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Resumo

Lutzomyia longipalpis, vetor da leishmaniose visceral americana, esta inserido em
um complexo de espécies e diversas andlises tem sido desenvolvidas para melhorar
0 conhecimento acerca desse vetor. Nesse trabalho, avaliou-se o uso da
morfometria geométrica alar, da estruturacdo genética e da andlise filognética do
gene period na separacdo de machos das morfoespécies (1S e 2S) do Estado do
Ceara. No primeiro estudo, foram analisados, 78 exemplares coletados em Sobral,
em margo/2012, e, 111 coletados em setembro/2012, em Caririagu. Uma avaliacéo
morfométrica geométrica para 12 landmarks com analises de tamanho centrdide,
componentes principais, varidveis candnicas e discriminantes conferiram uma
distancia de Mahalanobis entre 1S e 2S de 2,0198 e reclassificacdo com acertos de
80% dos 1S e 73,21% dos 2S. Dados do Genbank foram usados para construcdo de
uma arvore filogenética por inferéncia bayesiana de um fragmento de 525 pb do
gene period que separou corretamente os grupos 1S e 2S com 53% e 48% de
suporte dos ramos. No segundo estudo, foram analisados 58 espécimes de Sobral,
59 de Caririagu e 54 de Bodoc6. O DNA foi sequenciado e andilises estruturagéo e,
filogenética, por maxima verossimilhanca, para o gene period, foram feitas. Uma
estruturagcdo com K=2 correspondente aos morfotipos analisados e suporte de 55%
foram obtidos. Todas as analises aplicadas, demonstraram tendéncia de separacéo
das espécies cripticas de Lu. longipalpis do Estado do Ceara, conforme o padréo de
manchas abdominais proposto por Mangabeira em 1969.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis. Morfometria Geométrica. Gene period.



Abstract

Lutzomyia longipalpis, a vector of American visceral leishmaniasis, is inserted in a
complex of species, and several analyses have been developed to improve the
knowledge about this vector. In this work, the use of the geometric morphometry, the
genetic structuring and the phylogenetic analysis of the period gene in the males of
morphospecies 1S and 2S from the state of Ceara was evaluated. In the first study,
78 specimens collected in Sobral, in March / 2012, and 111 collected in September /
2012, in Caririagu, were analyzed. A geometric morphometric evaluation for 12
landmarks with centroid size analysis, main components, canonical and discriminant
variables gave a Mahalanobis distance between 1S and 2S of 2.0198 and
reclassification with 80% of the 1S and 73.21% of the 2S. Genbank data were used
to construct a phylogenetic tree by Bayesian inference from a 525-bp fragment of the
period gene that correctly separated the 1S and 2S groups with 53% and 48%
support from the branches. In the second study, 58 Sobral, 59 Caririagu and 54
Bodoco specimens were analyzed. The DNA was sequenced, and structure analysis
and phylogenetic analysis for the period gene by maximum likelihood were
generated. A structuring with K = 2, corresponding to analyzed morphotypes and
support of 55% was obtained. All the applied analyses showed a tendency of
separation of the cryptic Lu.longipalpisspecies of the State of Ceara, according to the
pattern of abdominal spots proposed by Mangabeira in 1969.
Keywords:Lutzomyia longipalpis. Geometric Morphometry. Gene period.
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1. Introducéo

O flebotomineoLutzomyia longipalpis(Lutz e Neiva, 1912)é um diptero
pertencente a familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, encontrado na
América Centrale América do Sul. E considerado o principal vetor da Leishmania
infantum,agente  etiolégico da  Leishmaniose  Visceral =~ Americana
(LVA),apresentando variacées que levam a suspeitar que este inseto constitua
um complexo de espécies cripticas.

O carater morfoloégico tem sido um impasse para a separagcdo das
espécies cripticas que compdem o complexo Lu.longipalpis. No entanto, ja foi
nominada, até o] momento, na Venezuela, Lutzomyia
pseudolongipalpis(Arrivillaga e Feligiangeli, 2001)caracterizada por estudos que
envolveram varias abordagens bioldgicas, entre elas, agenética e a morfoldgica.
Uma segunda espécie, Lutzomyiacruzidescrita por
Mangabeira(1938),posteriormente redescrita por Martins et al. (1984), foi
considerada, desde a sua descri¢cdo, espécie distinta de Lu.longipalpis. No
entanto,foi lancadamais recentemente a hipétese de sua participacdo no
complexo Lutzomyia longipalpis.

Ainda tratando sobre abordagem morfoldgica, temos que a morfometria
geométrica alar € uma técnica que vem sendo bastante utilizada na entomologia
para ajudar a resolver problemas relacionados a identificacdo de espécies
proximas, populagbes geogréficas de vetorese alguns complexos de espécies.
Baseada na anadlise da diferenca de forma,orienta os estudos que buscam
elucidar a causa dessa diferenca, e quando associada a outros testes, tem

maiorconfiabilidade, oferecendo um suporte aos resultados obtidos.
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A andlise de alguns genes foi importante para o atual conhecimento do
complexo Lu.Longipalpis eestudos realizados empopulagfes simpatricas e
alopatricas do mesmo insetoratificou a qualidade do geneperiod como marcador
de especiacdo para resolver o problema dessas espécies do complexo
Lu.longipalpis, no Brasil.

O presente estudo,por meio das andlises morfométricageométrica
alar,filogenética do gene periode estruturacao populacional
buscaevidenciarpossiveis divergéncias entre as morfoespécies simpatricas de
Lu. longipalpisdoEstado do Ceara,conforme o padrdo de manchas abdominais
proposto por Mangabeira em 1969, e caracterizaram a divisdo das populacdes
de Lu. longipalpis, dos municipios de Sobral e Caririagu, no Ceara, em grupos
populacionais com diferentes padrées morfolégicos de uma ou duas manchas
abdominais,sugerindo a extensdo dessa condi¢cdo para o municipio de Bodoco,

em Pernambuco.
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2. Revisao da Literatura

2.1 LeishmanioseVisceral Americana

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) € uma doenca parasitaria com
grande importancia para a saude publica mundial e com alta incidéncia no Brasil.
Para as Américas, no periodo de 2001 a 2014 foram registrados de 48.720
casos de leishmaniose visceral com uma média anual de 3.480 casos, dos quais

que 96,42% (46.976), estao concentrados no Brasil (OPAS/OMS, 2016).

Inicialmente, no Brasil, essa enfermidade tinha um carater rural, no
entanto, vem se expandindo para as areas urbanas de médio e grande porte,
principalmente associada a ambientes de baixo nivel socioeconémico e pobreza

(Brasil, 2003).

A LVA caracteriza-se como uma enfermidade cujo periodo de incubacéo
no homem é 10 dias a 24 meses, com média entre 2 a 6 meses, e no cao é
bastante variavel, de 3 meses a varios anos com média de 3 a 7 meses (Brasil,
2003), sendo a LV caracterizada em humanos principalmente por febre de longa
duracdo, emagrecimento, anemia, fraqueza e pode evoluir para 6bito em mais
de 90% dos casos quando ndo tratada; enquanto no cdo (principal reservatorio
urbano) desde a falta de sintomas até febre irregular, apatia, emagrecimento,
crescimento exagerado das unhas, descamacao furfuracea, ulceras, conjuntivite,
paresia do trem posterior e fezes sanguinolentas sdo 0s sintomas mais
caracteristicos; as raposas e 0s marsupiais sao 0s principais reservatoérios da LV

silvestre (Brasil, 2016).
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Os vetores da LVA sdo os flebotomineos, insetos conhecidos
popularmente como mosquito palha, birigui, cangalhinhas etc. (Marcondes et al.,
2011) e No Brasil, Lu.longipalpis (vetor principal) e Lu.cruzi sdo as duas
espécies relacionadas com a transmissao dessa enfermidade.

O hospedeiro vertebrado € infectado com promastigotas quando picado
pelo vetor, assim, as promastigotas penetram nos macréfagos circulantes e
multiplicam-se como amastigotas depois rompem os macréfagos, quando séo
liberadas e infectam outros macréfagos. Dessa forma, a transmissdo ocorre
enquanto houver o parasitismo na pele ou no sangue periférico do hospedeiro;
depois, o vetor ingere macréfagos infectados durante o repasto sanguineo e as
amastigotas sdo liberadas no intestino do mosquito e multiplicam-se como
promastigotas (Brasil, 2003).

As promastigotas, no vetor sdo denominadas, em prociclicas,
haptomonadas, nectomonadas, paramastigotas e metaciclicas, conforme o seu
desenvolvimento, e somente as ultimas sdo consideradas formas infectantes
para os hospedeiros vertebrados, quando transmitidas durante a alimentacéo
sanguinea do vetor; mas, observou-se, que o proprio vetor é capaz de se
infectar experimentalmente com as formas promastigotas da leishmania, sendo
esta uma forma mais facil de infec¢cdo para condi¢Bes de laboratorio(Freitas et
al., 2012).

As estratégias de controle dessa endemia estdo centradas no
diagnosticoe no tratamento precoce dos casos humanos, na reducdo da
populacdo de flebotomineos, na eliminagdo dos reservatérios e nas atividades

de educacgdo em saude (Brasil, 2016).
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Para os casos humanos, o diagnostico é rotineiramente realizado com
base em parametros clinicos e epidemiolégicos, mas ainda existem o
diagndstico imunolégoco pela técnica da reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e da Enzyme Linked Immunossorbent Assay (ELISA), e principalmente o
ultimo é usado em inquéritos populacionais; também ocorre o diagndstico
molecular por métodos de hibridizagdo com sondas especificas e técnicas de
amplificacdo de acidos nucléicos, incluindo a reacdo em cadeia da polimerase -
transcriptase reversa (RTPCR) para deteccdo de RNA e PCR para deteccéo de
DNA, além do diagnéstico com base no exame parasitoldgico, que é definitivo,
(Contijo e Melo, 2004).

O levantamento, a investigacdo e o monitoramento entomologico dos
vetores é feito de acordo caracteristicas epidemiologicas e entomologicas da
localidade analisada, por meio de coleta manual com tubo de sucg¢ao ou
capturador motorizado, coletas com armadilha adesiva, armadilhas luminosas e
armadilhas com animais ou com feromonios, para melhor conhecer a presenca,
disperséo e sazonalidade desses vetores; ja o controle quimico é feito utilizando
deltametrina, cypermetrina, lambdacyalotrina entre outros produtos inseticidas
de acdo residual (Brasil 2003). Para os cd@es a eutanasia € recomendada a
todos os animais com sorologia positiva ou parasitologico positivo, enquanto
para os humanos, a medida de controle é o tratamento que é feito com
Antimoniais e anfotericina B, sendo usada, também, as pentamidinas (isotionato
e mesilato) principalmente na Europa e Africa (Brasil 2003, Brasil, 2016).

As medidas de prevencgao para LV em humanos estdo ligadas a evitar a
exposicdo em horéarios de atividade do vetor, protecdo quimica pelo uso de

repelentes e mecanica, com o uso de telas e mosquiteiros, por exemplo, e a
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educacgdo ambiental e em saude; ja para os cées, 0 uso de coleiras impregnadas
de deltametrina e de telas nos canis sdo indicados; enquanto para 0s vetores,
manejo e saneamento ambiental que reduzam o nimero de ambientes propicios
para sua proliferacdo, até o momento, sdo a melhor alternativa para a evita-los.

(Brasil, 2016).

2.2 Lutzomyia longipalpis

Identificado por Lutz e Neiva, no ano de 1912, em uma localidade incerta
no Brasil, o flebotomineoLu. longipalpis foi associado a transmissdo da
leishmaniose visceralna década de 1930 (Chagas, 1936). No entanto, apenas
em 1977, foi provado, por meio de infeccdo experimental e pela andlise das
capacidades de infeccdo e transmissdo, assim como da distribuicdo geogréfica,
gue este inseto era o principal vetor do parasito causador da LVA (Lainsonet al.,
1977).

O ciclo de desenvolvimento desse insetoacontece em um a dois meses ou
até mais, e passa pelas fases de ovo, larva com quatro instares(em que as do
género Lutzomyiaapresentam duas cerdas na parte posterior do corpo durante
primeiro instar e quatro cerdas, nos trés ultimos),que se desenvolveno soloumido
e se alimentada matéria organica ali depositada, posteriormente pupa e emerge
o adultoquese alimenta de acUcares de plantas e secrecdo de afideose apenas a
fémea precisa da alimentacdo sanguinea para maturar seus ovos. (Marcondes,
2011).

Ostroncosocos e raizes tubulares de arvores, as grutas e fendas, nas

rochas, os criatérios dos animais domésticos além das paredes externas e
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internasdos domicilios sdo os principaiscriadouros/abrigos do  Lu.
longipalpis(Deane e Deane,1957, Aguiar e Medeiros,2003).

Esse vetorja foi encontrado em diversos biomas, comoos associados a
Floresta Amazbnica, com areas de transicdo para o Cerrado e o Pantanal;
Cerrado, Floresta Atlantica e Caatinga (Missawa e Lima, 2006, Cutolo e Von-
Zuben, 2008, Dantas-Torres et al., 2010).

Inicialmente, existia uma natureza rural na distribuicdo do Lu.longipalpis e,
consequentemente, da LVA no Brasil. No entanto, ao longo dos anos, o numero
crescente de casos autdctones, nos grandes centros urbanos (Costa,
2008,Rangel e Vilela, 2008)e a recente descoberta desse inseto e de cées
infectados no entorno de um cemitério em area urbana no Rio de Janeiro (Brasil,
2013)demonstram uma crescente adaptacdo desse inseto ao ambiente
antropizado. Logo, Lu.longipalpisé uma espécie em adiantado processo de
domiciliacdo e com grande adaptacédo aos ambientes modificados pelo homem
(Aguiar e Medeiros, 2003).

A presenca deste inseto é relatada nas Américas Central e do Sul, do
México até a Argentina, e 0 mesmo possui uma ampla distribuicdo no territorio
brasileiro(Young e Duncan, 1994,Aguiar e Medeiros, 2003).

Lu. longipalpis é caracterizado, morfologicamente, por apresentar, nos
exemplares machos, quatro espinhos nos gondéstilos e cerdas dorsais curvas em
forma de chifre de antilope que estdo inseridas em seus parameros. Ja nas
fémeas, as espermatecas sdo pequenas, cilindricas e levemente enrugadas, e

apresentam um comprimento cerca de quatro vezes maior que sua

largura(Figura 1) (Young e Duncan, 1994).
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Figura 1: Genitdlia dos machos e fémeas de Lutzomyia longipalpis. Destaque em vermelho
para as cerdas em forma de “chifre de antilope”. Fonte:Young e Duncan, 1994,

Os machos dessa espécie trazem uma ou duas manchas claras nos
tergitos abdominais, por isso, sdo considerados fenétipos 1S (uma mancha no
terceiro tergito) ou 2S (duas manchas, uma no terceiro e outra no quarto tergito),
respectivamente. As fémeas sédo indistinguiveis de algumas outras do mesmo
género, sendo necessaria a presenca do macho para uma correta diagnose da
espécie, a exemplo do que ocorre com Lu. cruzi(Young e Duncan, 1994).

Quanto a sua classificacdo taxonémica, considerava-se que na subfamilia
Phlebotominae, ordem Diptera, estavam agrupados seis géneros de
flebotomineos:Phlebotomus; Sergentomyia e Chinius,Brumptomyia, Lutzomyia e
Warileya. (Young e Duncan, 1994).

Com o avancgar das pesquisas, ao longo dos anos, uma nova distribuicao,
em 31 géneros, foi proposta (RISPAIL et al., 1998, Galati, 2003) e vem sendo

paulatinamente aceita pelos especialistas (Marcondes, 2011).
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No Continente Americano, sdo reconhecidas atualmente 520 espécies e
17 fésseis. O género Lutzomyiapossui 82 espécies e dessas, 2lestdo

classificadas no subgénero de mesmo nome (Galati, 2016).

2.3 O complexo de espécies Lutzomyia longipalpis

Divergéncias no numero de manchasclaras observadasnos tergitos
abdominais (Figura 2) de populagdes de Lu. longipalpisencontradas nos Estados
do Ceara e do Pard (Mangabeira, 1969)foram as primeiras evidéncias
sugestivasda existéncia de um possivel complexo de espécies envolvendo esse

flebotomineo.

Figura 2: Machos de Lutzomyia longipalpis. (a) fenétipo
1S (b) fenétipo 2S.Fonte: LABBE-UFPE.
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Inicialmente, testes sobre o isolamento reprodutivo entre diferentes
populagcbes brasileiras(Wardet al., 1983), investigacbes micromorfolégicas das
manchas(Lane e Ward, 1984)distribuicdo dos morfotipos (Wardet al.,
1985)isoenzimas (Mutebi et al., 1999) foram realizados a fim de aprofundar o
conhecimento sobre este vetor econfirmar a existéncia do complexo de
espécies, no Brasil. Dos resultados deses estudos, apenas as isoenzimas
indicaram que as populac¢des analisadas pertenciam uma Unica espécie.

Outras formasde abordagemtambém foram utilizadas, entre elas
amorfometria tradicional que foi, de uma forma geral, inconclusiva(Azevedo et
al., 2000), os tipos de feromoénios produzidos, em que foram reconhecidos quatro
diferentes tipos (3- Methil-a-himachalene, 9-methilgermacrene-B, Cembrene-1 e
Cembrene-2) (Hamiltonet al., 1999a; Hamiltonet al., 1999b; Hamiltonet al.,
2005), e quando associados aos love songs de populacdes brasieliras (Souza et
al., 2004) burse ou pulse (em seus quatro tipos), caracterizam bem essas
populagbes que estdosinalizadas por distribuicdo geografica na Figura 3 (Araki
et al., 2009).

Nos estudos genéticos, os microssatélites sinalizaram a separagdo das
morfoespécies 1S e 2S de Sobral, no Cearad(Maingon et al., 2003), 0os genes
nucleares também apresentaram tais divergéncias, primeiramente com retencao
de polimorfiso ancestralno gene period (Bauzer et al., 2002) e com o avancar
das pesquisas, paralytic e, mais recentemente, period, apresentaram fixacoes de
polimorfismos (Arakiet al., 2009,Araki et al, 2013,Costa Jret al,. 2015)enquanto
0S outros genes, nas demais populacdes brasileiras ja analisadas, apontaram
para a separacdo das espécies, porém, ainda apresentando introgressédoe a

auséncia de polimorfismos fixados (Araki, 2015).
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Figura 3. Resumo das informag¢des disponiveis para 0s sons
copulatérios e dos tipos de feroménio delLutzomyia
longipalpis em l4diferentes populacdes do Brasil. Fonte:
ARAKI et.al.,2009.

Na América do Sul, sdo reconhecidos quatro grupos genéticos do
complexo Lu.longipalpis identificados por meio do marcador mitocondrial
Citocromo oxidase(COIl). No entanto, sob essas condi¢cdes, as populacbes
brasileiras analisadas foram agrupadas como uma unica espécie (Arrivillaga et

al., 2002).

A primeira espécie do complexo a ser nominada foiLu. pseudolongipalpis,
da Venezuela, em estudos que envolveram, por exemplo, isoenzimas, genes
mitocondriais  (coxl),feroménios  (9-methyl-himacaleno) e  caracteres
morfolégicos (diferencas nas larvas L4 e, para as fémeas adultas, discrepancias
nos dentes verticais do cibario, cercos e valviferos)(Arrivillaga e Feligiangeli,
2001).Hoje, ja estédo identificadas trés populacbes endémicas dessa espécie,
nesse pais (Arrivillaga e Marrero, 2009).

Araki et al. (2009) revisaram os dados a respeito das populacdes

brasileiras do complexo Lu. longipalpise, reunindoos resultados da analise de um



27

fragmento do gene period, padrbes de sons de corte e os tipos de feromdnio
produzidos, sugeriram que aseparagao das espécies cripticas estd basicamente
associada aos padrdes de sons de corte (Figura 3), e sob esta Optica, sugerem
gue no Brasil existem, pelo menos,dois principais grupos elecionados por esses

loves songs.

A espécie Lu.cruzi descrita por Mangabeira(1938), e redescrita por Martins
et al. (1984),também foi indicada a fazer parte do complexo Lu. longipalpis apés
as analises de feroménios, pois apresenta o tipo 9-methilgermacrene-B (Watts
et al., 2005), sons de corte(tipo Burst) e de polimorfismosdo gene
period(Vigoderet al.,, 2010). Nas analises de microssatélites,a divergéncia
encontrada é similar a das espécies-irmas do complexo (Watts et al., 2005).As
fémeas desses flebotomineos s&o,até o momento, morfologicamente
indistinguiveis dasde Lu. longipalpis e 0s machos apresentam, apenas,
pequenas disparidades na genitalia(Figura 4) (Young e Duncan,
1994).Epidemiologicamente, esse inseto é considerado um vetor secundério da
LVA, pois esta relacionado a sua transmissdo,no Brasil,pelo menos, em éareas

onde o Lu. longipalpis néo foi encontrado (Wattset al., 2005).
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Figura 4: Divergéncias na genitalia dosmachos de A- Lu.longipalpis e B- Lu.
cruzi.Em azul,tufo basal de cerdas do gonocoxito. Em A- Cerdas espiniformes. Em
B- Cerdas folidceas.Em vermelho, cerdas em forma de “chifre de
antilope”.Fonte:Young e Duncan, 1994.

Elucidar esta antiga questdo taxonOmica que envolve o complexo Lu.
Ingipalpis é primordial para mudar o cenario epidemiolégico da LVA, indicando
possiveis vetores principais e secundarios, além de suportar estudos ecolbgicos

para um mais claro conhecimento a respeito desses vetores.

2.4 Morfometria Geométrica

A morfometria geométrica compara individuos da mesma espécie ou de
espécies filogeneticamente proximas e transforma marcos anatbmicos em
coordenadas cartesianas que simbolizam formas geométricas sem os efeitos de
tamanho, posicao e orientacdo para estudar as causas das diferencas das

formas nestes organismos (Monteiro e Reis, 1999).Baseada em analises
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estatisticas, esta técnica combina ferramentas de geometria, graficos de
computadore dados biométricos para proceder a uma analise multivariada,a fim

de detectar variagdo na forma bioldgica (Bookstein, 1997).

O uso de marcos anatdbmicospermite a comparacao quantitativa das formas
dos organismos. Quando aplicada a sistematica, a morfometria geométrica é
capaz de sinalizar mudancas de forma que, muitas vezes, sdo indetectaveis pela

morfometria tradicional(Dujardin et al., 2010)

Na entomologia médicaessa técnica tem sido aplicada comouma
ferramenta bastante Util para estudar, por exemplo, problemas que envolvem
populagdes geograficas de vetores (Dujardin et al., 2008) e espécies proximas

(Gurgel et al., 2011, Vidal et al., 2011).

Duas espécies proximas de triatomineos, vetores da doenca de Chagas,
tiveram seus nichos ecolégicos avaliados por meio da morfometria geométrica
das asas e cabecas e, apesar das analises discriminantes apresentarem
sobreposicdo,evidenciou-se que uma das espécies avaliadas, Triatoma
garciabesi, ocupaareas mais frias e secas do que a outra, Triatoma sordida,
melhorando o0s critérios operacionais na delimitacdo dessas espécies
fenotipicamente semelhantes(Gurgel et al., 2011).

Bastante aplicada aos insetos, a morfometria alar se utiliza da estrutura
praticamentebidimensional da asa para reduzir o erro e permitir comparacdes
validas de um determinadofenétipo entre individuos, populacdes locais e/ou
espécies, desde que haja homologia entre os pontos de referéncia (Dujardin,
2008).

Estudos que buscaram identificar, com preciséo, espécies de mosquitos de

trés géneros epidemiologicamente bastanteimportantes, usando morfometria
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alar, tiveram sucesso na correta diagnose dos géneros: Aedes, Culex e
Anopheles peloformato daasa, demonstrando quepara 0s niveis hierarquicos
inferiores (subgéneros e espécies), a morfometria geométrica das asas também
foi eficiente, resultando em altas pontuacdes de reclassificacao (Wilke et al.,
2016). O mesmo ocorreu com diferentes linhagens de Aedes aegyptida
Tailandia, mantidas em laboratério, que foram corretamente diagnosticadas por
meio da morfometria geométrica alar (Jirakanjanakit e Dujardin et al., 2005).

A morfometria geométrica alar, também,mostrou-se eficazna separacéo de
espécies co-genéricasCulex,uma vez que, Culex quinquefasciatus,principal vetor
da filariose broncofitiana,e Culex nigripalpus, vetor de arboviroses e encefalites,
podem conviver em simpatria em ambientes urbanos e peri-urbanos e
apresentam uma dificil diagnose quando danificados(Vidal et al., 2011)

Complexos de espécies foram avaliados por meio da morfometria
geométrica sugerindo que este método pode ser utilizado para espécies cripticas
por utilizar paradmetros matematicos derivados de coordenadas originais,
cuidando para que alguns critérios sejam observados, como por exemplo, que o
mesmo usudrio proceda a tomada dos marcos anatdbmicos para evitar erros
estatisticos do tipo um,rejeitando-se uma hip6tese nula verdadeira(Dujardin,
2010).

Os machos das espécies cripticas das abelhas de orquideas Euglossa
viridissima eEuglossa dilema sdo morfologicamente cripticos, com exce¢do do
namero e forma dos dentes mandibulares epor meio da morfometria geométrica
das interse¢cbes de veias alares, as duas espécies foram separadas (em menor
grau, os morfotipos da espécie E. viridissimaque apresentam variacdo na forma

dos dentesmandibulares) (Quezada-Euan et al.,, 2015). Poruma analise
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discriminanteda forma da célula radial,demonstrou-seque ha separagéo entre os
trés grupos, embora com maior erro de classificagcdo entre E. viridissima e E.
dilema, identificando,pela morfometria geométrica alar,as espécies e morfotipos,
contribuindo para a taxonomia infragenérica para abelhas com sua aplicacéo
apoiadapor outros métodos (Quezada-Euan et al., 2015).

Por ser uma técnica de réapida execucdo e baixo custo, a morfometria
geométricapode ser associada a outras técnicas explorando melhor os
resultados obtidos e aumentando a confiabilidade das informacdes

geradas(Lorenz et al., 2012).

2.5 Gene period

O gene nuclear period esta localizado no cromossomo X de Drosophila
melanogaster, codificando um cofator de transcricdo envolvido no relégio
biolégico e foi identificado por Konopka e Benzer (1971) a partir da detecgéo dos
mutantes per®,, per® e per- que alteram a duracdo do ritmo

circadiano,caracterizado por ser o ciclo de atividade locomotora em 24 horas

(Konopka e Benzer,1971, Muller, 2009).

A transcricdo da proteina period, codificada pelo gene de mesmo nome, &
regulada por retroalimentacao. O referido gene possui regides bem conservadas
(PAS-A, CLD e C-Domain) euma regido altamente variavel Thr-Gly, que esta
relacionada a termoestabilidade do comportamento circadiano e mudangas no
intervalo interpulso(IP1).As mutagdesocorridas nas regidbes PAS-A ocasionam 0s

ritmos longos 29h, na C-Domain ciclos curtos de 16h e 19h e em Thr-Gly podem
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provocar altera¢ées no ritmo dos sons de corte,pois podem afetar o IPI (Konopka
e Benzer,1971, Muller, 2009).
Em Drosophila melanogaster, esse gene tem um tamanho aproximado de
3,6 quilobase (Kb), apresenta apenas um intron com mais de 50 pares de
bases(pb) e transcreve um polipeptideo com aproximadamente 1200
aminoacidos. Esse genetem evolucdo rdpida, uma altataxa de substituicdes e
essas caracteristicas o destacam em relagdo a outros genes nucleares para um
bom marcador nuclear com uso indicado na reconstrucéo filogenética de taxons
abaixo do nivel de familia (Regier et al.,1998).
Uma vez que a separacdo das espécies cripticas brasileiras do complexo
Lu.longipalpis, de acordo com Araki et al. (2009), estdo basicamente associadas
aos padrdes de sons de corte, 0 gene period torna-se um bom marcador para

tratar de diferencas espécie-especificas entre essas espécies.

Recentemente, uma andlise realizada com o gene period, envolvendo trés
populacbes de Nyssomyiaumbratilisde duas regides brasileiras (Norte e
Nordese), resultou na separacao de dois grupos, em que duas populagbes de
regides distintas (Recife e Rio Preto da Eva) foram geneticamente associadas e,
a partir desses resultados, sugeriu-se a existéncia de um complexo de espécies

entre essas populacdes (Freitas et al., 2015).

A andlise de um fragmento de 266 pbdeste gene também detectou
variagfes de polimorfismos que caracterizaram a divisdo da populagéo de Lu.
longipalpis encontrada em Sobral em duas populagdes, 1S e 2S (Bauzer et al.,
2002, Araki et al., 2013), e para um fragmento com 525 pares de bases,existeo

relato de fixagdo de polimorfismos para estas mesmas morfoespécies, além de
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ampliar a exiténcia do complexo para o municipio de Bodocd, em Pernambuco

(Costa Jret al., 2015).

2.6 Inferencia Bayesiana e Maxima Verossimilhanca para analise

filogenética

A a ndlise filogenética estuda a relagdo antepassado-
descendenteestimada a partir dos caracteres estudados,cuja relacdo €
representada em arvores filogenéticas. A InferenciaBayesiana e a Maxima
Verossimilhanga sdo méodos baseado em modelos estatisticos de evolugéo
molecular,comumente empregados nessa analise, onde se leva em conta o
conhecimento a priori que se tem sobreos dadosanalisados (Pefa, 2011).

InferénciaBayesiana

A abordagem bayesiana ébastante Util quando o numero de hipéteses
alternativas € extenso. Os estatisticos bayesianos evitam o padrdao de
abordagem em que se especifica uma hipotese como hip6tese nula, mas
procuram verificar se 0os dados sdo ou nao robustos o suficiente para serem
rejeitados, uma vez que o output dessaanalise € a probabilidade a posteriori de
qgualquer solugéo, e as regras da probabilidade podem ser usadas para testar se
a hipétese deve ser acreditada e o quéo fortemente e,como resultado, milhdes
de ciclos sao geralmente necessarios, enquanto que muito menos (da ordem de

1.000) repeticBes sao suficientes no método de agrupamento por bootstrap, para
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a resolucdo da maioria dos problemas (Holder e Lewis, 2003).(Holder e
Lewis,2003).

Na metodologia da Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) para a
filogenia, é a partir de uma arvore inicial que uma nova arvore € proposta. Os
passos que mudam a arvore devem envolver uma escolha aleatériaque satisfaca
véarias condicBes e uma amostra para cada ciclo é produzida, em que as arvores
sejam altamente autocorrelacionadas. (Holder e Lewis, 2003).

Trés populagdes de Nyssomyia umbratilis, principal vetor de Leishmania
guyanensis, foram filogeneticamente analisadas por meio do marcador
nuclearperiod. A andlise de inferéncia bayesiana, pela metodologia de MCMC,
indicou diferenga, revelando dois clados distintos e bem suportados, com valores
de probabilidade de 0,98 ou 98%.,em queum clado estava composto pelas
amostras de Recife (PE) e Rio Preto da Eva (AM), e o outro, pelas amostras de
Manacapuru (AM). Isso demonstra que as populacdes de Recife e Rio Preto da
Eva estdo mais estreitamente relacionadas evolutivamente e reforca a
possibilidade de que os individuos de Recife estejam ligados ancestralmente a
individuos de Rio Preto da Eva (Freitas et al.,2015).

Para o complexo Lu. longipalpis, a andlise do gene COIl, usando a
metodologia da MCMC na inferéncia bayesiana para a filogenia, ndo indicou o
usodesse gene como um bom marcador molecular, uma vez que a arvore obtida
sugeriu um Unico grupo genético associado aos tipos de morfologia 1S e 2S de
Sobral e Caririagu, e nao foi capaz de caracterizar a relagdo ancestral ea origem

geogréfica das populacdes (Freitas et al.,2016).
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Maxima Verossimilhanca

No método da Maxima Verossimilhanca, verifica-se a probabilidadeda
matriz decaracteres estar melhor explicada pelas arvores geradas,calculando-se
cada arvore possivel,conforme o] modelo de
evolucaoselecionado(Felsenstein2004, Pefia, 2011).

Nesse método procura-se encontrar a arvore evolutiva que produza a
mais alta probabilidade de evolucdo observando-se os dados, de forma que a
probabilidade de uma arvore € aprobabilidade dos dados em fung&o da hipétese
segundo o modelo escolhido, considerando-se que a hipétese (a arvore) é a que
melhor explica os dados. Isto significa que a probabilidades paradiferentes
arvores ndo somam a unidade e que aprobabilidade de uma arvore nédo é a
probabilidade de que a arvoreé a correta (Pefia, 2011).

Em flebotomineos, estudo realizado, no Sri Lanka, analisando os genes
COl, cytochrome oxidase b, internal transcribed spacer 2, e as regides do DNA
ribossonal 18s e 28s de Phlebotomus (Euphlebotomus) argentipes sensu lato, a
analise genética usando o método da maxima virossimilhanca suporta a
existéncia de dois grupos de espécies cripticas (A e B) da espécie em questéao,

ao invés de trés, conforme anteriormentedetectado (Gajapathy, 2013)

2.7 Estruturacao populacional com o software structure

A definicdo das populagcBes é de grande importancia para se verificar a

estruturacdo genética das mesmas e, geralmente, essa definicdo é feita
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considerando-se a origem geografica das amostras ou fenétipos (Evanno et al.,
2005).

O software structure usa o método de analise bayesiana e MCMC para a
identificagdo de grupos geneticamente homogéneos de individuos, dessa forma,
atua numa questdo de genética populacional pela estatistica ad hok AK, com
base na taxa de mudanca na probabilidade log de dados entre sucessivos
valores K, que sdo 0s numeros de agrupamentos encontrados (Evanno et al.,
2005).

Foley et al. (2013) relatam queem Arequipa,no Peru, Triatoma
infestans,esta distribuidodentro e ao redor do centro urbano e essas populagdes
compartilham uma histéria evolutiva recente,emborao fluxo genético esreja
restrito mesmo entre 0s locais proximos.Segundo a analise populacional
realizada, a diferenga entre os distritos na distribuicdo de frequéncia de alelos foi
evidente,embora a maioria dasClusters foram encontrados na maioria dos
distritos. Os distritos localizados no centro da cidade(Paucarpata e Mariano
Melgar) foram semelhantes entre si a todos os valores de K. Osdistritos
periurbanos(Sachaca, Cayma e Characato) diferiram pouco na composi¢cao
eFrequéncia de clusters populacionais das éareas do centro da cidade,
especialmente a valores baixos de K.Os distritos rurais sao os mais distintos do
centro da cidade (La Joya e Quequeiia), embora La Joya fosse muito mais
semelhante aos distritos urbanos.

A andlise de estruragdo populacional realizada por Freitas et al.
(2015) com o software structure, demonstrou pela estatistica de AKquea
formacdo mais provavel era de dois grupos (K) homogéneos para as trés

populacdes de Lu. umbratilis analisadas,e sob essa perspectiva, a populagao de
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Manacapuru (sul do rio Amazonas) formou um grupo e as populacdes de Rio
Preto da Eva (norte do rio Amazonas) e Recife representou 0 outro
agrupamentopopulacional,l e esses resultados, apoiados pelas outras
metodologias utilizadas, fizeram com que 0s autores sugerissem gue este inseto
deveria ser melhor investigado a fim de desvendar se essas populagbes ndo

pertenceriam, na verdade, a um complexo de espécies.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Oferecer informagfes extraidas, a partir de caracteres morfolégicos das asas e
analise filogenética do gene period, por inferéncia bayesiana eMaxima
Verossimilhanca e verificar a estrutura populacional a fim de contribuir para a
separacdo das espécies cripticas de Lu. longipalpisencontradas no Estado do

Ceara.

3.2 Objetivos especificos

1. Desenvolvera uma analise de morfometria geométrica alar nos espécimes

do complexo Lu. longipalpisencontrados no Estado do Ceara.

2. Proceder a uma analise filogenética por inferéncia bayesiana eMaxima

Verossimilhanga utilizando o marcador nuclear period.

3. Analisar a estrutura genética das trés localidades (Caririagu, Sobral-CE e
Bodoc6-PE) para cada fendtipo (1S e 2S) e verificar a extensao do

complexo longipalpis para a cidade de, Bodocdé em Pernambuco.

4. Verificar se o critério de separacdo por manchas abdominais proposto por
Mangabeira et al. (1969)é aplicavel para a identificagdo das espécies

cripticas de Lu. longipalpis do Ceara.
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ABSTRACT

Lutzomyia longipalpis, a vector of Leishmania infantum in the American continent,
is constituted by a species complex, with two recognized species. In the present
study, wing morphometry was evaluated for the differentiation of cryptic species in
Brazilian state of Ceara, previously defined by the period nuclear gene and the
pattern of abdominal spots in males (1S and 2S), as proposed by Otavio
Mangabeira in 1969. Specimens were collected in Sobral and Caririagu
municipalities, in Ceard State, Brazil. Right wings of males were photographed
and 12 landmarks were digitalized. Analyses of centroid size, Procrustes
superimposition, principal components, canonical variate analysis, regression,
discriminant analysis, were developed. Genbank data were utilized for the
construction of a Bayesian phylogeny from a 525 bp fragment of the period gener.
Mahalanobis distance between specimens 1S and 2S was 2.0198 with p<0.001.
Even being observed a certain overlap in the canonic space observed, Lu.
longipalpis groups correctly clusterized in crossed reclassification in 80% of 1S
and 73.21% of 2S. The period gene separated these groups adequately by the
analysis utilizing Bayesian inference. Geometric morphometry demonstrated a
tendency to separate cryptic species of Lutzomyia longipalpis from the state of
Ceara, agreeing to the analysis of the period gene and the pattern of abdominal

spots proposed by Mangabeira in 19609.

Keywords: American Visceral Leishmaniasis Vector; Phlebotomine Sand Flies;

Wing Morphometry; Period Nuclear Marker.
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Introduction

The sand fly Lutzomyia longipalpis is distributed from Mexico to Argentina and is
considered as the major vector of Leishmania infantum, the etiologic agent of

visceral leishmaniasis in the American continent (Lainson et al., 1977).

Otavio Mangabeira (Mangabeira, 1969) firstly reported the presence of one
or two pairs of abdominal white spots in males of Lu. longipalpis, inducing the
suspicion of the existence of a species complex in this "species". Several
approaches have been utilized to investigate this taxonomic question, including,
for example, reproductive isolation between Brazilian populations with different
pattern of spots (Ward et al., 1983), association between morphology of spots and
pheromones (Lane & Ward, 1984), distribution of morphotypes (Ward et al., 1885),
isoenzyme analysis (Mutebi et al., 1999), lovesongs (Souza et al., 2004, Vigoder
et al., 2015), pheromone identification (Hamilton et al., 2005) and genetic analysis
(Bauzer et al., 2002, Costa Jr et al., 2015, Lins et al., 2008).

Four genetic groups have been recognized in South America by the
utilization of Cox1 mitochondrial marker, and analyzed brazilian populations were
grouped in one clad (Arrivillaga et al., 2002). Additional studies suggested the
existence of two groups, mostly differentiated by lovesongs (Souza et al., 2004). In
this context, Sobral municipality, in Ceara, is a particular case, due to the
presence of two different taxonomic groups, separated by the number of
abdominal spots, types of pheromones, lovesongs and genetic markers, even
being sympatric (Araki et al., 2009).

Two sister species in Lu. longipalpis complex have already been named,
the first one in Venezuela, Lu. pseudolongipalpis, caracterized by mitochondrial
genes, morphology of females, ethologic and reproductive differences (Arrivillaga
& Feligiangelli, 2001). It was afterwards incriminated as a vector of visceral
leishmaniasis in that country (Agrela et al., 2002). A second species, Lutzomyia
cruzi (Mangabeira, 1938), was redescribed (Martins et al., 1984) and its
participation on the complex was hypothesized after analysis of period gene and
lovesongs, when similarities compatible to those found in the sister species were
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seen (Vigoder et al.,, 2010). The females of these sand flies could not yet be
differentiated from those of Lu. longipalpis, and males presented small differences
in external genitalia (Young & Duncan, 1994). Additionally, analysis of
microsatellites, pheromones (Watts et al., 2005), lovesongs and period gene
demonstrated levels of divergence similar to those of sister species (Vigoder et al.,
2010). Lu. cruzi has been associated to transmission of visceral leishmaniasis in
the absence of Lu. longipalpis in the Brazilian state of Mato Grosso do Sul-Brasil
(Santos et al., 2013).

The period nuclear marker, a gene known to be involved in the circadian
cycle, has been indicated as useful for the phylogenetic reconstruction below the
family level (Regier et al.,1998). The utilization of a fragment of this gene has
detected polymorphism variation permitting the separation of the population of Lu.
longipalpis from Sobral into two subpopulations (1S and 2S) (Lins et al., 2008,
Araki et al., 2013), reporting fixation of polymorphisms for these species (Costa Jr
et al., 2015).

Geometric morphometry analyses differences among forms of organisms in
the same species or phylogenetically related species (Monteiro & Reis, 1999). In
medical entomology, it has been utilized to study, for example, questions on
geographic populations of vector species (Dujardin et al., 2008), related species
(Gurgel et al., 2011, Vidal et al., 2011) and species complexes, obtaining very
interesting results. Being a rapid and low-cost technique, it may be associated to
other techniques, enhancing the reliability, and better exploring the obtained
results (Lorenz et al., 2012).

The present study analyzed by wing morphometry two cryptic species of Lu.
longipalpis obtained from the municipalities of Sobral and Caririacu, in Ceara,
defined by the abdominal spots, and a phylogenetic analysis by the period gene.
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Methods

Biological material

Insects were collected from Sobral (3°41'15" S; 40°21'5" W, 70 m a.s.l.), in March
2012, and Caririagu (07°02'31"S; 39°17'02" W, 713 m a.s.l.), in September 2012.
Mean temperatures fluctuated from 23°C to 36°C and annual rainfall from 936 to
1100 mm. Both localities are in BSw'h’ climate in accordance to the Kdppen
climate classification and are inserted in highly xerophillous caatinga (Peel et al.,
2007, Pennington et al., 2000). Male specimens of Lu. longipalpis were identified
by morphology (Young & Duncan, 1994) and separated considering the quantity of
abdominal spots (1S or 2S), individually preserved in 96% ethanol and maintained
at -20°C. One-hundred sixteen specimens were utilized for the geometric analysis
and voucher specimens were deposited into the Reference Entomological
Collection of Department of Microbiology, Immunology and Parasitology of Federal

University of Santa Catarina.
Special abbreviations (Marcondes, 2007) for genera of sand flies were utilized.
Acquisition of data for geometric morphometry

Right wings of 30 1S sand flies from each locality and 30 2S from Sobral and 26
2S from Caririagu were photographed, utilizing a MOTIC 2.0 camera, coupled to a
trinocular microscope, MOTIC 168, with 2X objective and 3X zoom. Twelve
landmarks (Fig. 1) were digitalized and transformed into coordinates in the
cartesian plane utilizing TpsDig software v.1.40 (QSC - James Rohlf). All
digitalizations were developed by the same user, to reduce the error level
(Dujardin et al., 2010).
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Figure 1 Location of the 12 landmarks in Lu. longipalpis wing

Geometric morphometry analysis

Analyses of centroid size, Procrustes superimposition, principal components,
canonical variate analysis, regression, discriminant analysis, and Accuracy test
(classification and reclassification test) were developed. TpsuUtil 1.29, TpsRelw
1.39 (QSC - James Rohlf), MorphoJ 1.02, GraphPad InStat softwares were
utilized. Graphs were generated by MorphoJ 1.02 software (Klingenberg, 2011).

Phylogenetic analysis

Seventy-three sequences of Lu. longipalpis males, 18 from Sobral and 55 from
Caririacu-CE, already available in Genbank (Costa Jr et al., 2015) from specimens
obtained in the same collections of samples utilized for geometric morphometry,
were analyzed. Sequence alignment using the Clustal W integrated in the
Software Package MEGA v. 6.0 (Tamura et al., 2013). The phylogenetic tree was
generated by Mr. Bayes v 3.2.0[35] with 4000000 generations, using the evolutive
model HKY+I+G, obtained by JModelTest v 2.1.4 [36]. Phlebotomus dubosqi
sequence (AY071913) was utilized as an outgroup to give more support to groups
(Delavi et al., 2001; Roung et al., 2010).
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Results

Analysis by geometric morphometry

Kolmogorov-Smirnov was initially utilized to check statistic normality of centroids
for measuring the size in pixels of right wings of both morphospecies (1S and 2S).
Considering only the pattern of abdominal spots and disregarding the locality, a
median of 963.35 (Max 1072.4 — Min 814.41) was obtained for 1S insects and
967.66 (Max 1070.1 — Min 799.07) for 2S. T test indicated a non-significant
difference, with a p-value of 0.8459.

In the analysis for localities, the median of centroid size for Sobral 1S was 978.24
px (Max 1072.4 — Min 895.1) and for 2S was 988.09 px (Max 1070.1 — Min 892). In
Caririagu, medians were 950.8 px (Max 1047.5— Min 814.1) for 1S and 937.98 px
(Max 1022.5 — Min 799.07) for 2S. Analysis of variance (ANOVA) indicated a very
significant difference between the isometric size of populations analyzed by
locality and pattern of abdominal spots (p-value = 0.0002). Tukey-Kramer test of
multiple comparisons was developed and indicated significant difference between
populations with a value of g greater than 3.692 (p-value <0.05). So, differences
between Caririagu 1S and Sobral 1S (g=4.048, P<0.05), Caririacu 1S e Sobral 2S
(q=4.336 e P<0.05) and principally between Caririagu 2S and Sobral 1S (q=4.973,
P<0.01) and between Caririagcu 2S and Sobral 2S (g=5.250, P<0.01). No
significant difference between variances in populations 1S and 2S of the same

localities were observed.

In Principal Component Analysis (MorphoJ), a correlation between variables was
obtained, and three first principal components totaled 67.88% of total variance of
samples (PCl 34.81%;PC2 22.35%; PC3 10.72%), not differentiating

morphospecies.

Including allometry (influence of size on shape) on canonic variables Mahalanobis
distance between specimens 1S and 2S was 1.8572 with p<0.001. Between
groups, greater Mahalanobis distance value was 3.0069 for Caririacu 1S and
Sobral 2S specimens and the smaller was 1.8276 for Caririagu 1S and 2S

specimens (p-value <0.001) for the permutation test with 10000 repeats.
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Analyzing canonical variables without allometry (Fig. 2) between morphotypes, a
canonical variable corresponded to all the observed variation. On the other hand,
populations analyzed by locality, the first variable constituted 55.17% of the total
variation of shape, the second 31.38% and the third 13.45%. Mahalanobis
distance of 2.0198 with p<0,001 between morphotypes. Higher Mahalanobis
distance between groups was 2.9416 for specimens of 1S from Caririagu and 2S
from Sobral and lower was 2.0325, between specimens 1S from Sobral and 1S
from Caririagu (p-value <0.001) for the permutation test with 10000 repeats.

Frequency

Canonical variate 1

Canonical variate 2

Canonical variate 1

Fig. 2 Graphs of canonical variations without alometry, demonstrating separation of
morphotypes with two and one abdominal spots (A) and between populations of

Lu.longipalpis from Sobral and Caririagu-CE (B).Populations: Caririagu 1S, Caririagu 2, Sobral 1S and Sobral

2S. Morfospecies 1S (Caririagu 1S e Sobral 1S) and 2S (Caririagu 2S and Sobral 2S).
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In discriminant analysis of morphotypes, 80% of individual insects 1S and 73.21%
of 2S were correctly reclassified. Between groups in localities, the best proportions
of reclassifications were those between Caririagcu 1S and Sobral 2S, in which 80%
of 1S individuals and 76.66% of 2S were correctly reclassified. The worst
proportions in the cross-validation test were between Caririagu 2S and Sobral 2S,
whose proportions of individuals correctly reclassified for 1S and 2S were
respectively 61.54% and 60% (Tablel).

Table 1 Percentage of correct identification in the reclassification test

comparing populations of Lu. longipalpis from Sobral and Caririagu-CE.

Populations Reclassification hits (%0)

Caririagu 1S X Caririagu 70 73,33
2S

Caririagu 1S X Sobral 1S 70 56,66
Caririagu 1S X Sobral 2S 80 76,66
Caririagu 2S X Sobral 1S 65,38 66,66
Caririagu 2S X Sobral 2S 61,54 60
Sobral 1S X Sobral 2S 73,33 70

Populations: Caririagu 1S, Caririagu 2S, Sobral 1S and Sobral 2S.

Phylogenetic analysis

Phylogenetic analysis identified two monophyletic clades in Lu. longipalpis with
support de 0.5301 for 1S morphotypes and 0.4855 for morphotypes 2S. Even not
indicating a geographic separation between taxa, phenotypic groupsl1sS e 2S were
adequately separated (Fig. 3).
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Figure 3 Phylogenetic tree — Bayesian inference of Lu. longipalpis sequences from
Sobral and Carriacu-CE, utilizing fragment525bp of period gene

andPhlebotomusdubosqi sequence as a outgroup.

Discussion

Sister species of Lutzomyialongipalpis complex found in Sobral-CE are considered
as "sympatric cryptic species”, and most genetic, biochemical, and behavioral
(courtship sounds and reproductive isolation) tests applied to these populations
can separate them or indicate a separation according to the criterion of abdominal

spots proposed by Mangabeira in 19609.
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Morphological characterization has always been an impasse for the nomination of
these species. Azevedo et al. (2000) investigated by classical morphometry and
biochemistry populations of Lu. longipalpis from five Brazilian states, including
Cearda (municipality of Canindé), and could not characterize one and two spots
populations evaluating structures of head, thorax, and abdomen of insects. For the
population from Ceara, only the length of a flagellomere (F14) was significantly
different.

In the present study, no isometric size of morphospecies was significantly
different, but when populations from two localities separated by 553,3 km and with
an altitudinal difference of 643 m, a great difference between Caririagu and Sobral
populations was shown. Altitudinal variations may influence the size of structures
(Dujardin, 2008, Lorenz et al. 2014), and previous studies on Lu. longipalpis (De la
Riva et al., 2001) and Nyssomyia intermedia (Marcondes et al., 1999) have also

shown significant variations associated to altitude and other factors.

When the shape was analyzed eliminating the effect of size in the canonical
variables without allometry, the result was very significant and the Mahalanobis
distance between morphotypes was 2.0198, indicating a proximity between them.
Godoy et al. (2014) analyzed 13 landmarks among three previously described
species of Lutzomyia involved in the transmission of Leishmania braziliensis: Ny.
intermedia , Ny. neivai and Ny. whitmani, and found Mahalanobis distance of 1.64
between Ny. intermedia and Ny. neivai, considered as "cryptic species"”, and of
2.83 between Ny. neivai and Ny. whitmani. Vector insects of other groups difficult
to differentiate by morphology also were successfully separated by geometric
morphometry. Lorenz et al. (Lorenz et al., 2012), utilizing 18 landmarks, found
Mahalanobis distance of 3.50 entre Anopheles cruzii and A. homunculus, whose
females are morphologically similar. The distance between A. cruzii and A. bellator
was 4.58, and 4.32 between A. homunculus and A. bellator.

In the analysis by localities, Mahalanobis distances were a little greater (2.9416 for
specimens 1S from Caririagu and 2S from Sobral) and smaller distance was
2.0325, between Sobral 1S and Caririagu 1S.
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Genetically distinct populations of Lutzomyialongipalpis complex from Toro Toro
(T) and Yuncas (Y), in Bolivia, to new populations from Bolivia (U and R) and
Nicaragua (N), considering origin, behavior, pattern of abdominal spots and
reports of Leishmania infantum transmission were compared by geometric
morphometry, utilizing five landmarks. Mahalanobis distances between
populations varied from 6.4 (N and Y/Re Y) to 22.1 (R and U) and discriminant
analysis separated samples in two groups, N Y R and U T. The values of
reclassification varied from 60% (N) to 76% (T), and the first group included
samples with one or two abdominal spots, from localities in low and high altitudes
and insects related or not to active transmission of Leishmania. While those in the
second group had two spots, came from high altitude localities, and had no known
epidemiological role, being less conflicting the genetic diagnosis for these
populations (De la Riva et al., 2001).

The superposition of canonical morphospace in our graphs for morphospecies and
populations of Lu. longipalpis also was observed for species previously studied
(Lorenz et al., 2012, Godoy et al., 2014). However, in the accuracy analysis,
groups analyzed by reclassification indices through cross validation for
morphospecies were between 70% and 83.33%, which are values near those
observed for species recognized as distinct in Anopheles (Lorenz et al., 2012),
even with some superposition of canonical morphospace. This demonstrates that,
even being very similar, as observed by Mahalanobis distances, these groups may
be separated. Nyssomyia intermedia and Ny. neivai were wrongly identified
(29/104), that is, only 73.12% were correctly identified after cross validation, while
six and 11 of 104, respectively between Ny. whitmani and Ny. neivai and between
Ny. whitmani and Ny. intermedia were wrongly identified after cross validation
(Godoy et al., 2014). Our values of reclassification could demonstrate similar or

greater values than those for recognized of sand fly species of the same genus.

In Colombia, GM was unsuccessfully utilized to separate Anopheles spp. of
albitarsis complex, since there were no significant results for allometry (P-value =
0.070) or to shape variation (P-value = 0.144 after Bonferroni correction). Groups

were separated only through COI gene analysis, which evidenced two groups (I an
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F) in different localities and both in sympatry in only one municipality (Gomez et
al., 2013).

The genetics analysis using 525 bp of period marker and Bayesian inference
method showed a good differentiation between cryptic species of Lu. longipalpis in
Sobral, with a better resolution than that previously obtained which used 266 bp
and the Neighbor-joining method that was not capable to solve the separation of
different genotypic groups (Bauzer et al., 2002). As occurs with the paralytic gene
(Lins et al., 2008), period gene presents fixed polymorphisms differentiating two

cryptic species found in Sobral-CE and Bodoc6-PE (Costa Jr et al., 2015).

Study using 21 nuclear loci involving sympatric (Sobral 1S and 2S) and allopatric
populations of Lu. longipalpis ratified the quality of period gene as a marker of
speciation to morphotypes from Ceard in what introgression was observed, and an
association to environmental factors could be inferred, with possible
epidemiological consequences, and the authors considered that visceral
leishmaniasis has a tendency to urbanization (Araki et al., 2013).

Based on clustering analysis results obtained in this study, the geometric
morphometry was shown to corroborate results obtained in previous studies that
indicate differences between cryptic species of sand flies from Ceard, as the

molecular analysis.

Conclusion

Wing geometric morphometry showed, after clusterization analysis, a
tendency to differentiation of sympatric cryptic species of Lutzomyialongipalpis
complex found in municipalities of Sobral and Caririagu, agreeing to phenotypic
pattern of abdominal spots proposed by Mangabeira in 1969. This result
emphasizes the relevance of pattern of spots as morphological markers of these
and the importance of the relatively non-expensive technique of geometric
morphometry as a good tool for their recognition, corroborating the analysis of the
fragment of nuclear gene period.
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Abstract

Background: Even ane hundred years after baing anginally identified, aspacts of the taxonomy of the sand iy
Lutzoanmla Jonglpalpls, the principal vectar of Lalshmana Infanium in the Amerncas, remaln unresobved for Bazillan
populations of this vector, The divessity of morphologica, behadoral, Blochemical, and ethological characters, as
well a3 the genetic variability detected by molecular markers. are indicative of the presence of a complex of spedies,
Methods: In this stucly, a 525 bip fragment of the pedod gene was wied fo evaluate sympatic populations of
L longlpalpls. A combination of prababilistic methads such as madmum likelihood and genetic assignmeent
approach fo investigate sympatric spedies of L, ongloalpls were applied iin three populations of Korthea st Bazil
Results: Fixed polymarphisms in geographicaly Bolated popuations of L ongloalpls fram two localities in the
state of Ceard and one in the state of Permambuco, Brasl, was identified in a 525 bp fragment of the gene
perod {perl Chur resulis suggest a direct relatiorshdp between the number of spots found in males” tergites and
the genetic variation in onyptic spedes of L longlpalpls. The fragment used in this study sveabed the nature of
the ancestral manphatype 15,

Conclusion: Mew polymonphises were identified §n the gene per which can be wied a5 a genetic barcaode 10
symipatic tawonamy of L boglealpls The per gene fragment canfirned the preserce of two silblings spedies of
L dongioalpls in Sobral and showed that these same spedies are present in teva ather lacalitiss, representing an
exparsian within the L langioalois spedies comgplex with regarck 10 the states of Ceard and Pemmambuca

Keywords: Lietamie longioolpls comples, Parbd gene, Fked polyrmeanphism

Background

A species complex {5 generally defined as a growp of
maiphologically simdlar species that differ with regards
o geivetic aind etholageal spects [1]. Low Might range
and geographic lsolation between populatkons are i joo
drivers of allopatic spec tion, contibuting o constiiu-
tien of eryplic spocies im Mhlebotomine sand Mies [2-4].
The occurmncs of cryptic species is a Girly commaon
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event In other disease vectors and lave been described
Im Anopheles ganibiae, Cwlex piplens, Triabomma dibs-
alieta and phleboto mines [5-8].

Liitzanseia laigpalpi, the princpal vector of Leik-
sl dnfernt o, tee etiologic agent of American visceral
leelsh maniasis, has a discontimved distebutbon @ Toowghowt
e Nestropical ragion with different populations displne-
ing aspects compatible with those of a species comple x
[10]. The existence of cryptic species in the Ltzanmia
longipalpis complex was supported by studies wsing
marphological and molecular markers in populations
fram Central and South America leading to the identifi-
catien of 1, prendelongipalps [11], Fermally recognize]
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ai the fst taxon of the L. langpalpi complex (reviewed
by [12]) Later, it was akio suggested that L erusl shoud
be regarded x5 a cryptic species within the L logipalps
complex [13]

In Brzl. the presence of a Lutzonoda bogpalpi
complex was first poposed by Mangabeim [14] and was
based on the number of abdominal pale spots, one (13)
or two {15) visible on abdominal tergites. Analvses of
male seal pheromones and courtship (mating) sounds,
as well o microsatellite markers and spediation genes,
have provided further evidence of a L Jangiaalpis species
comphex [ 10].

The gerw period (e comtrok biokgical rhythms and
plavs a centml roke in ecosion and insed locomotion
activity [15,16], Per bas been used in studies of frait flies
{Brosophilidas) popalation genetics and has been shown
ton e @ usebul marker especially when it comes to jdentic
fying cryptic species [17,18]. In sand flies, per has also
been utilized in studies of popuation genetos to identily
possible members of the L fongpalpis comakes in Brail.
Civmbined with cetain behavioral markers leg male
mating songs and the types of sexual pheomones pre-
duced), analysis of the variabilty of per uggested the
existence of two malor population groups of L lbwegipak-
pix in Aramil Cne gmope with at least fiwe species, i
fourd in most locaities whem L. fongipaipis has been
reported, This grow displays ¢ single spoc (15) on the
abdominal tergites, but difierest pheromones and pat-
terns of pukating sonpge. The secand groop, with twn
spots (25), is epresented by a single species present m
the Morh, Morthest and Southeast megions of Brazil.
Males in this group produce Burst-type somgs and the
phemmane combmene-1 [19].

The ME region in Brazil is the region with the high-
est index of visceral leishmaniasis [20], and studis
demonstrated the presence of at least two sister spe-
cins within I, fangipalpin complex [19.21.22]. In Sobral,
State of Ceard, these species ocour in srmpatry and
can be separated besed either on their abdominal spots
15 or 5 the different matiag songs, the types of
phemmanes, or the genetle sonpasition of males [25]
Hence, genetic markers related to the abdominal spols
may Indeed be an important tool for melecular tac
onomy of the L bagpalps complex, especially con-
caming ren-epideminlogleal aindies to sweas potanitial
vectorial capacity between distinet populations.

Here, we investigited the presence of palymaorphisns
in the gene per and their relatedness to the number of
abullon il apoda dn o foggipalpds males. Sand Mliea froon
three lomlities in the ME of Brazil, separated by distances
manging Trom 108 km to as much as 45 km from exch
other, were used for our amalyses. Four novel fxed singe
mwclond e poly g bdoma (SA7) were ddantifed, snme
able 1o separate between the 15 and 25 Mies In additios,
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our reults point o an ancestral orlgin of the morghs-
type 15 This study contribuies to the undestanding of
the mtural histoy of L loagipalpls populations and
provides new imsghts abowt the biogeography of this
sand fy.

Methods
Field collection and identification of phebotomine sand
Flies
Sand W trappings were camied ouwt in Sobral (3°41°
15°% 40721°5°W) and Cariciagu {(0702°317%5 39717°
02°%0 in the State of Ceard, and in Bodood (0796°
A5, WESATIRTW) in the State of Pemambuoeo. Bl
Al locations inchebed in this stedy have 2 BSwh clinate
in accerdance to e Kippen climate cassification [24],
with tempemtures mnging from 23°C to 3680 and low
anmual rainfall (996 mm o 1100 mm) The bealties
included in this study are ully inserted in Caatinga
biome, with vegetation composed mainly of ligneous and
hertbacows species with high degree of xe-ophily [25]
Kand Mies woere trapped in twe surmunding howses and
domestic animal shelters wsing five COCtype minianure
light t-aps positioned at approximately (6 m from the
ground. Sand flies wene identified according to Young
amdd wemean [26). and 1. langipalpis males were sepa-
rated based on the number of abdoming spots into 15
and 25

DMNA estraction, PCR and soquancing

Genonic DNA was extracted from each specimen using
1080 gl of Chelex® resin (Bio-Rad, Hercules, CA} based
on the protocol described by Solane e al. [27] with
mandificatione. Briefly. each sand fly was homogenzed
uwsing a hand held homogenizer and pestle in 0%
Chelex solution fllowed by incubation at 56°C for an
hour. Sample lysates were incubated at 93°C for 30 min,
eentritnged for & min st 130 = g and each super-
natant was removed and stored at -4°C

For each DNA sample solated, a segment of 525 bo of
per 28] was amplified by PCR wsing the Master Mix kit
(Povinegs, Fite Wb, W PORS wene carvied annt inclng
a T 200 thermecycler (M| Research, Ramsey, MMy a3
follows: 5 min at 959, and 30 cycles of S°C for 30 swec-
onds, 30°C for 30 seconds, avd 72°C foar 1 min, with a
frenl sctorsinn &t 729 for 10 min. A 5 o] aliquest Frovm
each FCR produd was separated on 05% agamse and
the remainder was purified wsing the Genomic DNA
Purification Wizard kit {Promega, Fitchburg).

Ri-direet lnnal sopeeneing resct inns wam perfarmed on
each purified PCR product ws ng the BygDye Terminator
vil Matrx Standard (Applied Biosystems, Foster City,
CA) and amalyeed wing an ABI3 100 Sequence Amalrzer
(Appliad  Riogyatema, Foser Citgd Fach aample wes
sequenced in dupleate and the sequence: oblained were
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Table 1 Meutrality tests amd intra-popullation gen etic diversity measwres for sach sample

Sarmphes Tajima's D M Hd miSE [ h [
Bodood 15 =103 k) L] A -+ U0 o Ful L
Eocdach 75 =04EHE Id 0.5 RS = QOOES n i oA
Camagu 15 =030H5 I8 0w 001357 =+ Q0 I0E L] a7 Jim
CamAagn 35 T 3 05 OOT05E + QO05EE I o 5558
Gabwal 15 01mr 15 1,00 D01E42 + 00010 u % {2
Sabral 25 Dde4T H 0,4 0 63 -+ O o i &0
Toml =0 m o7 OO0 -+ 00 1500 5 145 el

Tajrrals O Tfima me of matraley; N amplla o HE: Haplayplc dverdsy- s 56 rachodde dvenity and stnacded amon 5 B b8, Mumbser of poby morphic sleg

Iy il oy v e el o it i ol v e,y 005

asemibled and analyzed with the Staden package [29]
based on the walees of Ploed 30 [30]. The high-quality
secquenoes obtained were deposited in GenBan k (acoesion
mrmb ers KEA79047- KF479 163 arnd B0 3849 KP (] 39002),

Paspulation genetics

Seqquence alignment was pe formed wsing the program
Chsstalw” (MEGA v.5.1). and the comserved and vari-
ables sites (parsim ony informative and singletons sites)
also were verifed wsing MEGA v5.1 [31]. The ana-
lses of polymorp hisms and the newtrality tests wem
performed wing DmaSP 50000 [32]. For  optimal
viewing of polymoerphisms, parsimomy-inkomative sites

were excported too compose sequence logos obtained by
Weblgo v. 3.2 [33].

The genetic structuring of the L Joegipalpis popula-
tions was verifiee wsing sequences alignment throwgh-
ot STRUCTLURE v.2.3 [34], with mosdel-based approsch.
This algorithm  clesters individwale into populstions.
The assigmed pmoportion of each individeal belonging
o each population (membership coeficient Q) was
estimated wsing Bayesian statistics and Markov Chain
Muomte Carle simulations | MCMC) MOMO simoaka tions
were perkermeed  with 100D interactions of burn-im
period and followed by one million steps For each
valwe of K (1 tee 13} 10 interactions weme perormed

TR MHET A TATATIAT

TRATICTCATE AiEACfiITiTI ACTT:CAAAG

p:

TG

TGN ACTATMIIGT

TR CCATCTL%M TTTACTZ AR

AOGTACCAC

TR

ATV

i GUC"GCATCTLE TTTACT MG

Figure 1 Schematic represantation of polymomphiems of & fragment of 525 bp of the gene period using YetBogo [31]. Showmane he
e ok Ko L. dncioddd ¢ ol eated in Bad aad, S of Pem it Bodod 15 i Badacd 750 and Carra] u and Sobral S of Cael,
Brard. Form size B indcthe of thefr muencrof o nudeatide a2 army ghren site: Foed (lsck amoss) ond parialy foed (red armoves) 39 ae indicoed,
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in order to estimate the K valees, and the most likely
pepulaton [or cluster) mumber was determined by
the AK analysis [35]. Matched Fst and MM values
|38 were obvtaimed through the Arlequin v3.0 software

Fage dadd

137], wsing 100 ramdorn  permutations  Population
structure was werified by the wtilization of AMOWVA
|37, based on the evalwation of diflerent hierarehical

groups.

EBESEES

15 5

B Deltak = mean(]L (K]} / s LIK]} c

e preserce of twa genetic poprdat o

Figune 2 Elevasion mag and genetic avign ment analysis A& Refed map of Badl nsa) and e digmnce betwen localities of Bodoo,
Caririagu ard Sk, which exhiits 3 very rugged topoagraphy rangieg from 63 m 1o 900 m of ditude. The barplos geemed by he softwre
STRMCTURE irferrad the geretic srudiune of popd siors of L fongpaind Fror each place suded B: Geredc asi garment from all localides,
spedrmeree 13 phersotyp & were asigread 10 the red goug, and 15 5p ecirmers swenes assigned o she bie goug © Delia K rmeth od [ 35] ndcaing
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Phylogenetic analysis

Fesr the UPGMA tree, the Fst valees were imported into
MEGA V. 5.1 software. The Modeltest vi0.1.] software
was wied to select the best-fit DNA substitution madel
for ML analvsis based on the Akalke information criter-
iom (ALC) algorithm [38], The best-fit model for the per
seaquenee analyzed was the TV ¢ 1+ G, The maximum
likelyhoood [ML} tree for per sequences was caloulated
wsdng Phy ML v, 3.0 [345].

Results

Frallowi ng idkentifi cation and sequencing of the sand igs
cillected, we obtained a total of 171 sequences of the
gera per from L bngpalpis makes, baing 58 (35 15 and
23 25) from Sobmal 59 (28 15 and 31 25) from Cardrimgu,
ard 54 (30 15 and 3 25) fom Bodocd, Tests such as
Tajima’s new trality, haplotype diversity, nucleotide diver-
sity, and avemge number of meckotide diflerences for
wch population stwdied are summarized in Tabls 1.
Amalysis of the parsimony inkomational sites identified
fevur Hxed simgle releatide pohmomhisms (SN ) within
the 525 bp fragment of per used im our analyses. All
SMPs can be utilized to separate phenotypes. The SMEP
identified on nucleotide position T124C (the first and
second nucleotides ocour in LS amd 25 phenotypes,
mapectively) located within exon 1, is fixed in L long-
palpis from both localities in Ceard. The SNP identified
in position C424T (within even 2) i Fved in the L lane
iparlpis from Bodood and Carriagu, The SHP at position
C171T ako separates the two phenotypic forms (15 and
25) and is fived in L fongipalpis from Sobral only In
contrast, the SNI at position T 2560, which also sepa-
mtes 15 from 25, is present in the £, fangipadpis from
Bodoot only {Figure 1)

In the genetic assignmemt analyses of & langipadpis,
with each population assessed separately, two distinct
genetic groups associated with abdominal spots were
observed and each sequence possessing a probabsility
() greater than 80% to belong to each genetic group
(Figure 2A). When seguences from all three places
were combined, the genell msignment test dndicated
the presence of bwo genetlc groups assochted with 15
amd 25 morphotypes, as suggested by the peak of Ak
inadicati mg the presence of two genetically distinet pop-
ulations (Figure 2B and 20, respect heely).

Simdlarly, when Fst was used to verify the gemetic
sgmucturng in the three Jocalities {Bodood, Cadrisgu
amd Sobml) the presence of two morphatypes melated
to 15 and 25 were again olserved. The L Jawgpalpis
15 populations of Bodeod, Cardrisqu and Sobral display
Jow Fst valwes when compared to each other, fomming
a genetically similar growp {Group 15). & similar pat-
tern was observed when comparing the 25 populations
amangst themsehves. However, the Fal value were (he
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highest when comparing different phemotypes, even hom
the samee location {Table 2} The tree of distances ob-
tairved [rom Fst values exhibited a phylogeographic profie
with Bodocd population more distant from Ceard popula-
tions, when comparing pairs of phemotypes (Figure 3).
Utilizing these groups, AMOVA showed significantly the
highest pementage of wariation between 15 and 2% groups
{Taksle 3}

The maxmum likelihood tree showed a geogrphical
stparation between taxons Although, the phenotypic
groups were separated, indicating an ancestral matune of
the 15 elaske, supp orted by the menephylic nature of the
25 group with 55% bootstrap valwe (Figume 4.

Dlscussion
Thee commposition of the L fongipalpis complex is still a
mather controversial topic even though the distribution
of this sand fly in Bzl strongly suggests the presene
of at least five species as part of this complex [10,19].
Our asmesment of polmorphism frequency in the
per geme in different  populations of L, lawgipadpis
mvealed for the fist tme the presence of two fixed
pelymorphisms {124 and 424) that can elably be wsed
to separate 15 and 25 phenotypes. The SMP at pos-
itien T124C was previously mported in £ Jowgipadpis
pepulations collected im the town of Jaiba, P inas Gerais,
located 1,347 km from Sobral and 1040 km from
Caririzgn [19]. The SNP at position C424T was identified

Table 2 Genetic differentiation among samples

Pogrulatiao ns Fae m Oy Da 55

Fobral 15 Caddaqu 15 OESZ 286330 QOB49 QOO0ZS I
Sobial 15 Sobwd 350 090006 XTIFS OCOFET Q00132 10
Sobral 153 Caddagqu 25 045584 O5FE Q010 QOISE 9
Cadagu 15 Sobed 35 033515 0270M QOFI3 Q00445 9
Cafdagu 15 Cadagy 25 083000 OBs0l QOXB42 001307 9
Sobral 5 Caddaqu 25 000000 27207 QOWCET QOO0 15
Bodocd 13 Sobrd 15 042 O31NE Q00ET Q00213 16
Bodeed 15 Cadagu 15 OBMO  05FT 00U 000NET )&
Bodocd 13 Bododd 35 066122 054533 Q0BT Q532 &
Bodocd 153 Sobed 15 OGI0NZ 040200 QO6E QOWEHE T
Bodeed 15 Cadagu 25 0&E08  QMEN Q0B 005k &
Bodocd I5  Sobrd 15 Q30950 0460142 00KE3 Q03N T
Bodocd I3 Caddaqu 15 03936 40819 Q0BT QOI3EE &
Bodacd ¥o Sobrd ¥ OWEMD  ANGE QONM40 Q0OVH 1F
Bodocd F2  Caddagu 25 0P inf aoweEs Qo011E 1k

O O ko= e R D D D kb o= kd O |8

oyt Pl Gt e o e vl o e Pl of o gt et gﬂunlm;
Dy z v e paamdber off paachecn Bk sk e ine =

e e of P Pachs ol s Skt Bl i e it b dovi
ke of shared polymonp plirs of o !anhl-d
uam“umnmumu
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Figure 3 AMOVA UPGMA tres for pogul af L kengipalpds. LPGMA tree corsrnaced from she PR walues for each pheanosype and thelr
regper e Lo lines, Popudstions of Sabwal amd Canagu 15 and 5 (0BT, S0EIS CARS amd CARDS) e separate popltiars of Badacd (ROD15
and BODE5

in L. fangipalpis populations from Bodood and Caririagu,
Twas saddlitiones] SN Pe, at positions C1717T and T56C can
be wsed as coadjiwants to separate between the 15 and 25
L longipaipis morphotypes from Sobral and Bodocd,
respectively, Although all polymeorphisms are synonyme
o5, thee combined SN Ps can be wsed as markers for cryp-
tic species in L, longipalpis.

The importance of the ML method for the detec tion
of moent speciation events alse was previowsly shown
[40-42]. The Bavesian and ML approaches for L langi-
palpis collected in Bodocd, Caririagu and Sobral indicate
the presence of two genctically separated populations,
and that each collected sample belongs to either 15 or
25 masrphotype, Owr anal yses also indicated that these
tw genetically distinct populations are related to ab-
dominal spots, as previewsly suggested for sympatric
populations of L langipalpis [21-23).

Analysis the 535 bp fragment of per in sand fies from
Sobral showed greater separatiom between the two mor-
photypes, even when genetic distance methodology was
wsed {Additional file 1: Figure S1). A Meighbor-joining
tree added to the population genetic structure anabyses
confirrmed the pressence of cryptic species ocourring in
sympatry in Sobral, as noted by Bauzer «t al. [23]. In that
case, the presence of a haplotype shared by distinct

Table 3 AMOWA reslts for L longdpalpis populsations

Source of variation di.  Percentage of variation
ANONG CFOLRS 1 059

tmorg popdaions wihin gous 4 43

Within pepuaio e 15 4504

Toml 1

Fae traplorypespopul sions O0EsT;

whhin groupy

Far haplarpespopatons/goues) 05463

Fey {0 PR b e o ) Q50T

Pha oy Growpe: 15 (Boadkoaod 15, Canragu 15 and Sckord B3 and 5
(Badcen 35, Corapu 25 and Sobal 250

morphotypes was observed. In contrast, our analyses
wsing @ grester momber of polymorphisms nevealed pat-
tems of total asoc ation betwee n phenotypes and geno-
types [2243]

As the number of shared haplotypes observed was
lower in the 525 bp fragment of per in comparisen to
the 266 bp fragment (15 shared baplotvpes versas 26,
Additional file 2: Table 51}, it was suggestive of the abil-
ity of the 525 bp per to deiect greater genetic variation
in L longipalpis populations. Analyses by AMOVA of
the results obtained with the 525 bp fragment confirmed
a greater wariation between phenotypically  distinet
groups characterized by the asociation of a pattern of
abdomninal spots and the genetic marker not previowsly
reported for L langipalpis popul ations.

In Sobral, L. longipalpis is described as distinct pop-
ulations of two sympatric species, and commonly sepa-
rated by the 15 and 25 phenotypes. Genetic markers,
copulatory sounds, and sex pheromones have Tbeen
characterized for each of the L. longipaipis populations
found in Sobral and have been wsed to confirm the separ-
ation conferred by the 15025 phenotypes [19,23.4445].
Conversely, L lbngipalpis collected im the bocalities of
Bodocd and Carriaqu are, according to our data, two
geneti cally distint populations, and the results chserved,
match the pattern of abdomim] spois described im the
sympatric populations [22,73,43). Thus, as L. fongipalpis
[rom Bodoed and Caririagu exhibit the same phenotypic
and genetic patterms of populations found in Sobral, it &
likely that these twen popalations alio shame chemical and
belavioral chamctedstics similar to what was previously
deseribed for the L. fongipalpds found im Sobmal

Our group previowsly reported on a secondary contact
between L. fongipalpis populitions that were separated
by the odgiml couse of the 530 Francheo River [46].
This secondary contact between the 15 populations of
the Brazilivm SE amnd NE may lerve promoted the genetic
diversity of 15. It ako further reinforced the hypothesis
that 25 actwally dedves Irom 15, in accordance to ihe
maximum likellhood tree.
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Condusion
Understanding the complex population genetics of L.
longipalpis and its pattern of distribution is critical in

areas with high endemicity for the transmission of

visgeral lekhmaniasls, such a5 the current siteation in
the state of Ceard in Brazil. The genetic analyses wing
the 525 bp fragment of the per gene revealed for the
first time a moderate geographical strecturing between
the L fongipalpls populations, and a significant vark-
ability with regands to the 15 and 25 phenotypes. The
esults presented here also undescone the Importanoe
of the abdominal spots for the diagnesis of cryptic
species of sympatric populations of the L bwgipalpi
coimplex i Brael, and the wse of per & an inportant
barcode marker to populations of L bagipalps. Fur-
the r confirmathon of the fxed SMNPs idemtified in per
and its application a8 taxonomic markers to differenti-
ate sympatdc L Jangipalpls populations acress Brazdl
I warranted.
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6. Discussao geral

O uso exclusivo da taxonomia tradicional,ndo permite a correta identificagdo
das espécies formadoras do complexoLu. longipalpis(Araki et al., 2009), apesar
das diferentes populacdes brasileirasapresentarem um bom isolamento

reprodutivo (Wardet al., 1983).

As espécies cripticassdo, em geral, propostas pelo reconhecimento de
linhagens geneticamente distintas de espécies que foram tradicionalmente
definidasa partir de caracteres morfolégicos.Dessa forma, abordagens
multidisciplinaresem que dados morfoldgicos, bioquimicos, etoldgicos e genéticos
pudessem ser avaliados conjuntamente, melhorariam o entendimento a respeito
do confuso status taxondmico dasespécies analisadas e apoiariam a

confiabilidade dos resultados apresentados (Tan et al., 2009).

A primeira espécie do complexo Lu. longipalpis descrita, Lu.
pseudolongipalpis, da Venezuela, foi caracterizada por divergéncia na genitalia
dos exemplares do sexo feminino.Embasaram também esta descricdo pesquisas
gue envolveram genes mitocondriais e caracteres morfolégicos, etoldgicos e

reprodutivos(Arrivillaga e Feligiangeli, 2001).

Para o Brasil, em funcdo dos estudos,até o momento, desenvolvidos, a
literatura aponta para a existéncia de uma alta complexidade na divergéncia eum
possivel fluxo génico entre as populacdes de Lu. longipalpis. As espécies irmas
que produzemsons de corte tipo Burst e ferombniocembrene-lestédo distribuidas
principalmente nas regifes costeiras doNordeste eaté Pancas, no

Sudeste;enquanto as populacdes que produzem diferentes tipos de sons dePulse
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e diferentes feromdnios sdo muito mais heterogéneas, e, provavelmente,
representam cinco espécies incipientes com diferentes niveis de divergéncia

(Araki et al., 2009).

A morfologia sempre foi um impasse para a descricdo das espécies cripticas
brasileiras de Lu. longipalpis e informagBes extraidas a partir de caracteres
morfolégicos das asas tem sido bastante (teispara a entomologia médica
(Dujardin et al. 2008, Gurgel et al. 2011, Vidal et al. 2011). Nesse contexto,0
presentetrabalho demonstrou, pela analise de clusterizacdo dos resultados da
analise morfométrica alar, que existe uma forte tendéncia de separacdo das
espécies cripticas simpatricas do complexo Lu. longipalpisdos municipios de
Sobral e Caririagu, emconcordancia com o critério de separacdo pelo mesmo

padréo de manchas abdominais proposto pela literatura (Mangabeira, 1969).

Amostras populacionais de exemplares 1S e 2S provenientes do municipio
de Sobraldemonstram, pelas analises ja realizadas, que as duas espécies-irmas
simpatricasque |4 se encontrampodem ser discernidas pelos caracteres
fenotipicosdas manchas abdominais primariamente diagnosticados nos machos
(Mangabeira, 1969), por meios moleculares (genes period e paralytic),
bioquimicos (tipos de ferombénios) e pelo padrdo dos sons de corte, além de
demonstrarem um importante isolamento reprodutivo (Wardet al. 1983,Bauzeret

al. 2002, Lins et al, 2008, Araki, 2009).

Pesquisas demonstram, inclusive, que a situagdo do complexoLu. longipalpis
no Brasil € mais bemdefinida nos locais onde esses exemplares se encontram em
simpatria (Araki, 2009, Araki et al., 2013) e ratificam a eficiéncia do marcador
period como marcador de especiagao(Araki, 2009, Araki et al., 2013, Freitas et al.

2015).
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Nossas pesquisas ampliaram o conhecimento das epécies simpatricas de
Lu. longipalpis demontrando fixagdo de polimorfimos SNP’s(124 e 424) nos
exemplares de Sobral e Caririagu-CE e ampliando essa condicdo aos
encontrados no municipio de Bodoco-PE.

Em recente andlise multilocos realizada por Araki et al. (2015) os valores de
FST alcancados com 266 pb do gene period para as morfoespécies de Sobral foi
de 0, 395 e ndo encontra sitios fixados. Em nossa pesquisa, com 525 pb, para 0s
morfotipos simpétricos, esse valor aumenta para 0.50016 e sdo apresentados
dois polimorfismos fixados, fato que também se repete para as localidades de
Caririagu e Bodoco informando um maior nivel de estruturagdo genética entre os
morfotipos, e nesta ultima, o valor de FST € de 0,66122.Para as populacdes de
Lu. umbratilis avaliadas por Freitas et al. (2015) os valores de FST entre as
populagbes analisadas € de 0.89677 entre Manacapuru e Rio Preto da Eva
(separadas geograficamente pelo rio Amazonas), com 17 polimorfismos fixados, e
0.89357 entre Manacapuru e Recife, com 16 polimorfismos fixados. Ja entre
Recife e Rio Preto da Eva este valor diminui para 0.00261 e nenhum polimorfismo
fixado. Nesse ultimo trabalho, existe isolamento geografico entre as populacfes
analisadas e a existéncia de um complexo de espécies para Lu. umbratilis é
sugerida.

A eficiéncia do gene period também foi confirmada por nossos trabalhos,
além de uma moderada resolugdo da maxima verossimilhanca e da inferéncia
bayesiana para geracdo de arvoresfilogenéticasem que os grupos analisados
foram individualizados conforme o padrdo de manchas abdominais proposto.
Além disso, o software Structure também demonstrou que essas espécies estao

geneticamente bem estruturadas.
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Pesquisadores, entomélogos especializados em flebotomineos e outros
insetos vetores defendem que ja existem evidéncias suficientes para nominar
essas espécies irmas (Brandéao-Filhoet al., 2009) e os trabalhos publicados ja
demonstram que essas espécies foram submetidas a abordagem multidisciplinar

com resultados satisfatorios.

A distincdo entre as espécies do complexoLu. Longipalpisexistentes no
Brasil viabilizard a analise de possiveis diferencas biolégicas, como as
constatadas para Lu. longipalpis e Lu. pseudolongipalpis, além da eficiéncia
vetorial dessas espécies na transmissdo da leishmaniose visceral, a exemplo do
gue ocorre com os membros do complexo Anopheles gambiae em que apenas
Anopheles gambiae s.s. e Anophelesarabiensis, entre sete espécies cripticas

reconhecidas,s&o importantes vetores de Plasmodium na Africa (White, 1974).
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7. Conclusdes

A analise morfométrica geométrica realizada a partir dos caracteres
morfolégicos das asas, demonstra, por meio da analise de clusterizacéo,
uma tendéncia de separacdo das espécies cripticas simpatricas do
complexo Lu.longipalpis, encontradas nos municipios de Sobral e
Caririagu-CE, confirmando, portanto, a importancia dessa técnica como
ferramentade apoio na solucdo desses impasses morfologicos.

O fragmento do gene nuclear periodcom 525pb, por meio de inferéncia
bayesiana e da maxima verossimilhanga, apresenta-se como um bom
marcador taxondémico para caracterizar estas espécies cripticas do
complexo Lu. longipalpis.

As andlises realizadas com o0 software Structure demostraram uma boa

estruturacdo genética entre as amostras dos municipios do Cear4d e de

Pernambuco, evidenciando uma boa distin¢cao entre as morfoespécies analisadas.
As metodologias empregadas em nossos estudos coneguiram demonstrar
tendéncia de separacdo dos morfotipos avaliados pelo padréo fenotipico de
manchas abdominais proposto por Mangabeira, em 1969, demontrando
que este & um critério importante para a separacao morfolégica das

espécies cripticas simpatricas analisadas.
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Diec. 2003, 263. The complete data of the holotype and pararypes, and the instimfions in
which they are deposited. mmst be recorded in the oniginal description, e.g.c
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Holotype, <. GREAT BRITAIN: Essex Rainham Warwick Wood, 22.vi. 1977 (Adorris)
(BMNH).

Paratypes, NEPAL: 1 &, 1 2, Chautara Dist., Choche Ridge, 2500 m, ex Quercus,
17.vii 1983 (Brendell) (BMNH): 1 £, 2 2, Katmandu, 1350 m, 6.vii. 1982 (4llen) (BMNH:
NMNH).

Al material examined shonld be listed in similar format: localities should be cited in order of
increasing precision as in the examples; names of counmies should be in capifals. Sex
symbaols should be used rather than ‘mals’ and “femals”.
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Dados pessoais

Nome Nadia Consuelo Aragao y
Nome em citagdes bibliogréficas ARAGAO, N. C.;Aragao, Nadia Consuelo

Formacgé&o académica/titulagdo

2012

2010 - 2012

2009 - 2012

2002 - 2009

Doutorado em Genética.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Titulo: Estudo de popula¢bes de Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae)
do Estado do Ceard, Brasil, por meio de morfometria geométrica alar e do
marcador nuclear period

Orientador: Carlos Brisola Marcondes

Co-orientador: Valdir de Queiroz Balbino

Bolsista do(a): Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de
Pernambuco

Mestrado em Genética.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Titulo: Padrbes de Divergéncia do Gene period em populagbes de Lutzomyia
longipalpis (DIPTERA:PSYCHODIDAE) do Estado do Ceard Brasil, Ano de
obtencéo: 2012

Orientador: Carlos Brisola Marcondes

Bolsista do(a): Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de
Pernambuco

Graduacao em Licenciatura em Ciéncias Agricolas.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE, Recife, Brasil

Graduacao em Medicina Veterindria.

Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE, Recife, Brasil

Titulo: Avaliacao do monitoramento do Aedes aegypti por meio de ovitrampas e
uso de aspirador de mosquitos alados no Palacio do Campo das Princesas
Recife-PE

Orientador: Jean Carlos Ramos Silva e Ridelane Veiga Acioli

Formacdo complementar

2012 - 2012

2010 - 2010

2007 - 2007

Curso de curta duragdo em | Workshop de Morfometria Geométrica Alar.
(Carga horéria: 35h).
Instituto Butantan, IBU, Sao Paulo, Brasil

[Il Curso de Gen. e Biol. Mol. de Insetos Vetores. . (Carga horaria: 75h).
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ - CPQAM, Brasil

Curso de curta duracdo em Mini-Cursos de Saude Publica. (Carga horéria:
24h).
Conselho Regional de Medicina Veterinaria de Pernambuco, CRMV/PE, Recife,
Brasil
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Atuacéao profissional

1. Departamento de Genética - UFPE - CCB/UFPE

Vinculo institucional

2012 - Atual Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Pesquisa e
desenvolvimento , Carga horéria: 40, Regime: Dedicacéo
exclusiva

Outras informagdes:

Estudo de genética de populacdes em populagdes de "Lutzomyia longipalpis" (Diptera: Psychodidae)
isoladas pela Chapada do Araripe, Nordeste do Brasil, utilizando os marcadores cyt
b, cox 1, period e paralytic.Uso de ferramentas de Biologia Molecular no estudo dos
padrdes de transmissédo vetorial da leishmaniose visceral canina em uma éarea de
transmisséo ativa no Sertéo do Estado de Pernambuco, Brasil

2009 - 2009 Vinculo: Estdgio Extra Curricular , Enquadramento funcional:
Médica Veterinaria , Carga horaria: 20, Regime: Parcial
Outras informagdes:

Atividade nos Projetos de Genética de Popula¢6es de "Lutzomyia longipalpis" (Diptera: Psychodidae) vetor
da Leishmania infantum chagasi na Regi@o Neotropical, financiado pela Fundagéo
de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE), e
variabilidade genética de genes que codificam proteinas salivares de "Lutzomyia
longipalpis" (Diptera: Psychodidae) vetor da Leishmania infantum chagasi.

6. Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo - FSP/USP

Vinculo institucional

2014 - 2014 Vinculo: Estagiaria , Enquadramento funcional: Estagiaria , Carga
horéaria: 40, Regime: Integral
Outras informagdes:

Estagio Extra-curricular realizado no Laboratério de Flebotomineos da FSP/USP para aprendizagem de
técnicas de montagem e identificagdo de flebotomineos e morfometria tradicional
sob a orientagcéo da Prof2 Dr® Eunice Aparecida Bianchi Galati.

Areas de atuacgéo

1. Entomologia Médica
2. Genética de Populagdes
3 Saude Coletiva

Producéo bibliogréafica
Artigos completos publicados em periddicos

1. LIMA COSTA, CESAR RAIMUNDO; FREITAS, MOISES THIAGO DE SOUZA; SANTIAGO
FIGUEIREDO, CARLOS ALBERTO; Arag&o, 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
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Genetic structuring and fixed polymorphisms in the gene period among natural populations of
Lutzomyia longipalpis in Brazil. Parasites & Vectors. , v.8, p.8:193 -, 2015.

2. 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.

3. ARAGAO, N. C.; Milller, Gerson Azulim; Balbino, Valdir Queiroz; Costa Junior, César Raimundo
Lima; Figueirédo Janior, Carlos Santiago; Alencar, Jerdnimo; 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.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. ARAGAO, N. C.; ROCHA, P. K. L.; SANTOS, M. A. O.; SILVA, L. G.; MARCONDES, C. B;;
BALBINO, V. Q.

Primeira parte do genoma mitocondrial de 'Psorophora ferox' (Diptera: Culicidae) In: XXIV
Congresso Brasileiro de Entomologia, 2012, Curitiba.

Anais do XXIV Congresso Brasileiro de Entomologia. , 2012.

2. SILVA, L. G.; Costa Junior, César Raimundo Lima; ARAGAO, N. C.; Freitas, M. T. S;
OKUYAMA, F. Y. U.; VELASQUEZ, C. M. R.; PESSOA, F. A. C.; BALBINO, V. Q.

Using Molecular Marker for the Determination of Taxonomic Status of Lutzomyia umbratilis. In:
Simposio Brasileiro de Identificacdo Molecular de espécies, 2012, Foz do Iguassu.

58° Congresso Brasileiro de Genética. , 2012.

3. ARAGAO, N. C.; MULLER, G. A.; SANTOS, H. M. B.; Freitas, M. T. S.; LIMA, T. L. D,;
BALBINO, V. Q.; MARCONDES, C. B.

NOVOS RELATOS DE CULICIDEOS (DIPTERA: CULICIDAE) NO ESTADO DE PERNAMBUCO
In: X Congresso de Ecologia do Brasil, 2011, S&o Lourengco-MG.

Anais do X Conbresso de Ecologia do Brasil. , 2011.

4. NUNES, V. M. N.; ARAGAO, N. C.; FERREIRA, V. M. H.; SILVA, J. C.R.

LEVANTAMENTO AMOSTRAL DE IMOVEIS COM CRIATORIOS POSITIVOS O GENERO
AEDES, ENCONTRADOS EM 94 BAIRROS DA CIDADE DO RECIFE In: XX Congresso Brasileiro
de Parasitologia, 2007

Anais do XX Congresso Brasileiro de Parasitologia. , 2007.

Apresentacédo de trabalho e palestra

1. ARAGAO, N. C.

Estudo Genético de Populagdes de 'Lutzomyia longipalpis' Isoladas pela Chapada do
Araripe, Nordeste do Brasil, utilizando os Marcadores 'cyt b', 'cox 1', '‘period’ e 'paralitic’,
2012. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)
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2. ARAGAO, N. C.; ROCHA, P. K. L.; SANTOS, M. A. O.; SILVA, L. G.; MARCONDES, C. B;;
BALBINO, V. Q.

Primeira Parte do Genoma Mitocondrial de 'Psorophora ferox' (Diptera: Culicidae), 2012.
(Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

3. ARAGAO, N. C.; BALBINO, V. Q.; MARCONDES, C. B.
Padrdes de Divergéncia do gene 'period' de 'Lutzomyia longipalpis' (diptera:Psychodidae)
no Municipio de Caririagu-CE, 2011. (Conferéncia ou palestra,Apresentacdo de Trabalho)

4. ARAGAO, N. C.
Ordem Diptera - Morfologia e Classificagdo, 2009. (Conferéncia ou palestra,Apresentacéo de
Trabalho)

Educacéo e Popularizagcéo de C&T
Apresentacédo de trabalho e palestra

1. ARAGAO, N. C.; ROCHA, P. K. L.; SANTOS, M. A. O.; SILVA, L. G.; MARCONDES, C. B;;
BALBINO, V. Q.

Primeira Parte do Genoma Mitocondrial de 'Psorophora ferox' (Diptera: Culicidae), 2012.
(Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

2. ARAGAO, N. C.; BALBINO, V. Q.; MARCONDES, C. B.
Padrdes de Divergéncia do gene 'period' de 'Lutzomyia longipalpis' (diptera:Psychodidae)
no Municipio de Caririagu-CE, 2011. (Conferéncia ou palestra,Apresentacdo de Trabalho)

3. ARAGAO, N. C.
Ordem Diptera - Morfologia e Classificagdo, 2009. (Conferéncia ou palestra,Apresentacéo de
Trabalho)

Eventos
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Participacdo em eventos
1. V Workshop de Genética e Biologia Molecular de Insetos Vetores de Doencas Tropicais,
2012. (Encontro)

2. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XXVI Congresso Brasileiro de Entomologia, 2012.
(Congresso)
Primeira Parte do Genoma Mitocondrial de "Psorophora ferox" (Diptera: Culicidae).

3. | Workshop Pernambucano de Bioinformética, 2010. (Encontro)

4. Il Simpésio Satélite Sobre o Status Taxondmico de "Lutzomyia longipalpis", 2010.
(Simpésio)

5. IV Workshop de Genética e Biologia Molecular de Insetos Vetores de Doencas Tropicais,
2010. (Encontro)

6. Concepgdes e Praticas do Educador e Ciéncias Agricolas, 2009. (Outra)

7.1 Seminério de Saude Publica Veterinaria, 2009. (Seminario)



