, a 525 bp fragment of the period gene was used to evaluate sympatric populations of
L longipalpis. A combination of probabilistic methods such as maximum likelihood and genetic assignment
approach to investigate sympatric species of L longipalpis were applied in three populations of Northeast Brazil.

Results: Fixed polymorphisms in geographically isolated populations of L longipalpis from two localities in the
state of Ceard and one in the state of Pernambuco, Brazil, was identified in a 525 bp fragment of the gene
period (per). Our results suggest a direct relationship between the number of spots found in males' tergites and
the genetic varation in cryptic species of L. longipalpis. The fragment used in this study revealed the nature of
the ancestral morphotype 15.

Conclusion: New polymorphisms were identified in the gene per which can be used as a genetic barcode to
sympatric taxonomy of L longipalpis. The per gene fragment confirmed the presence of two siblings species of
L longipalpis in Sobral and showed that these same species are present in two other localities, representing an

expansion within the L longipalpis species complex with regards to the states of Ceard and Pernambuco.

Keywords: Lutzomyia longipalpis complex, Period gene, Fixed polymorphism

Background

A species complex is generally defined as a group of
morphologically similar species that differ with regards
to genetic and ethological aspects [1]. Low flight range
and geographic isolation between populations are major
drivers of allopatric speciation, contributing to constitu-
tion of cryptic species in Phlebotomine sand flies [2-4].
The occurrence of cryptic species is a fairly common
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da Engenharia SN, Cdade Universitaria, 50.740-600 Recife, Pernambiico,
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Full list of author information s avallable at the end of the article
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event in other disease vectors and have been described
in Anopheles gambiae, Culex pipiens, Triatoma dimi-
diata and phlebotomines [5-8].

Lutzomyia longipalpis, the principal vector of Leish-
mania infantum, the etiologic agent of American visceral
leishmaniasis, has a discontinued distribution throughout
the Neotropical region with different populations display-
ing aspects compatible with those of a species complex
[9,10]. The existence of cryptic species in the Lutzomyia
longipalpis complex was supported by studies using
morphological and molecular markers in populations
from Central and South America leading to the identifi-
cation of L. pseudolongipalpis [11], formally recognized

© 2015 Lima Costa et al; licensee BioMed Central This & an Open Acces artide distributed under the terms of the Creative
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as the first taxon of the L. longipalpis complex (reviewed
by [12]). Later, it was also suggested that L. cruzi should
be regarded as a cryptic species within the L. longipalpis
complex [13].

In Brazil, the presence of a Lutzomyia longipalpis
complex was first proposed by Mangabeira [14] and was
based on the number of abdominal pale spots, one (15)
or two (25), visible on abdominal tergites. Analyses of
male sexual pheromones and courtship (mating) sounds,
as well as microsatellite markers and speciation genes,
have provided further evidence of a L. longipalpis species
complex [10].

The gene period (per) controls biological rhythms and
plays a central role in eclosion and insect locomotion
activity [15,16]. Per has been used in studies of fruit flies
(Drosophilidae) population genetics and has been shown
to be a useful marker, especially when it comes to identi-
fying cryptic species [17,18]. In sand flies, per has also
been utilized in studies of population genetics to identify
possible members of the L. {ongipalpis complex in Brazil.
Combined with certain behavioral markers (e.g. male
mating songs and the types of sexual pheromones pro-
duced), analysis of the variability of per suggested the
existence of two major population groups of L. longipal-
pis in Brazil. One group, with at least five species, is
found in most localities where L longipalpis has been
reported. This group displays a single spot (15) on the
abdominal tergites, but different pheromones and pat-
terns of pulsating songs. The second group, with two
spots (25), is represented by a single species present in
the North, Northeast and Southeast regions of Brazil
Males in this group produce Burst-type songs and the
pheromone cembrene-1 [19].

The NE region in Brazil is the region with the high-
est index of visceral leishmaniasis [20], and studies
demonstrated the presence of at least two sister spe-
cies within L. longipalpis complex [19,21,22]. In Sobral,
State of Ceard, these species occur in sympatry and
can be separated based either on their abdominal spots
1S or 28, the different mating songs, the types of
pheromones, or the genetic composition of males [23].
Hence, genetic markers related to the abdominal spots
may indeed be an important tool for molecular tax-
onomy of the L longipalpis complex, especially con-
cerning eco-epidemiological studies to assess potential
vectorial capacity between distinct populations.

Here, we investigated the presence of polymorphisms
in the gene per and their relatedness to the number of
abdominal spots in L longipalpis males. Sand flies from
three localities in the NE of Brazil, separated by distances
ranging from 108 km to as much as 457 km from each
other, were used for our analyses. Four novel fixed single
nucleotide polymorphisms (SNP) were identified, some
able to separate between the 15 and 25 flies. In addition,
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our results point to an ancestral origin of the morpho-
type 15. This study contributes to the understanding of
the natural history of L. longipalpis populations and
provides new insights about the biogeography of this
sand fly.

Methods
Field collection and identification of phebotomine sand
flies
Sand fly trappings were carried out in Sobral (3°41°
1575; 40°21'5"W) and Caririaqu (07°02'31"5; 3917’
02"V) in the State of Ceard, and in Bodocd (07°46°
4278, 39°56 28 "W) in the State of Pernambuco, Brazil.
All locations included in this study have a BSw'h' climate
in accordance to the Koppen climate classification [24],
with temperatures ranging from 23°C to 36°C and low
annual rainfall (936 mm to 1100 mm). The localities
included in this study are fully inserted in Caatinga
biome, with vegetation composed mainly of ligneous and
herbaceous species with high degree of xerophily [25].
Sand flies were trapped in the surrounding houses and
domestic animal shelters using five CDC-type miniature
light traps positoned at approximately 0.6 m from the
ground. Sand flies were identified according to Young
and Duncan [26], and L. longipalpis males were sepa-
rated based on the number of abdominal spots into 15
and 2S.

DNA extraction, PCR and sequencing

Genomic DNA was extracted from each specimen using
100 pl of Chelex® resin (Bio-Rad, Hercules, CA) based
on the protocol described by Solano et al [27] with
modifications. Briefly, each sand fly was homogenized
using a hand held homogenizer and pestle in 10%
Chelex solution followed by incubation at 56°C for an
hour. Sample lysates were incubated at 95°C for 30 min,
centrifuged for 6 min at 13,000 x g, and each super-
natant was removed and stored at —4°C.

For each DNA sample isolated, a segment of 525 bp of
per [28] was amplified by PCR using the Master Mix kit
(Promega, Fitchburg, WT). PCRs were carried out using
a PTC-200 thermocycler (MJ] Research, Ramsey, MN) as
follows: 5 min at 95°C, and 30 cycles of 95°C for 30 sec-
onds, 50°C for 30 seconds, and 72°C for 1 min, with a
final extension at 72°C for 10 min. A 5 pl aliguot from
each PCR product was separated on 0.5% agarose and
the remainder was purified using the Genomic DNA
Purification Wizard kit (Promega, Fitchburg).

Bi-directional sequencing reactions were performed on
each purified PCR product using the BygDye Terminator
v3.1 Matrix Standard (Applied Biosystems, Foster City,
CA) and analyzed using an ABI3100 Sequence Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City). Each sample was
sequenced in duplicate and the sequences obtained were
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Table 1 Neutrality tests and intra-population genetic diversity measures for each sample

Samples Tajima’s D N Hd m+ SE NS h k
Bodocd 15 —1.00443 30 0959 0.00684 +0.00054 20 20 3593
Bodocd 25 —0.48148 24 0.5985 0.00885 +0.00089 20 21 4645
Caririagu 15 —030235 2B 0957 001392 +0.00108 31 27 7310
Caririagu 25 037792 31 0954 001058 +0.00056 20 28 5553
Sobral 15 017037 35 1.000 001648 +0.00108 34 35 8652
Sobral 25 046447 23 0996 001162 +0.00089 20 22 6.103
Tatal —0.05022 171 0957 001901 +0012901 55 145 25980

Tajima's D; Tajima test of neutrality; N: sample size; HD: Haplotypic diversity; 7 + SE: nucleotide diversity and standard errors (SE); NS, Number of polymaorphic sites;

h, Haplotypes; K, average number of nudectide differences. *p,0.05.

assembled and analyzed with the Staden package [29]
based on the values of Phred 40 [30]. The high-quality
sequences obtained were deposited in GenBank (accession
numbers KF479047-KF479163 and KP013849-KP013902).

Population genetics

Sequence alignment was performed using the program
ClustalW/ (MEGA v.5.1), and the conserved and wari-
ables sites (parsimony informative and singletons sites)
also were verified using MEGA v.5.1 [31]. The ana-
lyses of polymorphisms and the neutrality tests were
performed wusing DnaSP 5.10.1 [32]. For optimal
viewing of polymorphisms, parsimony-informative sites

were exported to compose sequence logos obtained by
Weblogo v. 3.2 [33].

The genetic structuring of the L. longipalpis popula-
tions was verified using sequences alignment through-
out STRUCTURE v.2.3 [34], with model-based approach.
This algorithm clusters individuals into populations.
The assigned proportion of each individual belonging
to each population (membership coefficient Q) was
estimated using Bayesian statistics and Markov Chain
Monte Carlo simulations (MCMC). MCMC simulations
were performed with 100,000 interactions of burn-in
period and followed by one million steps. For each
value of K (1 to 10), 10 interactions were performed
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Figure 1 Schematic representation of polymorphisms of a fragment of 525 bp of the gene period using Weblogo [33]. Shown are the
seqguences obtained from L longipalpis collected in Bodocd, State of Pemambuco (Bodocd 15 and Bodocd 25) and Caririagu and Sobral, State of Cears,
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in order to estimate the K values, and the most likely
population (or cluster) number was determined by
the AK analysis [35]. Matched Fst and MN values
[36] were obtained through the Arlequin v.3.1 software
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[37], using 1000 random permutations. Population
structure was verified by the utilization of AMOVA
[37], based on the evaluation of different hierarchical
groups.
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Figure 2 Elevation map and genetic assignment analysis. A: Relief map of Brazil (inset) and the distance between localities of Bodocd,
Caririagu and Sobral, which exhibits a very rugged topography ranging from 63 m to 900 m of altitude. The bar plots generated by the software
STRUCTURE inferred the genetic structure of populations of L longipalpis from each places studied. B: Genetic assignment from all localities,
specimens 15 phenotype were assigned to the red group, and 25 specimens were assigned to the blue group. C: Delta K method (35] indicating
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Phylogenetic analysis

For the UPGMA tree, the Fst values were imported into
MEGA V. 5.1 software. The jModeltest v.0.1.1 software
was used to select the best-fit DNA substitution model
for ML analysis based on the Akaike information criter-
ion (AIC) algorithm [38]. The best-fit model for the per
sequence analyzed was the TVM + I+ G. The maximum
likelyhood (ML) tree for per sequences was calculated
using PhyML v. 3.0 [39].

Results

Following identification and sequencing of the sand flies
collected, we obtained a total of 171 sequences of the
gene per from L. longipalpis males, being 58 (35 15 and
23 25) from Sobral, 59 (28 15 and 31 25) from Caririacgu,
and 54 (30 15 and 24 25) from Bodocd. Tests such as
Tajima's neutrality, haplotype diversity, nucleotide diver-
sity, and average number of nucleotide differences for
each population studied are summarized in Table 1.
Analysis of the parsimony informational sites identified
four fixed single nucleotide polymorphisms (SNP) within
the 525 bp fragment of per used in our analyses. All
SNPs can be utilized to separate phenotypes. The SNP
identified on nucleotide position T124C (the first and
second nucleotides occur in 1S5 and 2S phenotypes,
respectively) located within exon 1, is fixed in L longi-
palpis from both localities in Ceard. The SNP identified
in position C424T (within exon 2) is fixed in the L. long-
ipalpis from Bodocé and Caririagu. The SNP at position
C171T also separates the two phenotypic forms (15 and
25) and is fixed in L. longipalpis from Sobral only. In
contrast, the SNP at position T256C, which also sepa-
rates 1S from 28, is present in the L. longipalpis from
Bodocd only (Figure 1).

In the genetic assignment analyses of L. longipalpis,
with each population assessed separately, two distinct
genetic groups associated with abdominal spots were
observed and each sequence possessing a probability
(Q) greater than 80% to belong to each genetic group
(Figure 2A). When sequences from all three places
were combined, the genetic assignment test indicated
the presence of two genetic groups associated with 1S
and 25 morphotypes, as suggested by the peak of Ak
indicating the presence of two genetically distinct pop-
ulations (Figure 2B and 2C, respectively).

Similarly, when Fst was used to verify the genetic
structuring in the three localities (Bodocd, Caririacu
and Sobral), the presence of two morphotypes related
to 1S and 25 were again observed. The L. longipalpis
15 populations of Bodocé, Caririacu and Sobral display
low Fst values when compared to each other forming
a genetically similar group (Group 15). A similar pat-
tern was observed when comparing the 25 populations
amongst themselves. However, the Fst value were the
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highest when comparing different phenotypes, even from
the same location (Table 2). The tree of distances ob-
tained from Fst values exhibited a phylogeographic profile
with Bodocd population more distant from Ceard popula-
tions, when comparing pairs of phenotypes (Figure 3).
Utilizing these groups, AMOVA showed significantly the
highest percentage of variation between 1S and 2§ groups
(Table 3).

The maximum likelihood tree showed a geographical
separation between taxons. Although, the phenotypic
groups were separated, indicating an ancestral nature of
the 15 clade, supported by the monophylic nature of the
28 group with 55% bootstrap value (Figure 4).

Discussion
The composition of the L longipalpis complex is still a
rather controversial topic even though the distribution
of this sand fly in Brazil strongly suggests the presence
of at least five species as part of this complex [10,19].
Our assessment of polymorphism frequency in the
per gene in different populations of L longipalpis
revealed for the first time the presence of two fixed
polymorphisms (124 and 424) that can reliably be used
to separate 15 and 25 phenotypes. The SNP at pos-
ition T124C was previously reported in L longipalpis
populations collected in the town of Jaiba, Minas Gerais,
located 1,347 km from Sobral and 1,040 km from
Caririagu [19]. The SNP at position C424T was identified

Table 2 Genetic differentiation among samples

Populations Fut Nm Dxy Da Ss Sf
Sobral 15 Caririagu 15 001852 286330 001549 000029 26 O
Sobral 15 Sobral 25 050016 Q02787 001382 11 2

273255

Sobral 15 025225 002611 001258 9

Caririagu 25 048584

Cariagu 15 Sobral 25 053515 027071 Q02723 001445 9
0.28603
2722473

051128 Q01379 000213 16

Caririagu 15 Q02542 001317 9
Sobral 25

Bodoco 15
Bodoco 15
Bodoco 15
Bodoco 15
Bodoco 15
Bodoco 25
Bodoco 25
Bodoco 25
Bodocd 25

Caririagu 25 052220
Caririagu 25 0.00000
Sobral 15

Q010597 000000 16
0.15423
052877 Q01225 0QODIBT 16
054558 Q02317 Q01532 8
041809 Q02566 001642 7

6

7

Caririagu 15 0.15249
Bodoco 25 066122
Sobral 25 064012
Caririagu 25 063698
Sobral 15 0.50950
Caririagu 15 0.54926
Sobral 25 0.10BS3
Caririagu 25 0.10793 inf

044627 002399 001528
Q02583 001316

Bl L " T = N = N = R U R P ]

045142
408157 Q02527 001388 8

421053 Q01145 000125 12

(=T = )

Q01085 000118 12

Fa: pair-wise genetic differentiation; Nm: numbser of migrants per generation;
Dicy: average number of nudeotide substitutions per site between populations;
Da: number of net nucleotide substitutions per site between populations; Ss
number of shared polymorphisms between pairs of pepulation; 5f number of
fixed differences between pairs of populations.
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Figure 3 AMOVA UPGMA tree for populations of L longipalpis. UPGMA tree constructed from the Fst values for each phenotype and their
respective localities. Populations of Sobral and Carifiagu 15 and 25 (S0B15, SOB2S, CAR1S and CARZS) are sepamte populations of Bodocd (BOD1S
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BOD2S
SOB2s
| CAR2S
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in L. longipalpis populations from Bodocé and Caririacu.
Two additional SNPs, at positions C171T and T256C can
be used as coadjuvants to separate between the 15 and 25
L. longipalpis morphotypes from Sobral and Bodocd,
respectively. Although all polymorphisms are synonym-
ous, the combined SNPs can be used as markers for cryp-
tic species in L. longipalpis.

The importance of the ML method for the detection
of recent speciation events also was previously shown
[40-42]. The Bayesian and ML approaches for L. longi-
palpis collected in Bodocd, Caririagu and Sobral indicate
the presence of two genetically separated populations,
and that each collected sample belongs to either 15 or
25 morphotype. Our analyses also indicated that these
two genetically distinct populations are related to ab-
dominal spots, as previously suggested for sympatric
populations of L. longipalpis [21-23].

Analysis the 525 bp fragment of per in sand flies from
Sobral showed greater separation between the two mor-
photypes, even when genetic distance methodology was
used (Additional file 1: Figure 51). A Neighbor-joining
tree added to the population genetic structure analyses
confirmed the presence of cryptic species occurring in
sympatry in Sobral, as noted by Bauzer et al. [23]. In that
case, the presence of a haplotype shared by distinct

Table 3 AMOVA results for L. longipalpis populations

Source of variation df. Percentage of variation

5069

Among groups 1
Among populations within groups 4 428

Within populations 165 4504
Tatal 170

Fsc (haplotypes/populations 008672
within groups)

Fsr (haplotypes/populations/groups) 054963
Fer (populations/groups) 0.50687

Phenotype Groups: 15 (Bedocd 15, Caririagu 15 and Scbral 15), and 25
(Bodooo 25, Caririagu 25 and Sobral 25)

morphotypes was observed. In contrast, our analyses
using a greater number of polymorphisms revealed pat-
terns of total association between phenotypes and geno-
types [2243].

As the number of shared haplotypes observed was
lower in the 525 bp fragment of per in comparison to
the 266 bp fragment (15 shared haplotypes versus 26,
Additional file 2: Table 51), it was suggestive of the abil-
ity of the 525 bp per to detect greater genetic variation
in L longipalpis populations. Analyses by AMOVA of
the results obtained with the 525 bp fragment confirmed
a greater variation between phenotypically distinct
groups characterized by the association of a pattern of
abdominal spots and the genetic marker not previously
reported for L. longipalpis populations.

In Sobral, L. longipalpis is described as distinct pop-
ulations of two sympatric species, and commonly sepa-
rated by the 15 and 2S phenotypes. Genetic markers,
copulatory sounds, and sex pheromones have been
characterized for each of the L. longipalpis populations
found in Sobral and have been used to confirm the separ-
ation conferred by the 15/25 phenotypes [19,23,4445].
Conversely, L. longipalpis collected in the localities of
Bodocé and Caririagu are, according to our data, two
genetically distinet populations, and the results observed,
match the pattern of abdominal spots described in the
sympatric populations [22,23,43]. Thus, as L. longipalpis
from Bodocé and Caririagu exhibit the same phenotypic
and genetic patterns of populations found in Sobral, it is
likely that these two populations also share chemical and
behavioral characteristics similar to what was previously
described for the L longipalpis found in Sobral.

Our group previously reported on a secondary contact
between L. longipalpis populations that were separated
by the original course of the Sao Francisco River [46].
This secondary contact between the 15 populations of
the Brazilian SE and NE may have promoted the genetic
diversity of 1S. It also further reinforced the hypothesis
that 25 actually derives from 15, in accordance to the
maximum likelihood tree.
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as puts in evidence the derived monophyletic position of the 25 group.
-

Figure 4 Maximum likelihood tree obtained of the TVM + I + G model has shown the results of using 525 bp from Lutzomyia longipalpis
period marker. The localities of Bodocd (BOD), State of Pemambuco and Caririagu (CAR) and Sobral {SOB), State of Cear3, Brazl. The topology
shown {55% bootstrap support) consistently separates the two morphological variants known for L longipalpis, the morphotypes 15and 25, as well

Conclusion

Understanding the complex population genetics of L.
longipalpis and its pattern of distribution is critical in
areas with high endemicity for the transmission of
visceral leishmaniasis, such as the current situation in
the state of Ceara in Brazil. The genetic analyses using
the 525 bp fragment of the per gene revealed for the
first time a moderate geographical structuring between
the L. longipalpis populations, and a significant vari-
ability with regards to the 1S and 2S phenotypes. The
results presented here also underscore the importance
of the abdominal spots for the diagnosis of cryptic
species of sympatric populations of the L. longipalpis
complex in Brazil, and the use of per as an important
barcode marker to populations of L. longipalpis. Fur-
ther confirmation of the fixed SNPs identified in per
and its application as taxonomic markers to differenti-
ate sympatric L. longipalpis populations across Brazil
is warranted.
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5. Discussao geral

A composicdo do complexo de Lutzomyia longipalpis no Brasil ainda € um
tema bastante controverso (Bauzer, 2007), mas a distribuicdo desta diptero no Brasil
indica fortemente a presenca de pelo menos cinco espécies brasileiras deste
complexo (Araki et al., 2009; Vigoder et al., 2010; Silva et al., 2010 e Lins et al.,
2012).

A observacao de frequéncias de polimorfismos encontrados na populagéo de
sequéncias revelou, pela primeira vez, polimorfismos fixados (SNPs) no gene period
gue separam os fendtipos 1S e 2S. A fixacdo de polimorfismo separando os dois
fenétipos de L. longipalpis também foi detectada no fragmento do gene paralitic
sendo observada uma mutacao a nivel de aminoacidos (Lins et al., 2008, 2012). Em
nosso trabalho foi verificada mutacdes sinbnimas e estes SNPs em conjunto podem
ser utilizados como marcadores de espécies cripticas, bem como nos estudos de
Turner et al. (2009) e Salazar et al. (2010).

Neste estudo, optamos pelo método de atribuicdo de genética baseada em
inferéncia bayesiana, porque, apesar de ser amplamente utilizado para esclarecer
problemas taxondmicos de espécies cripticas (Ross et al., 2009; Anderwald et al.,
2011; Lumley e Sperling, 2011; Latch et al., 2011 e Pringle et al., 2012), tem sido
pouco empregado para as populacdes de L. longipalpis. Este método também
forneceu mais esclarecimentos sobre as espécies dos complexos Anopheles
annulipes (Boyd, 2007) e Culex pipiens (Fonseca et al.,, 2004). O método da
populacdo genética caracteriza cada atribuicdo de um conjunto de frequéncias de
alelos em cada locus, e cada individuo é atribuido probabilisticamente de uma
populacdo (Pritchard et al., 2000). Neste estudo, a analise do método de atribuicao

genética, para a localidade de Sobral, mostrou a presenca de duas populacbes
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genéticas relacionadas com manchas abdominais, assim como sugerido por outros
trabalhos com populagdes simpatricas do complexo L. longipalpis em outros
trabalhos (Bauzer et al., 2002; Silva et al., 2010 e Lins et al., 2012).

Aqui, a ML foi utilizada pela primeira vez para avaliar somente populactes
simpétricas de L. longipalpis. Curiosamente, em um estudo anterior, em que ML foi
utilizada para avaliar flebotomineos na América do Sul, a presenca de espécies
cripticas em L. longipalpis ndo foi detectada (Golczer e Arrivillaga 2010),
provavelmente, devido a analise de um fragmento de 266pb do gene per combinado
com populacBes simpatricas e parapatricas ao mesmo tempo. Neste estudo,
utilizando um fragmento de 525pb a ML, indicou a presenca de dois clados
associados a fenotipos 1S e 2S. A ML ja foi utilizada diversas vezes em estudos de
espécies cripticas fornecendo respostas filogeograficas e filogenticas dos clados
estudados Lehr, 2005; Passamonti et al., 2004 e Wilkerson et al., 2005) .Nossos
resultados também sugerem, pela primeira vez a posi¢ao derivada de 2S.

Bauzer et al. (2002a) utilizaram uma arvore de Evolu¢cao Minima baseada no
marcador de 266pb do gene per, confirmando a presenca de espécies cripticas em
populacbes simpéatricas da localidade de Sobral, observando discrepancias entre os
genatipos e fendtipos. De acordo com os dados encontrados com os 525pb do gene
per, cada fendtipo possui um gendtipo correspondente sem incongruéncias
observadas.

Em Bodoco e Caririagu, foi observado em cada localidade duas populacdes
genéticas distintas de L. longipalpis, também relacionadas com manchas
abdominais, e exibem o mesmo padréo de variacdo genética encontrada por outros
estudos que investigam populagbes simpatricas de L. longipalpis (Bauzer et al.,

2002a; Lins et al., 2008 e Silva et al., 2010). Os padrdes genéticos encontrados em
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Bodocé e Caririagu sdo equivalentes aos padroes descritos para Sobral, utilizando
as trés metodologias (FST, Maxima Verossimilhanca, e de Atribuicdo Genética).
Embora distantes de Sobral, as populacbes simpatricas encontradas em Bodoco e
Caririacu provavelmente compartiiham as mesmas caracteristicas bioquimicas e
comportamentais descritas para a L. longipalpis populacdes de Sobral (Hamilton et
al., 2005; Souza et al., 2004).

Os resultados obtidos pelas analises de AMOVA com o fragmento de 525pb
confirmou uma maior variacdo entre o0s grupos fenotipicamente distintos,
caracterizada pela associacdo de padrdo de manchas abdominais, e o marcador
genético, ndo relatado anteriormente para populacdes de L. longipalpis. Embora
moderada, este foi o primeiro estudo que se detectou um sinal fitogeogréafico entre
as populacdes estudadas baseadas no gene per. Os FSTs obtidos exibiram maior
distancia genética entre as populacdes fenotipicas de Bodoco-PE, que estédo

separada de Sobral e Caririacu (CE) pela chapada do Araripe.
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6. Conclusdes gerais

Compreender a genética de populacdo do complexo L. longipalpis e seu
padrdo de distribuicdo é fundamental em areas com alta endemicidade para a
transmissdo da leishmaniose visceral. Identificar como as populagdes de vetores
estdo distribuidas e as diferencas na capacidade vetorial constituirdo subsidios
importantes para as autoridades de saude com relacdo a epidemiologia da doenca e

ajudar na implementacdo de medidas de controle de vetores.

A confirmacdo das SNPs fixados identificados no gene per e sua aplicacao
como marcadores taxondmicos para diferenciar populacdes simpatricas de L.
longipalpis de todo o Brasil. Os dados levantados neste estudo, demonstrou pela
primeira vez a posicdo derivada do grupo 2S ratificando o baixo grau de
polimorfismos encontrados em suas sequencias. As analises genéticas, usando o
fragmento de 525pb do gene per revelou pela primeira vez que uma estruturagéo
geografica moderada entre o L. longipalpis populacdes, e uma variabilidade
significativa em relacédo aos 1S e 2S fen6tipos. Neste estudo, as analises de AMOVA
demonstraram pela primeira vez, que a maior variabilidade genética estava
relacionada aos fendétipos, ressaltando a importancia das manchas abdominais para
o diagnostico de espécies cripticas de populagdes simpatricas do complexo L.
longipalpis no Brasil, e o papel de per como um importante marcador barcode para

as populagdes de L. longipalpis.
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Anexo 1 - Arvore Filogenética e Frequencia Haplotipica

Additional file 1: Figure S1.:

Neighbor-joining phylogenetic tree of the L. longipalpis. Tree was constructed using the 525 bp fragment of the gene periodobtained
by PCR amplification of DNA extracted from L. longipalpis collected in Sobral, State of Ceara, Brazil. The tree shows the two
phenotypic forms (1S and 2S) with bootstrap value of 67%. The parameters used for the reconstruction of the cladogram were the

same as in Bauzer et al. [23].


http://www.parasitesandvectors.com/content/8/1/193/additional#B23

Additional file 2: Table S1: Haplotype frequency of Lutzomyia longipalpis from three localities Ceara State, Brazil.
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ANEXO 2: Curriculum Vitae

César Raimundo Lima Costa Junior
Curriculum Lattes

Endereco para acessar este CV: http:/lattes.cnpg.br/7803087861941121
Ultima atualizacéo do curriculo em 21/10/2015

Possui graduacdo em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade Federal da Bahia (2006) e
mestrado em Programa de Pds-Graduacdo em Genética pela Fundacdo de Apoio ao
Desenvolvimento da Universidade Federal de Pernambuco (2011). Atualmente é doutorado
em genética da Universidade Federal de Pernambuco. Tem experiéncia na area de Genética,
com énfase em Evolugdo Molecular, atuando principalmente nos seguintes temas:
bioinformatica, filogenia molecular, evolucdo molecular e genébmica comparativa. (Texto
informado pelo autor)

Identificacdo

Nome

César Raimundo Lima Costa Junior

Nome em cita¢6es bibliogréaficas

COSTA JUNIOR, C. R. L.; Costa, C. R.;Costa Junior, César Raimundo Lima;Lima Costa,
César Raimundo;COSTA, CESAR RAIMUNDO LIMA

Endereco

Formacao académica/titulacédo

2011

Doutorado em andamento em Genética (Conceito CAPES 4).

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

Titulo: Expressdo sazonal dos genes desaturase 2, period e maxadilan em populacbes de
Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) isoladas pela Chapada do Araripe, Nordeste do
Brasil,

Orientador: José Marcelo Ramalho Ortigéo.

Palavras-chave: EVOLUCAO MOLECULAR,; Filogenia Molecular; Lutzomyia longipalpis.
Grande area: Ciéncias Bioldgicas

2009 - 2011

Mestrado em Programa de P6s Graduacdo em Genética.

Fundacdo de Apoio ao Desenvolvimento da Universidade Federal de Pernambuco,
FADE/UFPE, Brasil.

Titulo: Avaliacdo dos perfis de expressdo de proteinas associadas a especiacdo de Lutzomyia
longipalpis (Diptera: Psychodidae), vetor da Leishmania infantum chagasi,Ano de Obtengé&o:
2011.

Orientador: Valdir de Queiroz Balbino.

Bolsista do(a): Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco,
FACEPE, Brasil.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis; Filogenia Molecular; REAL TIME PCR.

Grande area: Ciéncias Bioldgicas

2002 - 2006
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Graduacao em Ciéncias Biologicas.

Universidade Federal da Bahia, UFBA, Brasil.

Titulo: Andlise da genealogia do grupo protéico: DNA primase.

Orientador: Rodrigo Barban Zucoloto.

Bolsista do(a): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia, FAPESB, Brasil.

Formagdo Complementar

2012 - 2012

V Entomol.

Centro de Pesquisa Aggeu Magalh&es-Fiocrz, CPQAM, Brasil.

2010 - 2010

111 Curso de Genética e Bio. Mol. de Inse. Vetor.. (Carga horéria: 75h).
Centro de Pesquisa Aggeu Magalh&es-Fiocrz, CPQAM, Brasil.

Atuacdo Profissional

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.
Vinculo institucional

2011 - Atual
Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Doutorado em Genética, Regime: Dedicacéo
exclusiva.

Vinculo institucional

2009 - 2011
Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Mestrado em Genética, Regime: Dedicacdo
exclusiva.

Universidade Federal da Bahia, UFBA, Brasil.
Vinculo institucional

2006 - 2007
Vinculo: BOLSISTA INICIACAO CIENTIFICA, Enquadramento Funcional: INICIACAO
CIENTIFICA, Carga horéria: 20

Vinculo institucional

2005 - 2006 ) B )

Vinculo: VOLUNTARIO, Enquadramento Funcional: INICIACAO CIENTIFICA, Carga
horéria: 20

Vinculo institucional

2003 - 2006
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Vinculo: ESTAGIO CURRICULAR OBRIGATORIO, Enquadramento Funcional: TEC. EM
BIOLOGIA MOLECULAR, Carga horéria: 20

Outras informagdes

EXAMES MOLECULARES EM HIV

Atividades

10/2003 - 2/2006
Estagios , Hospital Universitario Professor Edgard Santos, Laboratorio de Retrovirologia.

Estagio realizado
EXAMES MOLECULARES PARA HIV.

Projetos de pesquisa

2012 - 2012

Uso de ferramentas de Biologia Molecular no estudo dos padrBes de transmissao vetorial da
leishmaniose visceral canina em uma area de transmissdo ativa no Sertdo do Estado de
Pernambuco, Brasil

Descricao: Ecoepidemiologia Molecular de Leishimaniose Visceral Canina.
Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Mestrado académico: (3) Doutorado: (4) .

Integrantes: César Raimundo Lima Costa Junior - Integrante / Aragdo, Nadia Consuelo -
Integrante / Balbino, Valdir Queiroz - Coordenador / Figueirédo Janior, Carlos Santiago -
Integrante / Marcus Batista - Integrante / Lidiane Gomes - Integrante / Moisés Thiago Freitas
- Integrante / Claudia Emanuele Ribeiro Tenorio - Integrante.

2006 - 2007

ENSAIO DE SIMILARIDADE DO GRUPO PROTEICO: DNA PRIMASE

Descricdo: ENSAIO DE SIMILARIDADE NO GRUPO PROTEICO DASDNA PRIMASE
ATRAVES DA BIOINFORMATICA, BASEADOS NOS METODOS DE
RECONSTRUCAO FILOGENETICA.

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (1) / Especializacdo: (0) / Mestrado académico: (0) /
Mestrado profissional: (0) / Doutorado: (0) .

Integrantes: César Raimundo Lima Costa Junior - Coordenador.
2005 - 2006 )
ENSAIO DE SIMILARIDADE DO GRUPO PROTEICO: RNA REPLICASE

Descrigio: ENSAIO DE SIMILARIDADE NO GRUPO PROTEICO DAS REPLICASES
ATRAVES DA BIOINFORMATICA, BASEADOS NOS METODOS DE
RECONSTRUGAO FILOGENETICA.

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduacdo: (1) / Especializacdo: (0) / Mestrado académico: (0) /
Mestrado profissional: (0) / Doutorado: (0) .

Integrantes: César Raimundo Lima Costa Junior - Coordenador.
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Areas de atuagio

1.

Grande area: Ciéncias BiolGgicas / Area: Genética / Subérea: Genética Molecular e de
Microorganismos/Especialidade: Evolucdo Molecular.

2.

Grande éarea: Ciéncias Biologicas / Area: Microbiologia / Subarea: Microbiologia
Aplicada/Especialidade: Exames Moleculares.

3.

Grande area: Ciéncias Biologicas / Area: Genética / Subéarea: Genética Molecular e de
Microorganismos/Especialidade: Bioinformatica.

Idiomas
Inglés
Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, L& Razoavelmente, Escreve Pouco.

Producdes

Producéo bibliogréafica
Artigos completos publicados em periddicos

Ordenar por

1.

DE SOUZA FREITAS, MOISES THIAGO ; RIOS-VELASQUEZ, CLAUDIA MARIA ;
COSTA, CESAR RAIMUNDO LIMA ; FIGUEIREDO, CARLOS ALBERTO SANTIAGO ;
Aragdo, Nadia Consuelo ; DA SILVA, LIDIANE GOMES ; DE ARAGAO BATISTA,
MARCUS VINICIUS ; BALBINO, TERESA CRISTINA LEAL ; PESSOA, FELIPE
ARLEY COSTA ; DE QUEIROZ BALBINO, VALDIR . Phenotypic and genotypic
variations among three allopatric populations of Lutzomyia umbratilis, main vector of
Leishmania guyanensis. Parasites & Vectors, v. 8, p. 448, 2015.

2.

COSTA JUNIOR, C. R. L. ; FREITAS, MOISES THIAGO DE SOUZA ; SANTIAGO
FIGUEIREDO, CARLOS ALBERTO ; Aragdo, Nadia Consuelo ; DA SILVA, LIDIANE
GOMES ; Marcondes, Carlos Brisola ; DIAS, RAIMUNDO VIEIRA ; BALBINO, TERESA
CRISTINA LEAL ; SOUZA, MANUELA BARBOSA RODRIGUES : ORTIGAO,
MARCELO RAMALHO ; BALBINO, VALDIR DE QUEIROZ . Genetic structuring and
fixed polymorphisms in the gene period among natural populations of Lutzomyia longipalpis
in Brazil. Parasites & Vectors, v. 8, p. 193, 2015.

Citacdes:1

3.

Pereira, L. F. ; COSTA JUNIOR, C. R. L. ; Brasileiro, B. T. R. ; de Morais, M. A. .
Lachancea mirantina sp. nov., an ascomycetous yeast isolated from the cachaca fermentation
process. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (Print), p. 01,
2010.
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Citacdes:2|2

4,

Aragdo, Nadia Consuelo ; Miiller, Gerson Azulim ; Balbino, Valdir Queiroz ; Costa Junior,
César Raimundo Lima ; Figueirédo Janior, Carlos Santiago ; Alencar, Jerénimo ; Marcondes,
Carlos Brisola . A list of mosquito species of the Brazilian State of Pernambuco, including the
first report of Haemagogus janthinomys (Diptera: Culicidae), yellow fever vector and 14 other
species (Diptera: Culicidae). Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
(Impresso), v. 43, p. 458-459, 2010.

CitagOes:1|1|2

Resumos publicados em anais de congressos

1.

Freitas M. T. ; Gomes L. ; COSTA JUNIOR, C. R. L. ; Aragdo, Nadia Consuelo ; Balbino,
Valdir Queiroz . Population Genetics of Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) from
Caririacu, Ceard.. In: XVI1II Internacional Congress of the Society of Tropical Medicine and
Malaria and XLVIII Congress of the Society of Tropical Medicine, 2012, Rio de Janeiro.
XVIII Internacional Congress of the Society of Tropical Medicine and Malaria and XLVIII
Congress of the Society of Tropical Medicine, 2012, 2012.

2.

Gomes L. ; Aragdo, Nadia Consuelo ; Balbino, Valdir Queiroz ; COSTA JUNIOR, C.R. L. ..
Using Molecular Marker for the Determination of Taxonomic Status of Lutzomyia umbratilis.
In: 1 Simpdsio Brasileiro de ldentificacdo Molecular de Espécies, 2012, Foz do Iguacu. |
Simposio Brasileiro de Identificacdo Molecular de Espécies, 2012, 2012.

3.

Silva N. F. ; COSTA JUNIOR, C. R. L. ; FREITAS, N. S. ; Balbino, Valdir Queiroz .
Associated With The Aminoacids Evolution And Codons Bias. In: International Workshop
On Genomics Of Health And Diseases, 2011, Natal. International Workshop On Genomics Of
Health And Diseases, 2011.

4,

Silva R. S ; Silva N. F. ; COSTA JUNIOR, C. R. L. ; FREITAS, N. S. ; Balbino, Valdir
Queiroz . Comparative Genomics of 342 and MGH 78578 Strains Of Klebsiella pneumonia
Associated With The Evolution Of The Codons Use. In: X-Meeting, 2011. X-Meeting, 2011.

5.

FREITAS, N. S. ; COSTA JUNIOR, C. R. L. ; Balbino, Valdir Queiroz ; Balbino T. C. L. . .
Evolution of Codon Usage in the High-Pathogenicity Island of Yersinae and Identification of
association Patterns of Adjacent Molecule Groups. In: 10th International Symposium on
/Yersinia, 2010, Recife. 10th International Symposium on /Yersinia, 2010.

6.

FREITAS, N. S.; COSTA JUNIOR, C. R. L. ; Batista M. ; Balbino, Valdir Queiroz ; Balbino
T. C. L. . Evolution Of The High-Pathogenicity Island In Yersiniae. In: AB3C X-meeting,
2009, Angra dos Reis. X-Meeting, 2009.

7.
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COSTA JUNIOR, C. R. L. ; Figueirédo Janior, Carlos Santiago ; OLIVEIRA, A. P. A. ;
Coutinho Abreu, IV ; Ramalho Ortigdo,M ; Balbino, Valdir Queiroz . Evaluation of the
genetic markers cacophony and period in the development of topologies applied to
phylogeografy of lutzomyia longipalpis. In: 54° Congresso brasileiro de Genética, 2008,
salvador. 54° Congresso brasileiro de Genética, 2008.

8.

Cardoso, M.V ; Alecrim, F.M :; Batista M. ; COSTA JUNIOR, C. R. L. ; CUNHA, W. ;
Figueirédo Junior, Carlos Santiago ; Tenorio, K.E.R ; Balbino, Valdir Queiroz . Otimizacéao
da Extracdo de DNA Mitocondrial de Dekkera bruxellensis. In: 54° Congresso Brasileiro de
Genética, 2008, salvador. 54° Congresso Brasileiro de Genética, 2008.

9.

COSTA JUNIOR, C. R. L. ; ZUCULOTO, Rodrigo Barban ; FREITAS, N. S. ;
fernandes,.f.m.c . reconstrucdo das relacGes filogenéticas entre duas classes de RNA virus e
suas interferéncias evolutivas através de RNA replicase. In: 53° congresso brasileiro de
Genética, 2007, aguas de lindoia. 53° congresso brasileiro de Genética, 2007.

Demais tipos de producdo técnica

1.

Balbino, Valdir Queiroz ; COSTA JUNIOR, C. R. L. ; Cardoso, M.V :; Batista M. ;
Figueirédo Junior, Carlos Santiago ; LEVI, T. ; Santos M. A. O. . Il Curso de Extenséo,
Bioinforméatica:  Ferramentas e Aplicacbes. 2011. (Curso de curta duragdo
ministrado/Extensdo).

2.

Balbino, Valdir Queiroz ; COSTA JUNIOR, C. R. L. ; Batista M. ; Cardoso, M.V ;
Figueirédo Junior, Carlos Santiago ; LEVI, T. ; Santos M. A. O. . Il Curso de Extenséo,
Bioinforméatica:  Ferramentas e Aplicacbes. 2011. (Curso de curta duragdo
ministrado/Extensdo).

3.

Balbino, Valdir Queiroz ; Batista M. ; COSTA JUNIOR, C. R. L. ; LEVI, T. ; Santos M. A.
O. ; Figueirédo Junior, Carlos Santiago . | Curso de Extensao, Bioinformética: Ferramentas e
Aplicagdes. 2011. (Curso de curta duragdo ministrado/Extenséo).

4.

COSTA JUNIOR, C. R. L. ; Balbino, Valdir Queiroz ; Batista M. ; Figueirédo Junior, Carlos
Santiago ; LEVI, T. ; Santos M. A. O. . | Curso de Extensdo, Bioinformatica: Ferramentas e
Aplicagdes. 2011. (Curso de curta duragdo ministrado/Extenséo).

Bancas

Participacdo em bancas de trabalhos de conclusao
Trabalhos de concluséo de curso de graduacéo
1.
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Silva N. F.; COSTA JUNIOR, C. R. L.. Participacdo em banca de Narah de Franca
Silva.Genémica Comparativa dos Plasmideos pPBPR1 SS9 e Pyv 8081 Associada a Evolugéo
dos Aminoéacidos e Uso de Codons. 2010. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco.

2.

FREITAS, N. S.; COSTA JUNIOR, C. R. L.. Participacio em banca de Reane Silva da
Silva.Gendmica Comparativa das Cepas Klesbsiella pneumoniae 342 e MGH 78578
Associada a Evolucdo de Uso de Codons. 2010. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagéo
em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Eventos

Participacdo em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1.

X-Meeting. Comparative Genomics of 342 and MGH 78578 Strains Of Klebsiella pneumonia
Associated With The Evolution Of The Codons Use. 2011. (Congresso).

2.
International Workshop On Genomics Of Health And Diseases.Associated With The
Aminoacids Evolution And Codons Bias. 2011. (Simpdsio).

3.
Quinta Ciéncia-UFRPE.Uso da bioinformatica na identificacdo e caracterizacdo de novos
genes de insetos vetores de importancia médica e veterinaria. 2010. (Seminario).

4,

10th International Symposium on /Yersinia.Evolution of Codon Usage in the High-
Pathogenicity Island of Yersinae and Identification of association Patterns of Adjacent
Molecule Groups. 2010. (Simpésio).

5.
AB3C X-meeting. Evolution Of The High-Pathogenicity Island In Yersiniae. 2009.
(Congresso).



