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RESUMO

A doenca de Chagas, consequéncia da infeccdo pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi, afeta hoje cerca de 9 milhées de pessoas na América Latina,
enquanto que aproximadamente 70 a 90 milhdes vivem sob o risco de contrai-la. Na
Bolivia, 60 a 80% do territério é considerado endémico e estima-se que 28% da
populacao esteja infectada. O principal mecanismo de transmissao é o vetorial,
mediado por Triatoma infestans. Conseqlientemente outras espécies vetoras tém
sido negligenciadas, fazendo com que haja pouca informacao sobre seus papéis na
transmissdo da doenca na Bolivia. Nesta dissertacdo foram estudadas populacoes
do género Rhodnius objetivando-se: (1) determinar o status taxonémico dos
espécimes encontrados, a fim de esclarecer as contradicdes com relagdo as
espécies presentes nesse pais (ja que as que la ocorrem pertencem a grupos de
espécies morfologicamente muito semelhantes ou mesmo indistinguiveis), utilizando
a taxonomia molecular com base no seqienciamento de um fragmento de 682pb do
gene mitocondrial citocromo b (cit b) e do segundo espagador ribossomal interno
transcrito (ITS-2); (2) definir quais sdao os ecotopos naturais preferenciais de
ocorréncia das espécies encontradas; (3) avaliar o grau de estruturacao genética
das populacdes estudadas; e (4) inferir a possivel importancia epidemiolégica de
cada espécie encontrada, realizando diagnésticos moleculares por PCR para
obtencdo das taxas de infeccdo natural por T. cruzi. Foi obtido um total de 102
espécimes, provenientes de 10 localidades distribuidas nos departamentos de La
Paz, Cochabamba, Santa Cruz e Beni. Determinou-se que os individuos de
Rhodnius coletados pertencem a duas espécies: R. stali e ao que acredita-se ser
uma espécie nova do grupo R. robustus s. I. (que foi provisoriamente chamada de R.
robustus boliviano). Analises de polimorfismo revelaram baixa diversidade
nucleotidica, nas sequéncias de cit b em R. stali (r = 0,00067 e 0,00326, em
Caranavi e no Chapare, respectivamente). No Alto Beni, onde esta espécie é
domiciliada, foi possivel determinar seu principal eco6topo silvestre, até entéo
desconhecido, como sendo a palmeira Attalea phalerata; além disso, dos 12
espécimes coletados (todos em palmeiras, nessa localidade) apenas um estava
infectado, assim como o unico espécime coletado em Santa Cruz. Os 84 individuos
de R. robustus boliviano coletados pertencem a duas populagdes altamente
estruturadas, mas com baixa variabilidade nucleotidica (r = 0,00055 e 0,00112 em
Santa Cruz e no Chaparé, respectivamente). A partir das genealogias moleculares
construidas para essa espécie foi possivel criar duas hipoteses de dispersao
(refletindo um possivel evento de introgressdo de mitocondrias de R. robustus Il em
R. robustus boliviano). Em Santa Cruz, nos 68 espécimes de R. robustus boliviano
obtidos (55 de peridomicilio, 11 coletados no intradomicilio € 3 no ambiente silvestre)
as taxas de infeccao natural variaram de 40% a 100% dependendo da localidade.
Interessantemente, nenhum dos 17 insetos coletados no ambiente silvestre
(Cochabamba e Concepcién, em Santa Cruz) estava infectado.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by the flagellate protozoan Trypanosoma cruzi, currently
affects an estimated 9 million people in Latin America with 70 to 90 million living
under the risk of infection. In Bolivia 60 to 80% of the territory is considered to be
endemic and 28% of the population is infected. Vectorial transmission, mediated by
Triatoma infestans, is the most important mode of disease transmission to humans.
Consequently, other vector species have been neglected and little is known about
the epidemiological role they play in Bolivia. In this study, Rhodnius populations were
investigated aiming at (1) the determination of the taxonomic status of collected
specimens via molecular taxonomy (DNA sequencing of a mitocondrial cytochrome b
(cyt b) gene fragment and of the ribosomal second internal transcribed spacer (ITS-
2); (2) the definition of the preferred natural ecotope for the detected species; (3) the
assessment of the genetic structure of the populations studied; and (4) the evaluation
of the epidemiological relevance of each species, through the analysis of T. cruzi
infection rates. A total of 102 specimens were obtained from 10 localities distributed
in the departments of La Paz, Cochabamba, Santa Cruz, and Beni. It was determined
that the Rhodnius specimens collected belong to two different species: R. stali and
what is believed to represent a new species of the R. robustus s.. group
(provisionally called R. robustus boliviano). Polymorphism analyses of the cyt b gene
fragment revealed low nucleotide diversities for R. stali (x= = 0,00067 and 0,00326, in
Caranavi and Chapare, respectively). In the Alto Beni region, where the species
colonizes human dwellings, it was possible to determine its main natural ecotope as
Attalea phalerata palm trees; only one of the 12 collected specimens was found to be
infected in the Alto Beni, whereas in Santa Cruz a single infected specimen was
obtained. The 84 R. robustus boliviano individuals collected belong to two highly
structured populations, but with low nucleotide diversities (r = 0,00055 and 0,00112
in Santa Cruz and Chaparé, respectively). Two dispersal hypotheses were
elaborated based on the cyt b gene genealogies (which reflect a possible
introgression event of R. robustus Il mitochondria into R. robustus boliviano). In
Santa Cruz, of the 68 R. robustus boliviano obtained, infection rates per locality
ranged from 40 to 100%. Interestingly, none of 17 sylvatic specimens was infected.



1 INTRODUCAO
1.1 A Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (ou Tripanossomiase Americana) é consequéncia da
infeccdo pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. Endémica na América
Latina, esta doenca afeta hoje cerca de nove milhdes de pessoas (Schofield et al.
2006) e estima-se entre 70 e 90 milhdes o nimero de individuos que vivem sob o
risco de contrai-la (Coura 2007). Sua descoberta em 1909 por Carlos Chagas
representou um marco na histéria da medicina por ter sido a primeira descri¢cdo de
uma patologia que incluia, além de seus aspectos clinicos, informacdes sobre o

agente etiolégico e o vetor.

A principal via de transmissdo do T. cruzi para o0 homem é aquela mediada
pelos insetos da subfamilia Triatominae. Os vetores, atraidos pelo calor, umidade ou
odor do gas carbbnico do hospedeiro (Guerenstein e Lazzari 2009), dele se
aproximam e perfuram sua pele para se alimentar do sangue. Ao realizar o repasto
sanglineo, podem eventualmente depositar suas fezes infectadas com o parasita
sobre a pele. A transmissao ocorre quando ha contato das fezes do vetor com a

corrente sanguinea ou com a mucosa do hospedeiro.
Além da transmisséao vetorial, existem outras trés vias conhecidas:

(1) transfusao de sangue - aparece como a segunda principal forma de
transmissdo em paises endémicos e a mais importante em paises ndo endémicos
(Schmunis 1999). O T. cruzi sobrevive ao congelamento e descongelamento do
sangue, além de resistir as temperaturas de estocagem (4°C e 22°C; Castro 2009).
A gravidade dessa transmissdo se deve ao fato de que todos os derivados do
sangue (e.g. plaquetas, plasma recém congelado, células brancas, entre outros)
podem veicular o protozoario. Somente as bolsas de sangue liofilizado sao
aparentemente seguras (Schmunis 1999). Entretanto, apenas em alguns casos a
transfusdo do sangue infectado para um paciente sadio resulta em transmissédo da

doenca (Schmunis 1999).

(2) via transplacentaria - até 10% dos recém-nascidos de mulheres
infectadas sao portadores do parasita (Flores-Chavez et al. 2008). Em regiées onde
as casas apresentam alta densidade de vetores, as re-infeccdes por T. cruzi em



mulheres durante a gestacdo sao frequentes, levando ao aumento das taxas de
morbidade e mortalidade dos recém-nascidos (Torrico et al. 2006). A transmissao
congénita também apresenta grande importancia no aparecimento da doenca em
areas nao endémicas, como na Europa e nos Estados Unidos, fruto do fluxo
migratoério populacional origindrio da Ameérica Latina (Mufioz et al. 2007; Jackson et
al. 2009).

(3) ingestao acidental (p.o.) - essa forma de transmissdo ocorre
normalmente através da ingestdo de T. cruzi em sucos de frutas. Possivelmente,
durante a noite os triatomineos infectados sao atraidos pelas luzes de maquinas
trituradoras préximas ao seu habitat natural e, junto com as frutas, séo
acidentalmente triturados, contaminando os sucos com o protozoario (Valente et al.
2009).

A Tripanossomiase Americana acomete seres humanos na América Latina
ha, pelo menos, nove mil anos (Aufderheide et al. 2004; Lima et al. 2008). Na
década de 80, estimava-se que 17 milhdes de pessoas estivessem infectadas e que
a incidéncia anual fosse de 700-800 mil novos casos (Morel e Lazdins 2003). Por
nao existir até o momento uma vacina eficaz e o tratamento disponivel ocasionar
efeitos colaterais em até 30% dos pacientes (o que leva a OMS a recomenda-lo
somente para casos restritos; Torrico 2007), o controle da disseminacdo da doenca
depende primariamente do combate ao vetor, por meio de inseticidas (Dias et al.
2002).

Os vetores considerados epidemiologicamente mais relevantes séo,
normalmente, aqueles que apresentam alta capacidade e competéncia vetoriais e
habilidade de colonizar casas. No inicio da década de 90, o Triatoma infestans era
considerado o vetor de maior importancia epidemiolégica na América do Sul (com
excecao dos paises do norte continental), tendo em vista que suas populacdes
colonizavam casas em todos os paises do Cone Sul (Argentina, Brasil, Chile,
Paraguai, Bolivia e Uruguai), além do Peru. Em razdo da necessidade de se
controlar a transmissdo vetorial da doenca, foi criada em 1991 a Iniciativa dos
Paises do Cone Sul. O objetivo primario desta Iniciativa era a supressao da
transmissao vetorial de T. cruzi para os seres humanos através da eliminacao das

populacées domiciliadas de T. infestans com o0 uso de inseticidas, além da reducao



da transmissao por transfusoes, através do controle rigoroso dos bancos de sangue
(Dias et al. 2002).

A exemplo da Iniciativa dos Paises do Cone Sul, em 1997, duas outras
Iniciativas foram criadas com objetivos similares - a dos Paises Andinos e a da
América Central. Ambas tinham, igualmente, como objetivo primordial a eliminacao
dos principais vetores domiciliados de suas regides, o R. prolixus e o Triatoma
dimidiata (Dias 2002). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO;
2002), como conseqléncia dessas Iniciativas na América Latina houve uma redugéo
na incidéncia anual de novos casos, de 700 mil no inicio da década de 90 para cerca
de 200 mil, atualmente.

Apesar do claro sucesso das Iniciativas em alguns paises (a do Cone Sul, por
exemplo, atingiu o objetivo de eliminar a transmissao vetorial por T. infestans no
Brasil, Uruguai e Chile), em regides onde existem focos silvestres de T. infestans,
como na Argentina e Bolivia (Miles et al. 2003; Noireau et al. 2005) e de R. prolixus,
como na Colémbia e Venezuela (Guhl et al. 2007; Fitzpatrick et al. 2008), existe a
necessidade de se manter constante vigilancia entomoldgica, uma vez que a re-
infestacdo de casas tratadas com inseticidas € uma ameaca freqlente. Situacao
semelhante pode ser encontrada no nordeste brasileiro com o vetor autéctone T.
brasiliensis s.s., de distribuicado geografica mais restrita, mas que igualmente re-
infesta as casas tratadas com inseticidas (Diotaiutti et al. 2000).

1.2 Os vetores da doenca de Chagas

Os vetores da doenca de Chagas séo insetos da subfamilia Triatominae
(Hemiptera: Reduviidae), composta por seis tribos: Alberproseniini, Bolboderini,
Cavernicolini, Linshcosteini, Rhodniini e Triatomini (Galvdo et al. 2003). As duas
ultimas podem ser destacadas como epidemiologicamente mais importantes por

conterem os géneros Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus.

Os triatomineos apresentam desenvolvimento hemimetabdlico, com cinco
estadios ninfais anteriores a fase adulta (Lent e Wygodzinsky 1979). Séao
hemato6fagos estritos, se alimentando normalmente de sangue de aves e mamiferos,
embora haja alguns casos em que ocorra a ingestdo de sangue de animais
ectotérmicos, como lagartos, ou mesmo da hemolinfa de outros artropodes (Gaunt e
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Miles 2000). Existem ainda relatos de espécies da tribo Bolboderini se alimentando
de sangue ingerido por outros triatomineos, processo denominado

cleptohematofagia (Sandoval et al. 2000; De la Riva et al. 2001).

No ambiente silvestre, os triatomineos do género Triatoma sdo, em geral,
encontrados em pilhas de pedras, ocos ou rachaduras de arvore, enquanto os
Rhodnius estdo associados a arvores, em geral palmeiras. Independentemente do
habitat por eles ocupado, normalmente estdo associados a pequenos mamiferos e
aves (Lent e Wygodzinsky 1979; Gaunt e Miles 2000).

1.2.1 O efeito da modificacdo ambiental na domiciliacdo do género Rhodnius

A ocupagdo humana de areas silvestres, por meio de queimadas e
desmatamentos, leva a fragmentagéo do ambiente e, em geral, a reducao da riqueza
de espécies na comunidade (Vaz et al. 2007). Como consequéncia da diminuicdo
dos predadores em areas de floresta fragmentada e da construgcdo de casas
proximas ao ambiente silvestre, ha um aumento na densidade de pequenos
mamiferos sinantrépicos, normalmente Didelphis sp., que sao popularmente

conhecidos como gambas (Fonseca e Robinson 1990).

Diferentemente de qualquer outro mamifero, Didelphis suporta altas taxas de
infeccao por T. cruzi, além de poder atuar como vetor. Nesse mamifero o parasita é
capaz de se desenvolver inclusive na sua forma infectante (tripomastigota
metaciclico) em suas glandulas anais (Deane et al. 1984), o que tem por
consequéncia a facilitacdo da transmissdo para outros pequenos mamiferos,

aumentando suas taxas de infecgdo natural (Vaz et al. 2007).

As areas de vegetacdo fragmentada sao predominantemente ocupadas por
palmeiras, em razdo do desmatamento seletivo (ndo derrubada de palmeiras) e
ainda por existirem espécies de palmeiras que sao pioneiras [i.e. S0 as primeiras
arvores a recolonizar a area fragmentada (Abad-Franch et al. 2005)]. Em muitos
casos, o desmatamento das florestas vem seguido de ocupacédo humana. Diante de
tal realidade, a estreita associacdo entre marsupiais do género Didelphis, ecétopo
arbéreo (palmeiras) e triatomineos do género Rhodnius (Gaunt e Miles 2000)

propicia a aproximacao destes vetores do ambiente peridomiciliar.



Abad-Franch e colaboradores (2005) constataram que palmeiras presentes
em areas fragmentadas (i.e. peridomicilio) tém maior probabilidade de estarem
infestadas por R. ecuadoriensis do que aquelas de floresta continua (nenhuma
palmeira infestada foi encontrada neste ambiente). Além disso, o fator mais
importante encontrado, diretamente proporcional a probabilidade de infestacao, é a
quantidade de matéria organica encontrada naquelas palmeiras. Essa associacao
pode ter sido originada da possibilidade de que pequenos mamiferos arboricolas
(e.g. Didelphis) encontrem em tais palmeiras um ambiente mais propicio para
construirem seus ninhos, uma vez que palmeiras com muita matéria organica devem

propiciar um ambiente mais protegido.

A aproximacao de populacbées de vetores do ambiente peridomiciliar parece
ser o primeiro passo no processo de domiciliagdo dos triatomineos, uma vez que o
aumento da densidade da populacdo de Rhodnius no microhabitat (e.g. palmeira),
leva a reducao de disponibilidade de alimento. Consequientemente, adultos famintos
voam em busca de novas fontes alimentares (Abad-Franch et al. 2005).

Diferentes consequiéncias podem surgir a partir desse comportamento. Ao
invadir um novo ambiente (peridomicilio e domicilio) em busca de alimento, os
triatomineos podem retornar ao seu habitat natural apos o repasto (e.g. R. robustus
e R. pictipes na Amazébnia - Fé et al. 2009) ou permanecer no peri e/ou intradomicilio
formando colbnias [e.g. R. stali no Alto Beni, Bolivia (De La Riva et al. 2001; Matias
et al. 2003) e R. prolixus na Coldmbia e Venezuela (Guhl et al. 2007; Fitzpatrick et al.
2008)].

1.2.2 Espécies cripticas do género Rhodnius na Amazénia

Na regido amazébnica existe o complexo R. robustus de espécies cripticas
(Monteiro et al. 2003), cujos quatro integrantes conhecidos (R. robustus |, 11, Il e V)
sao morfologicamente idénticos a R. prolixus (Pavan e Monteiro 2007). Tais
espécies, juntamente com R. neglectus e R. nasutus formam o ‘grupo prolixus’ de
espécies (Barrett 1988). Apesar de nao colonizarem domicilios e estarem presentes
apenas no ambiente silvestre, membros de R. robustus s.l. foram apontados como
possiveis responsaveis pela transmissdo da doengca no oeste da Venezuela
(Feliciangeli et al. 2002) e no oeste da Amazénia brasileira (Fé et al. 2009).



Ainda na regiao amazénica, existe um outro grupo do género Rhodnius com
espécies morfologicamente semelhantes, o ‘grupo pictipes’, composto por R.
pictipes, R. stali, R. amazonicus e R. paraensis (Bérenger e Pluot-Sigwalt 2002).
Muito pouco se sabe acerca das duas ultimas espécies. Contudo, R. pictipes parece
ser o responsavel pela transmissao de T. cruzi em algumas localidades da Amazdnia
brasileira (Valente et al. 1999, 2009; Fé et al. 2009), onde é frequentemente
encontrado no interior das casas (sem formar colénias) com altas taxas de infeccao
por T. cruzi (Coura et al. 2002). Ja R. stali encontra-se domiciliado na regido do Alto
Beni na Bolivia, sendo considerado o vetor responsavel pela manutengédo do ciclo
antropozoondético nessa area (Matias et al. 2003).

A identificacdo inicial de populacdes pertencentes a complexos de espécies
cripticas é, por definicdo, possivel somente através do emprego de marcadores
moleculares (Pavan e Monteiro, 2007). Em alguns casos, analises morfométricas
mais refinadas sdao também uteis (Villegas et al. 2002; Matias et al. 2003). A
identificacdo das espécies cripticas € imprescindivel, pois espécies proximamente
relacionadas, com caracteristicas morfolégicas semelhantes, podem apresentar

capacidades vetoriais distintas (Pavan e Monteiro, 2007).

1.3 A doenca de Chagas na Bolivia

Estima-se que de 60 a 80% do territério boliviano seja endémico para a
doenca de Chagas e que 28% da populacéo esteja infectada pelo T. cruzi. Nesse
pais, a transmissao vetorial ocorre principalmente pelo T. infestans (INCOSUR 2001,
Moncayo 2003) e a area estimada de sua distribuicdo coincide, em grande parte,
com a da area considerada endémica (Figura 1.1).

Em virtude da situacdo endémica em que a Bolivia se encontrava no final da
década de noventa (com uma incidéncia anual de 180.000 novos casos), foi
organizado o Programa Nacional de Chagas. Entre seus objetivos principais
estavam o controle dos vetores domiciliados (principalmente T. infestans), controle
dos bancos de sangue (a época, cerca de 30% dos doadores estavam infectados) e
o tratamento dos casos agudos e de criangas menores de 15 anos (Dias et al. 2002).

Apesar da vigilancia constante mantida pelo Programa nos locais onde ha T.
infestans domiciliado, nos departamentos de Cochabamba, Santa Cruz e La Paz nao
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houve diminuicdo efetiva da quantidade de domicilios infestados, possivelmente
devido a re-infestagao, por populacdes silvestres de T. infestans, das casas tratadas

com inseticidas (Tabela 1.1).

Tabela 1.1: infestacdo residual (%) por Triatoma infestans por departamento boliviano, no triénio
2005 - 2007. Fonte: Programa Nacional de Chagas, Bolivia.

Ano Chuquisaca La Paz Cochabamba Potosi Santa Cruz Tarija Bolivia
2005 4,1 0,9 2,6 3,5 2,7 12 8,4
2006 3,4 0,9 2,2 2 5,5 3,1 2,9
2007 3,7 1 3,6 2,5 6,8 1,7 3,2

Distribuigdo estimada de
Triatoma infestans

- - Area endémica para doenca
de Chagas

-
) \\ P —

Figura 1.1: distribuicdo de T. infestans na Bolivia (em vermelho), e delimitacdo da area considerada
endémica no pais (tracejada em azul). Fonte: modificado de Cortez 2007 (a foto de T. infestans foi
retirada de Noireau et al. 2009).



Na Bolivia, onde o programa de controle da doenca de Chagas esta no final
de sua primeira década, é comum constatar-se, a partir de dados de areas
endémicas, que a quantidade de pessoas infectadas € diretamente proporcional a
faixa etaria. Exemplos da gravidade da situacdo em determinadas regides podem
ser observados nos resultados de Breniere e colaboradores (2002), em que foram
feitos exames soroldgicos dos moradores do vilarejo de Mizque, departamento de
Cochabamba. Nesta area, 44% das criancas entre 6 e 10 anos e mais de 80% das
pessoas acima de 41 anos estavam infectadas. Chipaux e colaboradores (2008)
observaram ainda que na regiao sudeste do Chaco boliviano 80% dos habitantes
estavam infectados. Nesta localidade, as taxas de infeccdo natural podem chegar a
90% da populacao, dependendo da faixa etaria (Noireau comunicacao pessoal).

A gravidade da endemia neste pais pode ser exemplificada, ainda, pela
proporcdo de doadores de sangue infectados, mesmo apds o controle dos bancos
de sangue. No inicio da década de 90, 28% dos doadores bolivianos estavam
infectados (Carrasco et al. 1990). Apesar da reducao deste percentual para pouco
menos de 10% (Schofield et al. 2006), este indice ainda é o mais alto da América
Latina (Tabela 1.2).

T. infestans é o vetor de maior importancia epidemiol6gica na Bolivia e,
conseqlentemente, também o mais estudado. Entretanto existem registros de outras
17 espécies de triatomineos nesse pais (Cortez 2007). Algumas destas sao
epidemiologicamente relevantes em outras localidades por serem encontradas em
ambiente peridoméstico e domiciliar, como Panstrongylus rufotuberculatus
(aparentemente também domiciliado na Bolivia; Dujardin et al. 1998), em paises da
América Central e norte da América do Sul (Patterson et al. 2009) e Triatoma
sordida, ou por exercerem o papel vetorial mesmo sem colonizar ambientes
antrépicos, como R. robustus e R. pictipes na Amazénia (Fé et al. 2009). Estudos
sobre a importancia dessas 17 espécies na Bolivia sdo escassos e,
conseqguentemente pouco se sabe acerca de seus papéis na transmissao da doenca
no pais.
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Tabela 1.2: porcentagem de doadores de sangue infectados por T. cruzi em paises latino-
americanos. * 98% em regides endémicas. Fonte: Traduzido de Schofield et al. 2006.

Cobertura Soropositivos

(%) (%)
Paises do Cone Sul
Argentina 100 4,50
Bolivia 86 9,90
Brasil 100 0,61
Chile 75% 0,47
Paraguai 99 2,80
Uruguai 100 0,47
Paises do Pacto Andino
Coldémbia 99 0,98
Equador 100 0,15
Peru 99 0,26
Venezuela 100 0,67
América Central
Belize 100 0,40
Costa Rica 100 0,34
El Salvador 100 2,46
Guatemala 100 0,79
Honduras 100 1,40
Nicardgua 100 0,49
Panama 99 0,90

1.4 O género Rhodnius na Bolivia

As espécies do género Rhodnius que sabidamente ocorrem na Bolivia sdo R.
stali e R. robustus, embora haja divergéncia com respeito a presenga de R. prolixus
(Galvao et al. 2003) e a possivel ocorréncia de R. pictipes (Abad-Franch e Monteiro,
2007). Talvez esta contradicdo seja conseqiéncia de que todas as espécies de
Rhodnius encontradas na Bolivia pertencam a grupos de espécies morfologicamente
muito semelhantes. Nesse caso, a dificuldade na correta identificagdo poderia ter
como conseqliéncia alguns registros errbneos. Nao existem até o momento
resultados moleculares ou morfométricos que confirmem a presenca de R. prolixus
na Bolivia. O que se pensava ser R. pictipes, pelo menos na regiao do Alto Beni
(Tibayrenc e Le Pont 1984), provavelmente eram populacées de R. stali (ndo

descrito a época).

Os unicos registros de espécies de Rhodnius feitos através de estudos nao
morfolégicos (i.e. com base em morfologia classica) se baseiam na identificacao
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morfométrica de espécimes encontrados na regidao do Alto Beni e na identificacao
molecular de um espécime encontrado em Trinidad, departamento do Beni. Quanto
aos estudos morfométricos, em um primeiro registro foi indicada a presenca de R.
robustus, a partir de um unico exemplar encontrado (Matias et al. 2001). Em um
segundo registro, foi mostrada a presenca de R. stali colonizando estruturas
peridomiciliares e casas (Matias et al. 2003). Quanto ao estudo molecular, Pavan
(2009) classificou molecularmente um anico individuo morfologicamente identificado
como R. pictipes, como sendo pertencente a uma espécie ainda nao descrita, que
esta mais proximamente relacionada a R. stali do que ao proprio R. pictipes s.s..
Estudos com base na identificacdo molecular acerca de outras espécies desse

género, presentes na Bolivia, ainda ndo foram feitos.

Como é possivel perceber, informacdes sobre vetores do género Rhodnius na
Bolivia sao escassas. Entretanto, paisagens favoraveis a presenca e ao aumento de
populacées de Rhodnius (areas fragmentadas e com ocupacao humana, com
grandes quantidades de palmeiras) sdo comuns nas areas rurais,
independentemente da altitude (Alto Beni, 1200 metros acima do nivel do mar, figura
1.2; Santa Cruz - Guarayos - 240 metros acima do nivel do mar, figura 1.3). Tendo
em vista a proximidade das palmeiras em relagdo as casas nessas localidades, é
provavel que as populagdes de Rhodnius, ali presentes, exercam papel vetorial no

ciclo antropozoondtico.
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Figura 1.2: ambiente de mata fragmentada com ocupagdo humana em Caranavi (Alto Beni),
departamento de La Paz, mostrando a grande quantidade de palmeiras préximas a casa.

Figura 1.3: ambiente de mata fragmentada com ocupa¢ao humana em Guarayos, departamento de
Santa Cruz, mostrando palmeiras préximas a casa, cujo teto & feito com as folhas das proéprias
palmeiras.
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1.5 Sistematica molecular aplicada aos triatomineos

A sistematica é a area da biologia que nomeia e descreve organismos, 0S
classifica e gera dados relativos a sua identificacao, distribuicdo e histéria evolutiva.

Pode ser dividida em trés diferentes sub-areas, de acordo com Mayr (1969):

(1)  sistematica a - refere-se a deteccao e descricdo de novas espécies

(taxonomia);

(2)  sisteméatica B - refere-se ao estudo do relacionamento entre espécies e

sua classificacao (filogenia);

(3) sistematica y - refere-se ao estudo da variabilidade intraespecifica

(genética de populacoes).

Provavelmente Lewontin e Hubby (1966) ndo faziam idéia de que, ao
descrever uma nova forma de examinar o polimorfismo (heterozigosidade) através
da mobilidade eletroforética de diferentes enzimas, estariam dando inicio a uma area
completamente nova na biologia: a sistematica molecular. Cinco anos depois,
Kleppe e colaboradores (1971) descreveram um mecanismo de reparo da replicacao
de DNA sintético. Esta metodologia foi mais tarde aprimorada por Kary Mullis, o que
lhe rendeu o prémio Nobel em quimica em 1993, e que é hoje fundamental para a
biologia molecular: a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Ainda em 1972,
Jackson e colaboradores descreveram uma forma de recombinar DNAs de
diferentes organismos, hoje utilizada como base para clonagem de fragmentos de
diferentes regides gendmicas, de quaisquer organismos de interesse. Atualmente o
estudo da sistematica, feito com marcadores moleculares, tem como base as
metodologias descritas nesses dois marcos: as isoenzimas e diversas técnicas

baseadas na PCR.

A técnica de isoenzimas se baseia na identificacdo de diferentes alelos
codificantes de enzimas, através de migracao eletroforética diferencial. O uso dessa
técnica, apesar de muito eficaz na deteccdo de divisbes populacionais e/ou
variagbes geogréficas (Abad-Franch e Monteiro, 2005), pode levar a conclusdes
errbneas quando sdo comparados grupos de espécies préximas (de insetos) ou
analisados poucos loci (apesar a grande diversidade de loci que pode ser estudada),
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por serem marcadores bem conservados. Exemplo disso pode ser observado no
trabalho de Harry (1992), onde nao foi possivel detectar nenhum locus diagnéstico
que separasse R. prolixus de R. robustus s.l..

Diversas técnicas baseadas em PCR podem ser utilizadas para estudos de
sistematica molecular. O PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polimorfism), por
exemplo, tem como base a digestdo por enzimas de restricdo de fragmentos de
DNA, podendo revelar polimorfismo entre espécimes atraves da digestao diferencial
de alelos. Apesar disso, existem problemas como a digestao parcial (Abad-Franch e
Monteiro 2005), que podem levar a conclusdes errbneas acerca da variabilidade
populacional. E uma técnica muito pouco utilizada em estudos de sistematica com

triatomineos, com apenas trés trabalhos publicados.

Outra técnica, esta amplamente utilizada com triatomineos, é o RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA), baseado na amplificagdo aleatéria de
diversas regides do genoma, utilizando iniciadores pequenos e nao especificos (e.g.
Barbosa et al. 2006 e Pacheco et al. 2007). Apesar de ser uma técnica que gera
informacdes sobre diferentes loci em apenas um experimento, existem problemas
com relagdo a reprodutibilidade dos resultados, além da falta de garantia da
homologia dos fragmentos amplificados (Abad-Franch e Monteiro 2005).

O sequenciamento de DNA, apesar de gerar informacdes apenas sobre um
locus de cada vez e ser uma técnica mais cara do que as supracitadas, pode ser util
na comparagao de grupos de qualquer nivel de relacionamento filogenético (Abad-
Franch e Monteiro, 2005). Por exemplo, marcadores (i.e. regides do DNA) muito
conservados podem ser utilizados para a comparagao entre familias ou subfamilias,
enquanto que marcadores pouco conservados podem diferenciar espécies e até
populacdes. Portanto, & importante conhecer o quao conservado é o marcador a ser
utilizado para saber se este seria 0 mais adequado para responder a pergunta
cientifica em questédo. Outra vantagem de se utilizar a técnica é a facilidade na troca
de informacdes (consequiéncia da reprodutibilidade dos resultados) entre diferentes
grupos de pesquisa, através de bancos de armazenamento de sequéncias, como o
GenBank.

Recentemente, estudos de sistematica molecular levaram ao conhecimento
de que determinadas espécies de triatomineos eram, na verdade, complexos de
espécies cripticas [e.g. Triatoma sordida s.l. (Noireau et al. 1998); R. robustus s.!.
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(Monteiro et al. 2003); T. brasiliensis s.l. (Monteiro et al. 2004); T. dimidiata s.l. (Dorn
et al. 2009) e R. pictipes s.I. (Pavan 2009)]. Nesse sentido, as técnicas moleculares
vém sendo utilizadas na tentativa de elucidar as questbes taxonémicas
consequentes das semelhancas morfolégicas existentes em determinados grupos de

triatomineos.

Em um grupo que apresenta tantas espécies cripticas, a morfologia permite
identificar a que complexo de espécies pertence um dado espécime. A descoberta
de diferencas genéticas importantes entre espécies cripticas mostra a necessidade
de se complementar a identificacdo morfolégica com a utilizacdo de métodos

moleculares, a fim de garantir uma diagnose mais acurada.

Em 2003, Hebert e colaboradores propuseram a utilizacdo do
sequenciamento do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase | (COl) como meio
universal para a identificacdo molecular de animais (DNA barcoding ou Codigo de
Barras de DNA). A idéia dos autores era de que a identificacdo especifica se
baseasse exclusivamente em dados de sequenciamento de COI, descartando por

completo a utilizacao de caracteres morfoldgicos.

Um marcador muito utilizado com o propésito de identificacdo molecular em
triatomineos é o citocromo b (cit b), que separa muito bem espécies proximamente
relacionadas (Lyman et al. 1999). Entretanto, a utilizacdo apenas de um marcador
mitocondrial pode impossibilitar a deteccdo de processos de introgressdo nas
populacées estudadas. Assim, uma identificacdo taxondémica completa deveria
incluir, além das informagcbes sobre a morfologia, sequéncias de marcadores
mitocondriais e nucleares que sejam eficientes na separag¢do do grupo em questao.
Fitzpatrick e colaboradores (2008), utilizando a combinacao entre cyt b e 0 marcador
nuclear D2 (uma regido do gene 28S ribossomal), encontraram evidéncias de
introgressdo entre populacdées naturais de R. robustus IV e de R. prolixus da

Venezuela.

Os dois marcadores mais utilizados em estudos filogenéticos com

triatomineos sao:

(1) citocromo b (cit b) — € um gene mitocondrial cuja sequiéncia nucleotidica
diferencia muito bem triatomineos nos niveis de género e espécie. Niveis mais

elevados de relacionamento filogenéticos ndo sao tdo bem demonstrados com a
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utilizacdo desse marcador, uma vez que, por ser relativamente pouco conservado,
pode apresentar saturacdo. Lyman e colaboradores (1999), por exemplo, estudaram
a variacao de um fragmento de cerca de 500 pares de bases (além de outro do gene
16S mitocondrial) em 17 espécies de triatomineos (oito Rhodniini e nove Triatomini);
Monteiro e colaboradores (2000) mostraram o relacionamento parafilético de
Psammolestes em relagdo a Rhodnius; e Monteiro e colaboradores (2004),
descobriram que as quatro diferentes formas cromaticas de T. brasiliensis formavam
um complexo de trés espécies cripticas. Por fim, Almeida e colaboradores (2008),
mostraram a aplicabilidade deste marcador em estudos de vigilancia entomoldgica,
de T. brasiliensis.

(2) segundo espacador interno transcrito (ITS-2) — o DNA ribossomal (rDNA) é
constituido por trés genes (18S, 5.8S e 28S), trés espacadores transcritos (ETS,
ITS-1 e ITS-2) e um espacador ndo transcrito (NTS — figura 1.4). O rDNA ocorre em
multiplas cépias in tandem no genoma nuclear, que sdao homogeneizadas pelo
processo conhecido como “evolugdo em concerto”; seu mecanismo, entretanto, nao
€ completamente compreendido (Liao 1999). Apesar de 0s genes serem
conservados, 0 mesmo ndo acontece para os espacadores, em consequéncia da
menor pressao seletiva sofrida por eles. Por ser uma regido mais variavel, o ITS-2
vem sendo bastante utilizado em estudos filogenéticos em triatomineos (e.g. Marcilla
et al. 2001, Pacheco et al. 2007). Entretanto, este marcador parece ser mais
conservado do que o cit b, gerando alguns conflitos quando arvores filogenéticas
referentes a cada um dos marcadores em questdao sdo comparadas (i.e. pode nao
diferenciar determinadas espécies que o marcador mitocondrial diferencia; cf.
Martinez et al. 2006).
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Figura 1.4: representacao esquematica das copias gendmicas do rDNA e de suas partes integrantes.
NTS — espacador ndo transcrito; ETS — espacador externo transcrito; ITS-1 e ITS-2 — primeiro e
segundo espagadores internos transcritos. 18S, 5.8S e 28S — genes que, transcritos, formardo os
ribossomos. Fonte: Modificado de Wikipedia (http: //en.wikipedia.org/wiki/Ribosomal_DNA).

1.6 O estudo de Rhodnius na Bolivia

Nesta dissertacdo foram feitos estudos de sistematica molecular (a, B e v)
sobre as espécies do género Rhodnius que ocorrem na Bolivia, nos departamentos
de Cochabamba, Santa Cruz, La Paz e Beni, no sentido de gerar informagdes sobre

0 género, nesse pais.

A primeira finalidade do presente trabalho foi iniciar o esclarecimento acerca
da identidade taxonémica das espécies de Rhodnius que la ocorrem. Para isso,
foram utilizados, em conjunto, os conceitos de sistematica a e B, a partir dos quais a
reconstrucdo filogenética funcionou como primeiro passo para a identificagao
molecular, seguido das estimativas de divergéncia genética entre os espécimes

contidos em um clado monofilético.

Para a identificacdo dos individuos utilizou-se o Conceito Filogenético de
Espécie, que define uma espécie como: “o tdxon menos inclusivo observado em
uma classificagéo filogenética formal. Assim, como para todos 0s niveis hierarquicos
nesse tipo de classificacdo, organismos sao agrupados em espécies devido a
monofilia. Os taxa sao classificados como espécie ao invés de niveis mais elevados,
pois sdo 0s menores grupos monofiléticos reconheciveis” (Mischler e Brandon 1987)
ou “o menor grupo monofilético com ancestralidade comum” (de Queiroz e
Donoghue 1990).
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Estudos populacionais (sistematica y) em triatomineos podem auxiliar na
identificacdo de fontes de infestacdo do peri e intradomicilio em areas previamente
tratadas com inseticidas. Enfim, o topico abordado nessa dissertacdo que é de maior
interesse no ambito da saude publica da Bolivia é o entendimento do papel exercido
pelas espécies de Rhodnius no ciclo antropozoondtico daquele pais. Neste trabalho,
a inferéncia da importancia epidemioldgica foi feita a partir da observacdo do
ambiente em que os insetos foram coletados (silvestre, peridomiciliar ou domiciliar) e

do calculo das taxas de infecgdo natural de suas populacées.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Determinar o status taxondmico de Rhodnius provenientes da Bolivia, através
da analise de sequéncias de um fragmento do gene mitocondrial citocromo b e do
espacador interno transcrito (ITS-2), e estimar a importancia epidemiolégica de suas
populacdes através das taxas de infeccao natural por T. cruzi.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar inferéncias sobre a origem e dispersdo das populagdes, a partir do
estudo genealdgico dos haplétipos do cit b.

e Determinar as taxas de infeccao natural por T. cruzi dos espécimes coletados,
através de PCR diagnéstico.

e Definir o ecétopo silvestre de R. stali na regido do Alto Beni através da

identificacdo da espécie das palmeiras infestadas por esse triatomineo.

e Quantificar a variabilidade intrapopulacional, calculando as diversidades
nucleotidica (r) e haplotipica (Hd) e os niveis de estruturacdo genética (Fst e

AMOVA) entre as populagdes.
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3 METODOLOGIA
3.1 Obtencao das amostras

As amostras de Rhodnius utilizadas nesta dissertagdo sao oriundas dos
departamentos de Cochabamba (1 localidade), Santa Cruz (5 localidades), Beni (2
localidades) e La Paz (2 localidades), na Bolivia. Os espécimes foram obtidos
através de coletas utilizando armadilhas com isca viva (Noireau et al. 1999) e busca
ativa no peridomicilio. O Programa Nacional de Chagas conta com o auxilio de
técnicos que recebem triatomineos encontrados no interior das casas pelos
moradores. Alguns desses espécimes foram cedidos para este trabalho. Os pontos
de origem do material obtido, assim como as siglas designadas para cada um deles,
estdo representados na figura 3.1.

A classificacdo dos ambientes para a coleta foi feita da seguinte forma:
(1) palmeiras silvestres - distantes das casas em mais de 50 metros;

(2) palmeiras de peridomicilio - localizadas a uma distancia de 50

metros ou menos das casas;

(3) estruturas peridomiciliares - galinheiros, chiqueiros, currais, cercas e

pilhas de madeiras préximas as casas;
(4) intradomicilio - interior das casas.

Aos moradores das residéncias localizadas préximas as palmeiras estudadas
foram mostradas fotos e/ou espécimes de R. robustus s.l. e R. stali (adultos). Nos
casos em que eles relatavam ter visto insetos parecidos recentemente, foram feitas
buscas ativas nos quintais e no interior das casas. Nas coletas em palmeiras, as
armadilhas eram colocadas ao entardecer (entre 17:00 e 18:00) e retiradas pela
manha (entre 7:00 e 8:00; Figura 3.2). Os insetos capturados foram colocados em
tubos plasticos devidamente numerados contendo silica gel para retencdo da

umidade e melhor conservacado das amostras.
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Figura 3.1: mapa mostrando os pontos de origem das amostras obtidas. Os nomes das localidades,
assim como suas respectivas siglas e cores sdo mostradas no canto superior direito da figura.
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Figura 3.2: etapas da coleta utilizando armadilhas Noireau: 1 - potes plasticos com tela de arame na
tampa; 2 — adicdo de maravalha e ragdo aos potes; 3 - camundongo é colocado no interior da
armadilha, que depois de fechada tem a tampa envolta por uma fita adesiva dupla-face; 4 -
numeragao das armadilhas; 5 - posicionamento das armadilhas nas copas das palmeiras; 6 -
deteccao de triatomineos capturados na manha seguinte.
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3.2 Identificacao morfoldgica dos espécimes

A separacao inicial dos espécimes em dois grupos principais se baseou no
carater “coloracdo das patas”. Individuos com dois anéis negros na tibia amarela
foram classificados como “stali/pictipes s.I.” e individuos com a pata completamente
marrom, como “prolixus/robustus s.l.” (Figura 3.3). Adultos do grupo “stali/pictipes
s.I.” foram morfologicamente identificados de acordo com a chave proposta por Lent
e colaboradores (1993). Por serem morfologicamente indistinguiveis, todos os
adultos do grupo “prolixus/robustus s.I” s6 puderam ser identificados
molecularmente. Por este mesmo motivo, o correto status taxondmico das ninfas de

ambos os grupos sé pbde ser definido geneticamente.

2mm

1em

R. robustus x R. prolixus

Figura 3.3: exemplares de ninfas de 2° estadio (acima) e adultos de espécies de Rhodnius com
ocorréncia prevista para a Bolivia. E possivel observar as caracteristicas cromaticas que foram
utilizadas para diferenciar os dois pares de espécies no campo - ninfas de “stalijpictipes s.l.”
apresentam a tibia amarela, enquanto que nas de “prolixus/robustus s.l.”, ela € marrom; adultos de
“stali/pictipes s.l” apresentam a tibia amarela com dois anéis negros, enquanto que nos de
“prolixus/robustus s.I.” ela € também marrom. Fotos: Carolina Dale (LRNITT).
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3.3 Extracao de DNA

Os espécimes foram acondicionados em tubos com silica gel até o momento
da extragcdo do DNA. Com o objetivo de extrair o DNA total dos triatomineos e do T.
cruzi nos possiveis insetos infectados, a extracao foi feita a partir de ninfas inteiras e

do abdébmen dos adultos (cujas patas foram retiradas e congeladas).

O método de extracdo utilizado foi escolhido de acordo com os resultados
obtidos por Neves e colaboradores (2008), que testaram diversos protocolos de
extracdo de DNA, com o objetivo de selecionar o mais eficiente na recuperacédo do
DNA do parasita, a partir da extracdo de DNA total de triatomineos infectados. O
protocolo com melhores resultados (e utilizado neste trabalho) foi o descrito por
Aljanabi e Martinez (1997; apéndice 1.1).

O sucesso da extragao foi testado através da amplificacdo do fragmento de
682pb do gene mitocondrial citocromo b (cit b, também utilizado para a taxonomia
molecular e genética de populagdes, como descrito abaixo) do vetor. Nos casos em
que o resultado foi negativo (0 que, coincidentemente, ocorreu apenas com alguns
espécimes adultos), o DNA foi novamente extraido com a utilizacao dos kits DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen), ou Genomic DNA Extraction Kit — YGT (Real Genomics)
a partir de patas, o que impediu a determinacdo da taxa de infeccao natural por T.

cruzi.

3.4 Amplificacao por PCR e seqlienciamento do fragmento de cit b

A identificacdo molecular dos insetos foi feita a partir da amplificacédo e
sequenciamento de um fragmento de 682pb do gene mitocondrial cit b. Para
amplificacdo desse fragmento, foram utilizados os iniciadores CYTB7432F, 5'-
GGACG(AT)GG(AT)ATTTATTATGGAC, e CYTB7433R, 5- GC(AT)CCAATTCA(AG)
GTTA(AG)AA (Monteiro et al. 2003; apéndice 1.2). As reacdes foram feitas em um
termociclador Mastercycler (Eppendorf), programado para a seguinte ciclagem:
desnaturacao a 94°C (por 5 min), seguido de 35 ciclos a 94°C (por 45 seg), 48°C
(por 30 seq), e 72°C (por 45 seg), e uma extensao final de 10 min a 72°C. Os
produtos das reacbes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1%),
corados com brometo de etideo e visualizados em um transiluminador ultra-violeta
(UV). A purificacao dos produtos amplificados foi feita utilizando os kits GFX™ PCR
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DNA and gel band purification (GE Healthcare) ou HiYield gel/PCR DNA extraction

(Real Genomics), de acordo com as recomendacdes dos fabricantes.

Os produtos de PCR purificados foram submetidos a reacdo de
sequenciamento, para ambas as fitas (senso e anti-senso), utilizando o kit ABI
Prism® BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) e os
mesmos iniciadores da reacdo de PCR (Apéndice 1.3). As reac6es foram feitas em
um termociclador Mastercycler (Eppendorf) com 30 ciclos nas seguintes
temperaturas: 96°C (por 10 seg), 50°C (por 5 seg) e 60°C (por 4 min).

Os produtos da reagao de sequienciamento foram purificados para remocao
dos di-deoxinucleotideos excedentes (Apéndice 1.4) e analisados no sequenciador
automatico ABI 3730 (Applied Biosystems), da Plataforma PDTIS-FIOCRUZ.

3.5 Amplificacao por PCR, clonagem e seqlienciamento do ITS-2

Para amplificacdo do espacador ribossomal nuclear ITS-2 (de
aproximadamente  720pb) foram  utilizados os iniciadores 5.8T, 5-
CTGAGCGGCGGATCACTCGG e 28T, 5-GCACTATCAAGCAACACGACTC
(Marcilla et al. 2001; apéndice 1.2). As reagdes foram feitas em um termociclador
Mastercycler (Eppendorf), programado para a seguinte ciclagem: desnaturacdo a
94°C (por 5 min), seguido de 35 ciclos a 94°C (por 45 seg), 60°C (por 30 seq), 72°C

(por 45 seg) e uma extensao final de 10 min a 72°C.

A purificacdo dos produtos de PCR para a etapa de clonagem foi feita com a
utilizacado do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean up System (Promega). Metade do
volume da reacao de PCR (25 uL) foi submetida a eletroforese em gel de agarose
(1%). Bandas contendo o ITS-2 amplificado foram cortadas do gel e purificadas de

acordo com as especificacdes do fabricante.

Os DNAs purificados foram submetidos a reacdo de ligacdao ao vetor de
clonagem pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega). Todas as etapas, da ligacao
do vetor a selecdo das colénias, foram feitas de acordo com o sugerido pelo
fabricante (Protocols and Applications Guide - Cloning; Promega), exceto pelo fato

de que foram utilizadas Escherichia coli quimiocompetentes (cepa DH5a) e meio LB.
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Apbs o crescimento das bactérias (indicado pela turvacdo do meio), seus
DNAs foram extraidos (mini-prep) por lise alcalina (Apéndice 1.5). Para avaliar a
extragdo do DNA plasmidial, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (0,8%). Posteriormente, foi feita a digestdo enzimatica do DNA obtido,
utiizando a enzima EcoRI/ (Promega), com o objetivo de confirmar em quais
amostras havia o inserto do ITS-2. O DNA foi incubado com a enzima por duas
horas, a 37°C. Para observar o resultado, as amostras foram submetidas a

eletroforese em gel de agarose (0,8%).

Os plasmideos contendo o inserto foram purificados com polietilenoglicol
8000 (PEG 8000; apéndice 1.6). Posteriormente, as amostras foram submetidas a
reacdo de sequenciamento e tiveram seus produtos purificados da mesma maneira

como descrita no item anterior para os fragmentos amplificados de cit b.

3.6 Edicao e alinhamento das seqiiéncias

Todas as sequéncias geradas foram editadas individualmente com a
utilizacdo dos programas SeqgMan Lasergene versao 7.0 (DNAStar, Inc.) e MEGA
versado 4.0 (Tamura et al. 2007). Durante a edicao, os fragmentos correspondentes
aos iniciadores (para ambos os marcadores) e as regides 5.8S e 28S (para o rDNA,
ja que os iniciadores que amplificam o ITS-2 amplificam também parte desses
genes) foram retirados para que permanecessem apenas as regides de interesse.

A partir da comparacao entre as seqiéncias das fitas senso e anti-senso foi
gerada uma seqliéncia consenso para cada individuo. A etapa posterior consistiu no
alinhamento das sequUéncias, para garantir a homologia dos sitios comparados. O
alinhamento foi feito de duas formas diferentes:

(1) cit b (codificante) - as seqiéncias foram todas alinhadas
(manualmente) a partir do primeiro nucleotideo. Sequéncias incompletas tiveram os
nucleotideos faltantes substituidos por tracos ou interrogacdes (dependendo do

programa utilizado), para que fossem reconhecidas seqtiéncias de mesmo tamanho.

(2) ITS-2 (nao codificante) - um primeiro alinhamento foi feito utilizando o
algoritmo ClustalW, disponivel no programa MEGA. Como esta regido apresenta
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diversos eventos de insercado e delecao (indels), correcbes posteriores se fizeram

necessarias.

Cada sitio varidvel observado foi comparado com o eletroferograma
correspondente, utilizando o programa MEGA versao 4.0 (Tamura et al. 2007) , a fim

de corrigir os possiveis erros ocorridos durante a edicao das seqiiéncias.

3.7 Identificacao molecular

A identificacdo molecular dos espécimes foi feita através do emprego de
sequéncias de cit b, de forma analoga ao proposto por Hebert e colaboradores
(2003) em sua estratégia de genotipagem utilizando o gene citocromo oxidase |
(CQl), denominada “cdédigo de barras de DNA”. Além disso, na tentativa de contornar
um dos problemas do método (a utilizacdo exclusiva de um marcador mitocondrial),
o ITS-2 foi escolhido, adicionalmente, como marcador nuclear.

Apébs a edicdo das sequéncias, trés passos foram seguidos para ambos os
marcadores, com o objetivo de identificar a que espécie pertencem os individuos
coletados:

(1) identificagdo das seqiéncias mais semelhantes - isso foi feito através
da comparacdo das seqliéncias obtidas com aquelas depositadas no GenBank
(Blast search) e também com as contidas no banco de dados do laboratério;

(2) reconstrucéo filogenética, incluindo as sequéncias de interesse, as
mais semelhantes encontradas (do banco de dados do laboratério e/ou do
GenBank), espécies proximamente relacionadas e um grupo externo (do banco de

dados do laborat6rio);

(83) célculo da distancia genética entre as seqiéncias dos espécimes
bolivianos e os haplétipos mais semelhantes encontrados, objetivando avaliar se a

distancia obtida representa relacionamento de nivel intra ou interespecifico.

Desta forma, foram considerados como pertencentes a uma mesma espécie
individuos agrupados em clados monofiléticos, de acordo com o conceito filogenético
de espécie (Mishler e Brandon 1987) e que apresentam, entre si, distancia genética

esperada para relacionamento intraespecifico. Os critérios usados para a
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reconstrucao filogenética e para os calculos de distancia genética sao descritos a

sequir, para cada um dos dois marcadores.

3.7.1 Reconstrucao filogenética

O método de reconstrucdo filogenética escolhido foi o de neighbor-joining
(Saitou e Nei 1987), por ser um método simples, rapido e eficiente para a
comparacao de sequéncias proximamente relacionadas (Kumar e Gadagkar 2000).
Este método se baseia no principio de evolugdo minima, a partir do qual a soma do
comprimento dos ramos da &rvore € minimizada par-a-par e a arvore final é
normalmente a que tem a menor soma do tamanho total dos ramos. A construgao da

arvore é feita a partir dos seguintes passos:

(1) célculo da matriz Q de distancia entre as sequéncias par-a-par, com

base no método de distancia escolhido;

(2) criagdo de um n6 que une as duas sequéncias (ftaxa) mais proximas,

ou seja, com o menor valor Q;

(3) calculo da distancia entre esse par e todas as outras sequiéncias;

(4) célculo da distancia entre o primeiro n6 formado e todas as outras
sequéncias;

(5) recomego do processo considerando o0 primeiro par (ou o0

imediatamente anterior) como uma unica OTU (unidade taxonémica operacional).

Este método possui a vantagem de nao requerer que as linhagens estudadas
evoluam a taxas uniformes, de acordo com o esperado pela hipétese do reldgio
molecular (Zuckerkandl e Pauling 1965). Como a topologia da arvore produzida
dependera do modelo evolutivo escolhido, o manual do programa (MEGA 4.0;
Tamura et al. 2007) contém diretrizes para a escolha do modelo de distancia
genética mais adequado para o calculo de distancia entre as sequiéncias, de acordo

com sua composigao nucleotidica (Apéndice 1.7).
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3.7.1.1 Reconstrucao filogenética: cit b

Apos encontrar as seqiéncias mais semelhantes, foram feitas reconstrug¢ées
filogenéticas para ambos os grupos de Rhodnius encontrados na Bolivia. A matriz de
distancia foi calculada com base na distancia-p, ja que d (distancia Jukes-Cantor;
Jukes e Cantor 1969) foi menor que 0,05 (G:staiipicties s..> = 0,031 € Gprofixus/robustus s.1> =
0,036). O valor d foi calculado a partir de todas as seqiéncias incluidas na
reconstrucdo filogenética e nado s6 com aquelas provenientes de amostras

bolivianas.

Para reconstrucao filogenética do par ‘prolixus/robustus s.l.” foi incluido um
haplétipo de cada uma das espécies de R. robustus s.l. (R. robustus | - haplétipo
roVE1, nimero de acesso AF421340; R. robustus Il - haplétipo roBR3m, niumero de
acesso EF011714; R. robustus Il - haplétipo roBR4, numero de acesso AF421342;
R. robustus IV - haplétipo roFRq, nimero de acesso EF011712); R. prolixus
(haplétipo prVE1c, numero de acesso EF011716); além de R. nasutus (do banco de
dados do laboratério), utilizado como grupo externo.

Para reconstrucao filogenética do par “stali/pictipes s..” foram utilizadas
sequéncias de R. pictipes, R. brethesi (por ser uma espécie que apesar de
morfologicamente bem distinta, é filogeneticamente préxima de R. stali e R. pictipes;
Pavan 2009), R. amazonicus € R. robustus Il como grupo externo (todas estas
sequéncias provenientes do banco de dados do laboratério), além da seqiéncia de
R. pictipes depositada no GenBank (Lyman et al. 1999, numero de acesso
AF045713).

3.7.1.2 Distancia genética: cit b

Para as comparacdes de distancia genética, foram adotados como valores
referenciais aqueles mostrados por Monteiro e colaboradores (2003; distancia
genética intraespecifica maxima de 0,015 e interespecifica minima de 0,023). Estes
valores foram calculados de acordo com a distancia 2 parametros de Kimura (Kimura
1980; K2p) e, por isso, os valores de distancia genética entre as sequéncias dos
espécimes bolivianos e dos haplétipos mais semelhantes foram também calculados
de acordo com esse modelo.
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3.7.1.3 Reconstrucao filogenética: ITS-2

No programa MEGA existem duas formas de se comparar um grupo de
sequéncias que apresentam lacunas no alinhamento (gaps): (1) a delegcdo completa,
opcao em que qualquer sitio que apresente lacuna em qualquer seqiiéncia sera
excluido da comparacao e (2) a delecao par-a-par, na qual as sequencias sao
comparadas duas a duas e, apenas a s lacunas de cada comparacao sao excluidas
da analise.

O espacador ITS-2 contém dois tipos de regides: aquelas que séao
relativamente conservadas entre as espécies e outras bem variaveis, contendo
diversos eventos de insercdo e delecdo (indels). Sendo assim, as opcdes de
comparacfes possiveis entre as sequéncias, de acordo com o programa MEGA,
excluem diferencas importantes na comparacao entre espécies ou mesmo entre
individuos de uma mesma espécie. Com o objetivo de minimizar este problema, as
sequéncias de ITS-2 dos individuos coletados foram analisadas de forma alternativa

(a ser comentado mais adiante).

Foi feita uma primeira arvore de neighbor-joining com base na matriz de
distancia calculada de acordo com a distancia-p, ja que d < 0,05 (G:staipictipes s..> =
0,014 e d-proixusirobustus s.17 = 0,037), incluindo todas as sequiéncias utilizadas para a
reconstrucdo. Para a comparacao de cada sitio polimorfico entre as seqiéncias foi
escolhida a opcao de delecao par-a-par, com o objetivo de aproveitar ao maximo as
informacgdes disponiveis. A confiabilidade dos clados foi estimada a partir de 1000
replicacdes de bootstrap.

Na tentativa de comparar as diferencas caracterizadas pelos indels, a
seguinte proposta foi feita: cada evento de insercdo/delecdo presente nos dois
alinhamentos (Apéndices 2.5 e 2.6) utilizados como base nas reconstrugdes
filogenéticas foi tratado como sendo apenas uma substituicdo, considerando trés
casos distintos, mostrados a seguir:
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Caso 1: apenas 1 indel em um sitio no
qual todas as sequéncias contendo a
insercdo  apresentam 0 mesmo
nucleotideo. Neste caso, a delecao é

tratada como sendo uma tranversao.

Caso 2: apenas 1 indel em um sitio no
qual as sequéncias com a insercao
apresentam nucleotideos diferentes.
Neste caso, um terceiro nucleotideo é
inserido na sequéncia que apresenta
uma delegdo, pois o sitio € mais

polimorfico do que no caso 1.

Caso 3: um indel contendo mais de
um nucleotideo. Neste caso, toda
insercdo é substituida por um
nucleotideo e a delecdao é tratada
como sendo uma transversao, pois é
mais parcimonioso supor que o indel

seja fruto de um unico evento.
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Os diferentes alinhamentos de ITS-2 foram denominados de: alinhamento
original - aquele contendo as lacunas de alinhamento (gaps); e alinhamento
modificado - aquele em que as dele¢des foram substituidas por nucleotideos

(conforme apresentado nos trés casos).

A partir dos alinhamentos modificados foi feita uma nova reconstrucao
filogenética para cada um dos dois grupos (‘prolixus/robustus s.l.” e “stali/pictipes
s.1.”). A divergéncia entre as seqliéncias foi calculada de acordo com a distancia-p. A
confiabilidade dos clados foi estimada a partir de 1000 replicagdes de bootstrap.

Para a comparacao dos ‘prolixus/robustus s.I.” foram incluidas seqiéncias de
R. prolixus e das quatro espécies de R. robustus s.l., com R. nasutus como grupo
externo (todas do banco de dados do laboratério); ja para a comparagdo de
“stali/pictipes s.1.”, foram incluidas sequéncias de R. stali (AJ286889 e AJ286890) e
R. pictipes s.s., tendo R. amazonicus como grupo externo (as duas ultimas sdo do

laboratério).

3.7.1.4 Distancia genética: ITS-2

Como nao ha valores limitrofes de distancia genética estabelecidos para ITS-
2, a determinacao de coespecificidade dos espécimes foi feita primariamente com
base na monofilia dos clados obtidos. Entretanto, para se ter uma base de que
valores considerar intra ou interespecificos, foram calculadas as distancias genéticas
(2 parametros de Kimura; Kimura 1980; K2p) entre as espécies de R. robustus s.I. e

R. prolixus.

Todas as sequéncias utilizadas sao provenientes do banco de dados do
laboratério, além das sequéncias de ITS-2 de R. stali do GenBank (Marcilla et al.
2001; numeros de acesso AJ286889 e AJ286890; para a comparacao com 0S
espécimes do grupo “stali/pictipes s.l.”). O alinhamento utilizado foi o original
(contendo as lacunas de alinhamento) e o célculo das distancias genéticas foi feito
com o programa MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007), e para a comparagao entre as

seqléncias foi escolhida a opgéo delecao par-a-par.
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3.8 Genética de populacoes
3.8.1 Anadlises de estruturacao populacional

No momento da coleta, os insetos foram separados de acordo com suas
localidades de origem. No entanto, para saber se 0s espécimes pertencem a uma ou
mais populagdes (grupos de individuos que apresentam fluxo génico entre si), foi
feita a analise espacial de varidncia molecular, utilizando o programa SAMOVA
versao 1.0 (Dupanloup et al. 2002), que otimiza a busca por populacdes.

Nesta andlise, as localidades de coleta sdo agrupadas de acordo com a
proximidade geogréfica (latitude e longitude) e com a varidncia genética entre os
espécimes de cada localidade. Assim, as localidades sao agrupadas em populacdes
visando sempre a maior variabilidade genética interpopulacional (Dupanloup et al.
2002). Nesta anadlise foram incluidas apenas as localidades nas quais se coletou

mais de um individuo.

A estimativa de estruturacao genética entre as populacoes foi feita através da
andlise de variancia molecular (AMOVA), calculada utilizando programa Arlequin
versao 3.0 (Excoffier et al. 2005). Nesta analise sao geradas trés comparacgoes, que
tém como base a variancia molecular entre as seqiéncias estudadas: variancia entre
os individuos contidos em cada localidade (¢sc), entre os individuos das diferentes
localidades contidos em uma populacdo, estimada por SAMOVA (¢st) e entre
individuos de diferentes localidades contidos em populacdes distintas (¢cr). Neste

caso, foi considerado um nivel de significancia (o) de 0,05.

Além disso, com o propésito de se confirmar os resultados de AMOVA, foi
calculado o Fg par-a-par (Weir e Cockerham 1984) das populacdes. Para esta
andlise, o nivel de significancia foi corrigido pelo procedimento de Bonferroni (Rice
1989), sendo 0,004 o novo valor de o obtido.

3.8.2 Anadlises de polimorfismo

Foram calculados os indices © (diversidade nucleotidica), e Hd (diversidade
haplétipica), de polimorfismo das populagées, utilizando o programa DNAsp versao 5
(Rozas 2009).
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3.8.3 Genealogia Molecular

Uma vez que reconstrucdes filogenéticas, em geral, ndo demonstram de
forma clara o relacionamento entre haplétipos de uma mesma espécie, foram
construidas redes genealdgicas para uma melhor visualizacdo desses
relacionamentos. Além disso, a partir da genealogia de uma espécie € possivel criar
hipoteses de dispersdo. Para ambas as analises, apenas as seqliéncias de cit b
foram utilizadas. As redes foram construidas utilizando duas metodologias

diferentes:

e median-joining — inicia-se a partir de uma arvore minimum-spanning (aquela
com o menor somatério do comprimento de todos os bracos, necessario para
conectar todos os haplétipos) e, posteriormente, através de critérios de parcimodnia,
adiciona os vetores intermediarios (haplétipos faltantes) até formar a rede final
(Posada e Crandal 2001). Para isso, foi utilizado o programa Network versao 4.5.0.2
(Fluxus Technology Ltd. 2008).

e parcimobnia estatistica — inicia-se pelo célculo do nimero maximo de
diferencas entre os haplétipos resultantes de substituicbes Unicas (com uma
confiabilidade estatistica de 95%). Posteriormente, é feita a conexdao entre os
haplétipos que diferem por 1 nucleotideo, depois por 2 nucleotideos, e assim por
diante, até que todos os haplétipos estejam conectados (ou até que o limite do
intervalo de 95% de confianca seja atingido) em uma rede (Posada e Crandal 2001).
Para isso, foi utilizado o programa TCS versao 1.21 (Clement et al. 2000).

3.8.4 Testes de neutralidade e expansao populacional

Para descobrir se o marcador mitocondrial (utilizado nas analises
populacionais) estd evoluindo de forma neutra ou esta sofrendo algum tipo de
selecéo, foram feitos dois testes de neutralidade:

(1) o teste D de Tajima (1989): neste teste, resultados significativamente
negativos indicam expansao populacional ou diminuicdo de mutagcdes levemente
deletérias, enquanto que os significativamente positivos indicam sele¢ao balanceada
(favorecimento da manutencgéao de diferentes alelos na populacdo). A hip6tese nula
(Ho) do teste é a de que a variabilidade populacional € mantida por mutacdes
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neutras (i.e. indicando a neutralidade do marcador). Para esse teste, a rejeicdo ou
nao da Hy foi feita de acordo com os valores indicados por Tajima (1989, Tabela 2)

para o numero amostral testado, utilizando um intervalo de 95% de confianca.

(2) o teste Fs de Fu (1997): de acordo com este teste, resultados muito
negativos sdo reflexo de um excesso de alelos raros (novos) na populacdo, o que
indica uma expansao populacional recente. Novamente, a Hy do teste € a de que a
variabilidade populacional é mantida por mutagdes neutras. Neste caso, a rejeicao
da hipétese nula ao nivel de 5% de significancia é feita quando o valor p < 0,02. O
teste foi feito apenas com a populacdo ancestral da hipétese de dispersdo, com o
objetivo de saber se esta teria expandido recentemente.

Ambos os testes foram feitos utilizando o programa Arlequin versédo 3.0
(Excoffier et al. 2005).

3.9 Identificacao das taxas de infeccao natural por T. cruzi

As taxas de infeccao natural por T. cruzi foram determinadas através de PCR
diagnoéstico. Para isso, o0 DNA extraido de ninfas inteiras e do abdémen dos insetos
adultos foi utilizado. Somente foram submetidos a este experimento aqueles
individuos que apresentaram resultado positivo na amplificacdo do fragmento de cit
b do vetor, uma vez que isso indicou que ndo havia inibidores da reagcdo no meio.
Esta medida foi adotada para que resultados negativos no PCR diagnéstico fossem

confiaveis.

Nesta etapa, foram utilizados os iniciadores descritos por Wincker e
colaboradores (1994), 121, 5- AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA e 122,
5- GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA (apéndice 1.2). Este par de
oligonucleotideos permite amplificar um fragmento de 330 pares de bases do kDNA
do parasita. Como controle positivo, foi utilizado DNA de T. cruzi (cepa CL Brener),
extraido de uma cultura de formas epimastigotas. As reacbes foram feitas no
termociclador Mastercycler (Eppendorf), programado para a seguinte ciclagem:
desnaturagdo a 95°C (por 10 min), seguido de 35 ciclos a 98°C (por 1 min), 64°C
(por 2 min), 72°C (por 1 min), e uma etapa final de extensdo de 72°C (por 10 min).
Os produtos das reacdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
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(1,5%), que posteriormente foram corados com brometo de etideo e visualizados em

um transiluminador UV.

A partir destes resultados, foi calculada a taxa de infecgao natural, com base
na relagao entre o nimero de individuos infectados dividido pelo total dos individuos
analisados.
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4 RESULTADOS
4.1 Obtencao e identificacao das amostras

Foram feitas duas coletas, a primeira no departamento de Santa Cruz, em
marco de 2008 (final da época de chuvas), e a segunda nos departamentos de La
Paz e Beni, em setembro de 2008 (final da época de seca). O objetivo principal das
coletas foi amostrar palmeiras em areas fragmentadas e com ocupacdo humana.
Nas duas expedicoes, a maior parte das palmeiras encontradas pertencia a espécie
Attalea phalerata, com excec¢do da localidade de Montero, onde s6 se encontrou
Acrocomia totai (Tabela 4.1). Além disso, a busca ativa em galinheiros resultou na

coleta de um espécime adulto, no municipio de Iniqua.

Tabela 4.1: nimero de armadilhas, nimero e espécie das palmeiras amostradas e infestadas, além
da quantidade de espécimes coletados por localidade. A siglas N1 — N5 indicam o estadio das ninfas
coletadas (12 a 52 estadio) e AD (adulto).

N° DE PALMEIRAS N° DE PALMEIRAS

o o .
DEPARTAMENTO | LOCALIDADE N° DE AMOSTRADAS POSITIVAS N1|N2|N3|Na|Ns| ap| N Rhodnius
ARMADILHAS , , COLETADOS
A. phalerata| A. totai | A. phalerata A. totai
EL TORNO 50 21 1 11 T lelel -l -2 19
GUARAYOS 50 17 : 7 ~ Islel3/1] -3 18
SANTA CRUZ | CONCEPCION 31 17 : 0 - -1-[- 0
SAN RAMON 41 20 - 5 - 23| -1-1-1]- 5
MONTERO 32 - 13 - 5 |6(3|3]-1-1- 13
CARANAVI 86 36 5 6 ol 11 -]~ 12
LAPAZ INIQUA 40 11 - - -1~ 0
TOTAL 330 122 14 29 5 67

Adicionalmente, foram coletados pelo Dr. Francois Noireau 18 espécimes do
Chaparé (departamento de Cochabamba) e trés de Concepcién (departamento de
Santa Cruz), sendo todos silvestres. Dois espécimes do departamento do Beni
(também silvestres) foram cedidos pelo Dr. Martin Llewellyn e 11 espécimes de El
Torno (departamento de Santa Cruz, coletados no intradomicilio), pelo Programa
Nacional de Chagas da Bolivia. Um resumo de todos os individuos obtidos para este
estudo pode ser encontrado na tabela 4.2.

De acordo com os padrées cromaticos, dos 102 espécimes obtidos, 84 (35
adultos e 49 ninfas) foram classificadas como “prolixus/robustus s.l.” e 18 (3 adultos
e 15 ninfas) como “stali/pictipes s.l.”. Os adultos de “stali/pictipes s..” foram
morfologicamente identificados como R. stali.
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Tabela 4.2: origem dos insetos obtidos, classificagdo de acordo com a morfologia, ambiente e
nuamero de individuos obtidos por ambiente. (LOCAL - Localidade; LAT - latitude; LONG - longitude;
“profob” - “prolixus/robustus s.1.”; “sta/fic” - “stali/pictipes s.1.”; Silv - silvestre; Peri - peridomicilio; Intra
- intradomicilio).

Ne GRUPO AMBIENTE
DEPARTAMENTO | LOCAL LAT S LONG O ESPECIMES | "pro/rob"” | "stalpic” Palmeira Peri| Intra
Silv | Peri
El Torno | 18°03'50.9" | 63°17'38.07" 30 29 1 - 19 - 11
San Ramén| 16°29'2.43" | 62928"45.48" 5 5 - - 5
Santa Cruz Montero | 17°16'42.96"| 63°7'40.15" 13 13 - - 13
Guarayos | 15°51'51.91" | 63°20'28.42" 18 18 - - 18
Concepcion | 16°7'50.26" | 62°4'26.97" 3 3 - 3 -
Cochabamba Chaparé | 16°24'31.57"| 65°22'35.29" 18 14 4 18
Beni_1 15°06'57.59" | 64°18'57.59" 1 1 - 1
Beni Beni_2 14°09'36.00" | 66°54'00.00" 1 1 - 1 -
Iniqua 15°30'24.58" | 676'48.52" 1 - 1 - - 1
La Paz Caranavi | 15°50'31.27"| 67°34'5.48" 12 - 12 - 12 - -
Total 102 84 18 20 | 67 1 11

4.2 Identificacao molecular dos espécimes

Dos 102 insetos, nao foi possivel obter seqiiéncias de cit b de cinco (dois
“stali/pictipes s.I.” e trés “prolixus/robustus s.l.”). Apesar de o fragmento alvo conter
682pb, para alguns individuos as sequiéncias obtidas foram menores, pois em
alguns casos a qualidade das extremidades dos eletroferogramas é baixa, nao
permitindo a edi¢do confiavel das sequéncias. Sendo assim, as regiées de qualidade
questionavel foram removidas das seqliéncias e, conseqlientemente, excluidas das
analises. Esse procedimento levou a geracao de dois alinhamentos para os grupos
de espécies estudadas: um de 645pb para “stali/pictipes s.l.” e outro de 656pb para

“prolixus/robustus s.l.”.

4.2.1 Reconstrugéo filogenética e divergéncia genética: citb
4.2.1.1 Grupo “prolixus/robustus s.I.”

Das 81 sequéncias de cit b obtidas para “prolixus/robustus s.l.” foram
observados 11 haplétipos diferentes (denominados H1-H11). Todas as seqUéncias
foram contrastadas aquelas de Rhodnius do banco de dados do laboratério e ainda
com as depositadas no GenBank. A partir dessas comparagdes, observou-se que
esses haplétipos apresentaram maior semelhanga com um de R. robustus |l
(haplétipo roBR3m, niumero de acesso EF011714; e-value = zero).
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Para a reconstrucao filogenética, foram incluidos na analise representantes
de cada um dos 11 haplétipos obtidos, das quatro espécies cripticas de R. robustus
s.l, incluindo roBR3m, de R. prolixus e ainda de R. nasutus (como grupo externo;
figura 4.1). O alinhamento dos 11 haplétipos e outra arvore contendo todas as
sequéncias de cit b para o grupo em questdo podem ser observados nos apéndices

2.1 e 2.2, respectivamente.

Os valores de distancia genética (K2p) entre os 11 haplotipos de cit b obtidos,
assim como sua comparacdo com o haplétipo do GenBank, roBR3m, sao

apresentados na tabela 4.3.

H1
H2
H4
H3
H5
H6
H7
H8
H9
99 H10
— H11
— R. robustus |l
R. robustus Il
80 R. robustus IV
— R. prolixus
99 k R. robustus |
R. nasutus

99

—
0.01

Figura 4.1: arvore filogenética construida com base em sequéncias de cit b (neighbor-joining,
distancia-p e 1000 replicagdes de bootstrap, sendo mostrados apenas os valores superiores a 80)
contendo os 11 haplétipos de “prolixus/robustus s.l.” encontrados (H1 — H11), além de representantes
das quatro espécies de R. robustus s.l. (R. robustus | - IV), R. prolixus e R. nasutus como grupo
externo.
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Tabela 4.3: distancia genética (K2p) entre cada um dos haplotipos de “prolixus/robustus s.l.” (H1 —
H11) da Bolivia e o haplétipo roBR3, de R. robustus Il. A distancia média encontrada foi de 0,005.

roBR3m | H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10
H1 | 0,006
H2 | 0,006 | 0,001
H3 | 0,008 | 0,001 | 0,003
H4 | 0,008 | 0,001 | 0,003 | 0,003
H5 | 0,005 | 0,001 | 0,003 | 0,003 | 0,003
H6 | 0,006 | 0,003 | 0,004 | 0,004 | 0,004 0,001
H7 | 0,008 | 0,004 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,003 | 0,004
H8 | 0,006 | 0,004 | 0,006 | 0,006 | 0,006 0,003 | 0,004 0,003
H9 | 0,006 | 0,003 | 0,004 | 0,004 | 0,004 0,001 | 0,003 0,001 | 0,001
H10{ 0,008 | 0,004 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,003 | 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,001
H11| 0,006 | 0,006 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,005 | 0,006 @ 0,005 0,008 | 0,006 0,008

A partir da reconstrucéo filogenética, foi possivel observar que os haplétipos
obtidos para os espécimes bolivianos estdao contidos em um grupo monofilético
muito bem sustentado (bootstrap = 99) que inclui R. robustus Il, e que diverge
claramente das demais espécies estudadas. Aliado a esse resultado, os calculos de
distancia genética entre essas sequiéncias e roBR3m resultaram em valores de nivel
intraespecifico (R. robustus Il, distdncia média de 0,005), indicando que as
mitocdndrias dos espécimes provenientes da Bolivia sdo similares as de R. robustus
Il.

4.2.1.2 Grupo “stali/pictipes s.I.”

Foram obtidas sequiéncias de cit b de 16 espécimes do grupo “stali/pictipes
s.l.”, a partir das quais foram observados trés haplétipos diferentes (denominados
St1, St2 e St3). Estes foram contrastados com as seqiiéncias de Rhodnius do banco
de sequéncias do laboratério e com as depositadas no GenBank. Essas
comparacoes levaram a um resultado inesperado. Contrariando as expectativas (ja
que os trés adultos foram morfologicamente identificados como R. stali), os insetos
(adultos inclusive) rotulados como “stali/pictipes s.I.” apresentaram maior
semelhanca (e-value = zero) com uma seqliéncia de R. pictipes depositada no
GenBank (numero de acesso AF045713).

Para a reconstrucao filogenética (Figura 4.2), somente um representante de
cada haplétipo foi incluido. Foram ainda utilizadas seqliiéncias de R. brethesi, R.
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pictipes s.s., R. amazonicus e ainda de “prolixus/robustus s.I.” (haplétipo roBR3m,
como grupo externo), todas do banco de dados do laboratério, além da seqiiéncia de
R. pictipes depositada no GenBank, mencionada acima. O alinhamento dos trés
haplétipos e outra arvore contendo todas as sequéncias de cit b para o grupo em

questao podem ser observados nos apéndices 2.3 e 2.4, respectivamente.

A partir da reconstrucéo filogenética, foi possivel observar que os haplétipos
de “stali/pictipes s.I.” foram agrupados em um clado monofilético com o R. pictipes
do GenBank. Este grupo esta filogeneticamente mais relacionado a R. brethesi do
que ao R. pictipes s.s.

St1
R. pictipes AF045713
100 St2
100 st3
20 R. brethesi
R. pictipes
R. amazonicus
R. robustus I
IT|

Figura 4.2: arvore filogenética construida com base em sequéncias de cit b (neighbor-joining,
distancia-p 1000 replicagbes de bootstrap, sendo mostrados apenas os valores superiores a 80)
representando os 3 haplotipos de “stali/pictipes s.I.” encontrados (St1, St2 - adultos morfologicamente
identificados como R. stali e St3), além de R. brethesi, R. pictipes s.s., R. amazonicus e R. robustus II.

Em destaque (¢) a seqlUéncia rotulada como sendo de um espécime de R. pictipes, proveniente do
GenBank.

Os valores de distancia genética entre os trés haplétipos foram calculados,
assim como entre eles e a seqiéncia de R. pictipes depositada no GenBank, e a de
R. pictipes s.s. incluida na reconstrugdo filogenética. Esses valores sé&o
apresentados na tabela 4.4.
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Tabela 4.4: distancia genética (K2p) entre cada um dos haplétipos (St1 - St3) de “stalijpictipes s.I.”
encontrados, em comparagao com R. pictipes s.s. e com “R. pictipes” do GenBank .

St1 | St2 | St3 | R. pictipes

St1
St2 0,002
St3 0,005 | 0,003
R. pictipes 0,122| 0,12 | 0,124

"R. pictipes"” - GenBank | 0 0 |0,003 0,135

As seguintes observacoes

(1) identificacdo morfologica dos adultos de “stali/pictipes s..” como R. stali

(estes adultos apresentavam haplétipo St2);

(2) monofilia do clado incluindo os haplétipos St1, St2, St3 e “R. pictipes”
(GenBank);

(8) distancia genética K2p = 0 (zero) entre os adultos de R. stalie o “R.

pictipes” (GenBank);

(4) distancia genética K2p = 13,5% entre R. pictipes s.s. e 0 “R. pictipes”
(GenBank);

indicam nao s6 que os espécimes coletados na Bolivia sdo R. stali, mas também que
a sequiéncia rotulada como sendo de R. pictipes depositada no GenBank por Lyman
e colaboradores (1999) representa, na realidade, um hapl6tipo da espécie R. stali.

4.2.2 Reconstrugéo filogenética e divergéncia genética: ITS-2

Para clonagem do ITS-2 foram selecionados dois “stali/pictipes s.I.” (do Alto
Beni), cinco “prolixus/robustus s..” (de Santa Cruz — ELT25 e SRQ 06; do Chaparé —
CHA 06, 10 e 13), além de um R. pictipes s.s. do Para (para fins de comparacéo, ja
que nao havia sequéncias de ITS-2 de R. pictipes ou R. stali no banco de dados do
laboratério) e um R. robustus Il do Acre. Foram obtidos cinco clones de cada um dos
“stali/pictipes s.1.”, trés clones de R. pictipes s.s., 34 clones dos cinco espécimes de
“prolixus/robustus s.1.”, além de trés do R. robustus Il do Acre.
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4.2.2.1 Grupo “prolixus/robustus s.l.”

Foram feitas duas reconstrucdes filogenéticas, cada uma com base em um
dos alinhamentos (como explicado na metodologia; figuras 4.3 e 4.4), incluindo os
clones de “prolixus/robustus s.I.” da Bolivia, sequiéncias das quatro espécies de R.
robustus s.l., de R. prolixus e ainda de R. nasutus (como grupo externo), obtidas a

partir do banco de sequéncias do laboratorio.

Na arvore construida a partir do alinhamento original (Apéndice 2.5), foi
possivel observar a monofilia do clado contendo os clones provenientes dos
espécimes bolivianos e R. robustus 1l e lll, entretanto ndo h4d uma separagéo clara
entre os espécimes além da aparente anagénese demonstrada pelos ramos mais
longos dos dois ultimos (Figura 4.3). Analogamente ao resultado anterior, na arvore
construida a partir do alinhamento modificado pode-se observar a monofilia do clado
contendo as seqUéncias supracitadas, com a diferenca de que, nessa ha uma
separacao clara entre os espécimes provenientes da Bolivia e R. roubustus 1l e Il
(Figura 4.4).

O calculo das distancias genéticas, par-a-par entre as sequéncias utilizadas
para a primeira reconstrucao filogenética (ou seja, alinhamento original, com gaps)
foi feito utilizando o programa MEGA 4.0 escolhendo a opcao de delecao par-a-par,

para que o maior numero de informacdes pudesse ser recuperado na comparagao.

Para se ter como base valores de espécies sabidamente distintas (ja que
valores de relacionamentos intra e interespecificos ndo sdo conhecidos para este

marcador), foram calculadas as seguintes distancias genéticas:
e R. prolixus x R. robustus | - K2p = 0,007;
e R. robustus Il x R. robustus Il - K2p = 0,009;
e demais comparacodes entre R. prolixus e R. robustus I-1V - K2p>0,025.

Quando foram feitas as comparacdes entre os clones de “prolixus/robustus
s.1.” da Bolivia o menor valor encontrado foi de 0,012 e o maior de 0,020 em relacao
a R. robustus 1l e, na comparacdo com R. robustus lll 0,011 e 0,019,

respectivamente.
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ELT25B
ELT251
SRQ 06 B
ELT25E
ELT25G
ELT25D
— ELT 25 K
— SRQO06 H
ELT25F
ELT25C
ELT25H
ELT25J
— SRQ 06 J
CHA 06 L
CHA 06 F
——-CHA 6.4
——CHA 06 |

CHA 10N
~|CHA 06 E
CHA10L

CHA 06 O
CHA 06 B
CHA 06 C
CHA 06 A
CHA 06 J
— CHA 06 H
| Acc21H
s Acc 21K
| Acc 211
R. robustus Il
{R. robustus Il
CHA 10Q
| CHA 10R
CHA 13 A
CHA 13J
CHA 131

CHA 13 B
CHA 13 H

- CHA 06 G

R. robustus IV

 — R. prolixus
100 L—— R. robustus |

R. nasutus

0,005

Figura 4.3: &rvore filogenética construida com base em seqUéncias de ITS-2 (neighbor-joining,
distancia-p e 1000 replicacbes de bootstrap), a partir do alinhamento original (com lacunas),
mostrando o relacionamento filogenético entre os clones obtidos a partir dos espécimes de
“prolixus/robustus s.l” da Bolivia, R. robustus Il do Acre e as espécies de R. robustus s.l. e R.
prolixus. R. nasutus foi usado como grupo externo. As letras ou nimeros ao lado do codigo de cada
um dos individuos clonados indicam a col6nia de bactérias a partir das quais os clones foram obtidos.
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Figura 4.4: arvore filogenética construida com base em seqiiéncias de ITS-2 (neighbor-joining,
distancia-p e 1000 replicagdes de bootstrap), a partir do alinhamento modificado, mostrando o
relacionamento filogenético entre os clones obtidos a partir dos espécimes de “prolixus/robustus s.I.”
da Bolivia, R. robustus Il do Acre e as espécies de R. robustus s.I. e R. prolixus. R. nasutus foi usado
como grupo externo. As letras ou numeros ao lado do codigo de cada um dos individuos clonados

indicam a colénia de bactérias a partir das quais os clones foram obtidos.

46




4.2.2.2 Grupo “stali/pictipes s.I.”

As reconstrucdes filogenéticas foram feitas de acordo com o descrito na
metodologia. As figuras 4.5 e 4.6 retratam o relacionamento filogenético entre os
clones de “stali/pictipes s.l.” com R. pictipes e R. stali (nUmeros de acesso
AJ286889 e AJ286890), utilizando R. amazonicus como grupo externo, para duas

estratégias distintas de alinhamento de sequéncias.

Diferentemente do observado para “prolixus/robustus s.l”, ambas as
reconstrucdes filogenéticas feitas para “stali/pictipes s.l.” resultaram na mesma
topologia, na qual os espécimes provenientes da Bolivia formaram um clado
monofilético, juntamente com as seqliéncias utilizadas como referéncia para R. stali

provenientes do GenBank, separado de R. pictipes (Figuras 4.5 e 4.6).

Os célculos de distancia genética entre e dentro dos clados formados por R.
pictipes e por “stali/pictipes s.l.” foram feitos da mesma maneira que aqueles de
“prolixus/robustus s.l.”. Entre os clados, a distancia K2p média encontrada foi de
0,014, enquanto que entre as sequéncias de “stali/pictipes s.l.” esse valor foi de
0,003 e entre os clones de R. pictipes, 0,006. O alinhamento original dos clones

pode ser encontrado no apéndice 2.6.
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Figura 4.5: arvore filogenética construida com base em seqiiéncias de ITS-2 (neighbor-joining,
distancia-p e 1000 replicagcbes de bootstrap), a partir do alinhamento original (com lacunas)
mostrando o relacionamento entre os clones de “stali/pictipes s.I.” (individuos A e B), R. pictipes s.s. e
duas seqiiéncias de R. stalido GenBank (nUmeros de acesso AJ286889 e AJ286890). R amazonicus
foi usado como grupo externo.
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Figura 4.6: &rvore filogenética construida com base em seqUéncias de ITS-2 (neighbor-joining,
distancia-p e 1000 replicagbes de bootstrap), a partir do alinhamento modificado mostrando o
relacionamento entre os clones de “stali/pictipes s.l.” (individuos A e B), R. pictipes s.s. e duas
seqléncias de R. stali do GenBank (nimeros de acesso AJ286889 e AJ286890). R amazonicus foi
usado como grupo externo.
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4.3 Analises Populacionais
4.3.1 Anadalises de estruturacao populacional

Foram obtidas seqliéncias de cit b para 16 individuos de “stali/pictipes s.I.”,
um espécime de El Torno, um de Iniqua, dois do Chaparé e 12 de Caranavi. Como
apenas quatro desses individuos apresentam haplétipos diferentes (trés em
Caranavi - St1 e um no Chaparé - St3; figura 4.8), andlises de estruturacao
populacional foram feitas somente com “prolixus/robustus s.I.”.

Os resultados da SAMOVA revelaram que a melhor maneira de se agrupar os
seis sitios de coleta, de onde foram obtidos mais de um espécime de “robustus
s.l./prolixus” é em apenas uma populagdo, ja que apesar da porcentagem de
variancia entre as sequéncias chegar a 77,42 (para dois grupos distintos, separando
a populagéo do Chaparé e as localidades de Santa Cruz), nenhum dos valores de
¢ct obtidos foi significativo (p> 0,05). Sendo assim, ndo foi possivel fazer as analises

de variancia molecular, pois para isto € necessario que haja mais de uma populagao.

Entretanto, foi possivel calcular o Fst par-a-par entre as seis localidades
consideradas para asanalises de SAMOVA. Os resultados ilustrados na tabela 4.5
mostram que, apesar de os valores de ¢crobtidos ndo serem significativos, algumas
das localidades apresentam valores de Fst significativos, indicando o baixo fluxo
génico entre elas. Os valores significativos vao desde 0,13 entre El Torno e
Guarayos (valor baixo provavelmente devido a maioria dos individuos das duas
populacées possuirem o mesmo haplétipo) até 0,80, entre El Torno de Chaparé,
duas localidades que apresentam todos os individuos com hapl6tipos diferentes).

Tabela 4.5: valores obtidos de Fsr par-a-par nas comparagbes entre as sequéncias provenientes de
cada uma das localidades incluidas na andlise populacional. *p<0,00001

MONTERO |SAN RAMON |CONCEPCION |GUARAYOS |EL TORNO |CHAPARE

MONTERO 0

SAN RAMON 0 0

CONCEPCION | 0,49117 0,21569 0

GUARAYOS 0,1028 0,00574 0,50007 0

EL TORNO -0,00918 -0,08269 0,68412* 0,13126* 0

CHAPARE 0,81548* 0,75305* 0,51542* 0,63529* 0,80891* 0
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4.3.2 Polimorfismo molecular

Com o objetivo de se conhecer a variabilidade genética de cada uma das
populacdes, foram calculados os valores de variabilidade nucleotidica (w) e
haplotipica (Hd). Para esta analise foram consideradas duas grandes populacées de
“prolixus/robustus s.l.”, respeitando os resultados de Fst: Santa Cruz (Montero, San
Ramon, Concepcion, El Torno e Guarayos) e Chaparé. Para “stali/pictipes s.l.”, os
valores obtidos séo referentes as localidades de Caranavi (12 individuos) e Chaparé
(2 individuos). As outras localidades ndo foram consideradas para esta andlise, pois
cada uma foi representada por apenas por um individuo. A distribuicdo de cada
haplétipo por populagéo pode ser observada nas figuras 4.7 (“prolixus/robustus s.1.”)

e 4.8 (“stali/pictipes s.1.”).

Amostras do Chaparé, tanto de “prolixus/robustus s.l.” quanto de “stali/pictipes
s.l.”, apresentaram maiores niveis de diversidades (haplotipica e nucleotidica;
tabelas 4.6 e 4.7).

Tabela 4.6: valores de diversidades haplotipicas (Hd) e nucleotidica (w) para as duas populacdes de
“prolixus/robustus s.1.”.

“prolixus/robustus s..” | Hd T
Santa Cruz 0,30625 | 0,00055
Chapare 0,50549 | 0,00112

Tabela 4.7: valores de diversidades haplotipicas (Hd) e nucleotidica (r) para “stali/pictipes s.l.” de
Caranavi e Chaparé.

“stali/pictipes s.l.” Hd T
Caranavi 0,40909 | 0,00067
Chapare 1 0,00326
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Figura 4.7: distribuigéo por populagdo dos 11 haplétipos de “prolixus/robustus s.I.” obtidos.
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Figura 4.8: distribui¢ao por localidade dos 3 haplétipos de “stali/pictipes s.I.”.

4.3.3 Genealogia molecular

Como s6 foram obtidos trés haplotipos de “stali/pictipes s.l.”, uma rede

genealdgica ndo seria informativa e portanto essa analise nao foi feita para este

grupo.

As redes de “prolixus/robustus s..” foram construidas utilizando os 11
haplétipos encontrados e mais um proveniente de Rio Branco (Acre, haplétipo 12),
além de sete outros haplétipos de R.robustus 1l (haplétipo roBR1i, nimero de acesso
EF011709; haplétipo roBR1j, numero de acesso EF011710; haplétipo roBR1h,
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namero de acesso EF011711; haplétipo roBR3m, numero de acesso EF011714;
roBR3I, nimero de acesso EF011713; roBR2k, nimero de acesso EF011720; roEC,
namero de acesso AF421341).

Apesar dos programas Network e TCS utilizarem modelos distintos para a
construgdo das genealogias foi possivel observar, nas duas redes produzidas, o
mesmo relacionamento entre os haplétipos bolivianos. A diferenca entre as redes
esta no relacionamento entre os haplétipos amazdnicos e o haplétipo 12 (figuras 4.9
e 4.10).

@ HapLOTIPO 1
’ HAPLOTIPO 2

°-®

O HAPLOTIPO 3

. HAPLOTIPO 4

|:| HAPLOTIPO 5
’ HAPLOTIPO 6
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’ HAPLOTIPO 8
HAPLOTIPO 9
‘ HAPLOTIPO 10
O HAPLOTIPO 11
. HAPLOTIPO 12

roBR3I

Figura 4.9: rede genealégica gerada a partir dos onze haplétipos de “prolixus/robustus s.l.”
encontrados na Bolivia, além de um haplétipo do Acre (haplétipo 12) e sete haplétipos de R. robustus
Il, gerada pelo programa TCS 1.21 (Clement et al. 2000), utilizando o método de parcimbnia. Nesse
caso, o quadrado indica o haplétipo ancestral hipotético. Cada um dos circulos grandes indica um
haplotipo amostrado e cada um dos nds (circulos pequenos) indica um haplétipo ndo amostrado ou
extinto.
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As genealogias obtidas para “prolixus/robustus s.l.” foram usadas para criar
hip6teses de dispersao. A partir de cada uma das redes foi criada uma hipbtese
(figuras 4.11 e 4.12), em que ambas indicaram uma origem boliviana (populacéo de
Santa Cruz) para R. robustus .

4.3.4 Testes de neutralidade e expansao populacional

O resultado do teste de Tajima para “prolixus/robustus s.I.” foi D = -1,52952.
Este valor de D ndo permitiu a rejeicdo de Ho com 95% de confianga, com base no
tamanho amostral utilizado (81 sequéncias). Para “stali/pictipes s.l.” o resultado do
teste foi D = -1,05524 que também nao permitiu a rejeicdo de Hy com 95% de

confianca (para 16 seqUéncias).

As duas hipéteses de dispersdo para “prolixus/robustus s.l.” foram criadas a
partir das redes genealdgicas, que indicavam como haplétipo ancestral hipotético
uma sequéncia proveniente de Santa Cruz. Essa foi entdo considerada como
ancestral das demais populacées analisadas. Para determinar se a populacdo de
Santa Cruz teria sofrido expansao recente e subita, foi feito o teste de Fu, utilizando
apenas os espécimes de “prolixus/robustus s.I.” provenientes desse departamento.

O resultado para o teste de Fu foi Fs = -3,93180; p = 0,029. Sendo assim, a
Ho ndo pdde ser rejeitada, com 95% de confianga, indicando que a populagéo
ancestral ndo deve ter sofrido expansao recente (para rejeitar a Hy com significancia
de 5%, o valor de p deve ser menor que 0,02).
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Figura 4.10: rede genealdgica de median-joining gerada pelo programa Network 4.5 para os onze
haplétipos de “prolixus/robustus s.l.”, um haplétipo do Acre (haplétipo 12) e sete haplétipos de R.
robustus Il (Monteiro et al. 2003). Nesse caso, o tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de
individuos que compartilham aquele haplétipo (valido somente para os espécimes bolivianos e do
Acre — haplétipo 12). Os nds representam hapl6tipos intermediarios e os numeros ao lado de cada

ramo representam o numero de substituicdes entre um né e outro.
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Figura 4.11: hipétese de dispersao criada a partir da rede gerada pelo programa TCS 1.21 (Clement
et al. 2000), utilizando o método de parciménia. Os circulos coloridos indicam as populacées e os
circulos pequenos em marrom indicam haplétipos ndo amostrados ou extintos. O tamanho das setas
€ proporcional a distancia geografica entre as populagbes. Alguns nés que aparecem na rede
genealdgica foram omitidos para a simplificagdo do desenho. A omissdo desses nds ndo modifica a

hipétese final. As linhas pontilhadas indicam vias alternativas (ou homoplasias) para o aparecimento
daquele haplétipo.
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Figura 4.12: hip6tese de dispersdo criada a partir da rede gerada pelo programa Network 4.5,
utilizando o modelo de median-joining. Os circulos coloridos indicam as populagdes e os circulos
pequenos em vermelho indicam haplétipos ndo amostrados ou extintos. O tamanho das setas é
proporcional a distancia geografica entre as populagdes. Alguns ndés que aparecem na rede
genealdgica foram omitidos para a simplificagdo do desenho. A omissdo desses nds ndo modifica a
hipétese final. As linhas pontilhadas indicam vias alternativas (ou homoplasias) para o aparecimento
daquele haplétipo.
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4.4 Infeccao natural

Como mencionado na metodologia, apenas espécimes com resultado positivo
para o fragmento mitocondrial cit b foram submetidos ao PCR diagnéstico (a
amplificacdo do referido fragmento indica sucesso na extracdo do DNA, assim como
auséncia de inibidores da reacao). Foi feito, entdo, o PCR diagnostico para 69
espécimes, sendo 55 “prolixus/robustus s.l.” e 14 “stali/pictipes s..”. Na tabela 4.8
estdo os resultados obtidos por localidade.

Tabela 4.8: taxas de infecgdo natural por T. cruzi obtidas a partir dos espécimes coletados. Nao foi
possivel analisar as amostras de “stali/pictipes s.I.” provenientes do Chaparé.

investigados | positivos | % positivos

GUARAYOS 12 5 41,67
MONTERO 12 9 75
SAN RAMON 5 5 100
CHAPARE 9 0 0

EL TORNO 14 9 64,29
CONCEPCION 3 0 0
EL TORNO 1 1 100
INIQUA 1 0 -
CARANAVI 12 1 8,33

No departamento de Cochabamba foram coletados, em ambiente silvestre,
tanto “prolixus/robustus s.l.” quanto “stali/pictipes s.l.”. Desses insetos, nenhum dos
investigados estava infectado.

Ja no departamento de Santa Cruz, foram observadas altas taxas de infec¢ao
natural (>40%) nos “prolixus/robustus s.l.” coletados no peridomicilio e nenhum dos
insetos desse grupo, coletados em ambiente silvestre (Concepcidén) estava
infectado. O Unico espécime de “stali/pictipes s.I.” coletado nesse departamento, em

ambiente peridomiciliar, estava infectado.

Ja na regidao do Alto Beni (Caranavi e Iniqua), onde somente “stali/pictipes
s.1.” foram coletados, apenas um dos 12 espécimes estava infectado.
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5 DISCUSSAO
5.1 Taxonomia e Filogenia

A dificuldade em se diferenciar morfologicamente espécies do género
Rhodnius foi apontada primeiramente por Neiva & Pinto (1923), através da

observacéao de que

“O género Rhodnius ¢é muito bem
caracterizado, o mesmo nao acontecendo com as espécies que

0 constituem”.

Posteriormente, Lent (1948) elaborou o tema ao afirmar que

“Nao existe género, entre os Triatominae, que
tao bem e facilmente se caracterize quanto o que Stal, em 1859,
descreveu sob o nome de Rhodnius. Embora contenha um
numero reduzido de espécies, sete, segundo nosso critério, e
seja bem definido como género, ndo é muito facil a um
entomologista, pouco habituado com o grupo, identificar os
caracteres especificos diferenciais capazes de estabelecer uma
diagnose perfeita das espécies”.

A fim de contribuir para a analise e resolucao de problemas dessa natureza
(semelhanca morfolégica entre espécies bioldgicas diferentes), pesquisadores
passaram a empregar técnicas capazes de revelar informagdes sobre outros tipos de

marcadores: os moleculares.
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5.1.1 A utilizagdo de marcadores moleculares na sistematica o

O primeiro trabalho utilizando técnicas moleculares com o objetivo de
diferenciar espécies do género Rhodnius foi o de Harry e colaboradores’ (1992).
Neste estudo, os autores procuraram definir se R. robustus era uma espécie valida e
diferente de R. prolixus. Perfis isoenzimaticos iguais entre as duas espécies levaram
a conclusao de que R. robustus nao era uma espécie valida. Uma busca na base de
dados do PUBMED (www.pubmed.com) permite observar que, na década de 90,
essa era a principal técnica aplicada a estudos de sistematica molecular do género
Rhodnius, e segue sendo usada até os dias de hoje (total de oito publicacdes).

Posteriormente, foram feitas algumas tentativas de emprego de outras
técnicas moleculares, baseadas em PCR, com o principal objetivo de diferenciar
espécies do género Rhodnius. E possivel perceber que algumas dessas técnicas,
provavelmente em consequiéncia de suas limitacées, nao foram utilizadas em larga
escala. O SSCP, por exemplo, foi utilizado em apenas um trabalho (Stothard et al.
1998), o RAPD em dois (Garcia et al. 1998, Jaramillo et al. 2001) e o RFLP em trés
(Tartarotti e Ceron 2005; Naegele et al. 2006; Lépez et al. 2007). Por outro lado,
nota-se claramente a tendéncia no aumento de estudos utilizando sequlienciamento
de DNA em Triatominae. Existem sete trabalhos somente com Rhodnius, nos ultimos
10 anos (quase o dobro de trabalhos/ano que o observado para isoenzimas). Além
disso, 0s microssatélites também mostram potencial para se firmarem como
marcadores para estudos populacionais (e sucessores das isoenzimas) em

Rhodnius, com dois trabalhos descrevendo diferentes loci, somente em 2008.

Regides gendbmicas sujeitas a grande rigor funcional (functional constraint)
como, por exemplo, genes constitutivos, sdo muito conservadas e, portanto, ideais
para analises de niveis taxondmicos mais elevados (ordens, classes ou filos). Por
outro lado, para analises de grupos mais recentes, regides que evoluem mais
rapidamente como introns, pseudogenes, espacadores intergénicos ou DNAs extra
nucleares, sao mais apropriadas. Sendo assim, com a escolha correta do marcador,

0 sequienciamento génico € aplicavel ao estudo de quaisquer niveis taxonémicos.

' Na realidade as primeiras referéncias em que se empregaram isoenzimas em Rhodnius datam de
1988 (Dujardin 1988 e Dujardin et al. 1988) e por serem comunica¢gées em congresso nao foram
incluidas no texto. Estes mesmos dados sdo mencionados posteriormente em uma nota publicada por
Dujardin e colaboradores em 1991.
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Nessa dissertacdo, a identificacdo do status taxondmico dos espécimes foi
feita através do uso de um fragmento do gene cit b mitocondrial, de forma analoga a
empregada na estratégia conhecida como Cédigo de Barras de DNA (Hebert et al.
2003). Esta estratégia analitica apresenta uma série de limitagcdes (discutidas
abaixo) sendo o emprego de um Unico marcador mitocondrial uma das mais
importantes. Com o intuito de contornar essa limitagdo, foi utilizado também o

espacador ribossomal nuclear ITS-2.

5.2 Cddigo de Barras de DNA

A proposta de utilizagdo de um sistema de Codigo de Barras de DNA foi feita
por Hebert e colaboradores (2003) visando contribuir para a resolucao do problema
que ficou conhecido como “impedimento taxonémico”. Segundo este “impedimento”
as espécies estariam se extinguindo mais rapidamente do que a capacidade dos
taxonomistas em descrevé-las. Esta nova metodologia agilizaria a identificacéo
taxonémica e consequente descricdo de novas entidades biolégicas através do uso
de um fragmento do gene mitocondrial citocromo oxidase | (COIl). A metodologia
utilizada consiste na construcao de arvores filogenéticas utilizando o algoritmo de
neighbor-joining, com base em uma matriz de distancias Kimura 2-parametros,

calculada para sequéncias de 648 pb do gene COI.

Uma das principais limitagdes dessa metodologia consistia na determinagao
dos valores de distancia genética limite entre as variabilidades intra e interespecifica.
Hebert e colaboradores (2003) indicaram que divergéncias interespecificas minimas
ficariam sempre entre 2 e 3%. Posteriormente, foi sugerido que valores minimos de
distancia interespecifica seriam 10 vezes o valor da divergéncia intraespecifica

média para o grupo estudado (Hebert et al. 2004).

Valores minimos de divergéncia interespecifica ndo podem ser considerados
de aplicabilidade universal (Frezal e Leblois, 2008), uma vez que diferentes grupos
de organismos possuem caracteristicas biolégicas (e.g. tempos de geracéo,
mecanismos de isolamento reprodutivo) e populacionais (e.g. tamanhos efetivos de

populacao) diferentes, que levam a trajetorias evolutivas singulares.

A acuracia da identificacao taxondmica obtida através da estratégia proposta
pelo Codigo de Barras de DNA depende principalmente da existéncia de uma lacuna
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entre o valor maximo de divergéncia intraespecifica e o minimo de divergéncia
interespecifica. Os proponentes desta metodologia passaram a se referir a esta
lacuna como “barcoding gap” (figura 5.1). Quando ha uma sobreposicao de valores
de distancias intra e interespecificas, 0 marcador ndao é apropriado para separacao
do grupo (Meyer e Paulay 2005).

B intraespecifica [0 interespecifica
# barcoding
"gap"

-
A.

sobreposigao
#
B. distancia genética

Figura 5.1: representagdo esquematica dos valores de distancia intra e interespecificas formando o
barcoding gap (A) e se sobrepondo (B). Fonte: adaptado de Meyer e Paulay (2005).

A comparacao entre sequéncias de cit b de trés espécies do complexo T.
brasiliensis s.l. levou a observacdo de uma divergéncia média maior que 7,5%,
enquanto que os valores intraespecificos ndo superaram 1,5% (Monteiro et al. 2004).
Pfeiler e colaboradores (2006) propuseram a elevacao do status taxondmico de T.
rubida cochimiensis ao nivel especifico, por conta da obtencdo de distancias
genéticas da mesma magnitude (acima de 8,0% em comparacdes com as outras
subespécies), das reportadas por Monteiro e colaboradores (2004). Valores de
distancia genética intermediarios entre os limites maximo e minimo considerados
intra e interespecificos, respectivamente, os levou a manutencdo do status

subespecifico para as demais subespécies de T. rubida.

Com relacdo ao género Rhodnius, a menor distancia interespecifica
conhecida para espécies morfologicamente diferentes, para 0 mesmo marcador, €

de 4,0%, obtida na comparacao entre R. brethesi e R. stali (Pavan 2009). Entretanto,
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este valor pode ser ainda menor se forem consideradas também as espécies
cripticas de Rhodnius. No complexo R. robustus s.l., a divergéncia interespecifica
minima encontrada é de 2,3% (entre R. robustus Ill e 1V). J& nas comparacdes
intraespecificas, as estimativas de distancias normalmente nao ultrapassam 1%.
(Monteiro et al. 2003; Fitzpatrick et al. 2008; Pavan 2009).

Os exemplos mencionados acima, em que a comparacado das divergéncias
genéticas entre as seqliéncias de cit b possibilita a separacéo de espécies proximas
(e morfologicamente semelhantes), pela formacao do barcoding gap, comprovam a
eficiéncia dessa regido mitocondrial e sua aplicabilidade como um marcador

alternativo na utilizacdo do Cédigo de Barras de DNA.

Devido ao fato de DNAs citoplasmaticos serem mais sujeitos a introgressao
que o DNA nuclear (Zhang e Sota 2007), a utilizacdo somente de um marcador
mitocondrial na identificacdo taxonémica de uma populacdo poderia mascarar a
presenca de hibridos naturais. Uma alternativa para contornar esse problema seria o

acréscimo de um ou mais marcadores nucleares nas analises.

Segundo metodologia do cédigo de barras de DNA, construiram-se arvores
de neighbor-joining (distancia K2p) para o marcador mitocondrial e o nuclear e
identificaram-se os espécimes de Rhodnius com base no conceito filogenético de
espécie.

5.2.1 Quais espécies de Rhodnius ocorrem na Bolivia? Inferéncias com base no
fragmento de citb

A busca por sequéncias semelhantes aos haplotipos obtidos de
“prolixus/robustus s.l.” mostrou que a sequéncia mais parecida € um haplétipo
pertencente a R. robustus 1l. A reconstrucao filogenética, incluindo essa seqiéncia,
os onze haplétipos obtidos e mais representantes das outras espécies de R.
robustus s.l. e R. prolixus resultou em uma arvore, cujo clado contendo os
espécimes bolivianos e R. robustus Il € monofilético (como o descrito no conceito
filogenético de espécie). Adicionalmente, quando comparados 0s espécimes
coletados com R. robustus Il foram observados valores condizentes com os de
relacionamento intraespecifico (distdncia média 0,005; maior distancia 0,008). A
partir desses resultados foi possivel concluir (com base nesse marcador) que 0s
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espécimes encontrados, primeiramente identificados como “prolixus/robustus s.I.”,

sao R. robustus Il.

A identificacdo molecular dos espécimes primeiramente classificados como
“stali/pictipes s.l.” foi feita com base nas seqiéncias obtidas a partir dos adultos
coletados. Estes foram morfologicamente identificados como R. stali e, como néo
existem outras seqliiéncias de cit b dessa espécie no banco de dados do laboratério

e no GenBank serviram como referéncia para a identificacdo molecular das ninfas.

A partir da reconstrugéo filogenética, feita com os haploétipos de “stali/pictipes
s.1.” obtidos, e de espécies proximamente relacionadas (R. brethesi, R. pictipes s.s. e
R. amazonicus) foi possivel observar a monofilia do clado contendo os espécimes
bolivianos. Nesse caso, os valores de distancia genética entre os haplétipos
coletados nao ultrapassaram 0,005 (distancia média 0,003). A questao curiosa foi a
inclusao de uma sequéncia de R. pictipes (do GenBank) nesse mesmo clado. Pelos
motivos ja mencionados (ver secao 4.2.1.2), foi possivel concluir que esta era uma

sequéncia de R. stali, assim como os espécimes coletados na Bolivia.

522

5.2.3 Quais espécies de Rhodnius ocorrem na Bolivia? Inferéncias com base no
espacador nuclear ITS-2

Embora a unica filogenia de Rhodniini disponivel na literatura que tenha sido
construida utilizando-se seqiiéncias de ITS-2 inclua apenas duas espécies de
Rhodnius (Marcilla et al. 2001), resultados obtidos no Laboratério de Doencas
Parasitarias mostram que essa regiao separa eficientemente espécies proximamente
relacionadas pertencentes a este género (Lazoski e Monteiro, dados nao
publicados). Entretanto, essa separacao clara entre as espécies s6 é observada
quando sao consideradas todas as diferencas entre as sequiéncias, principalmente
os indels. Neste caso, esses eventos sO sdo considerados pelo programa quando
(alternativamente) sado considerados como substituicbes, como descrito na
metodologia.
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Com o objetivo de complementar as analises feitas com base na proposta do
Cédigo de Barras de DNA e contornar uma das maiores limitacdes dessa proposta, o

ITS-2 foi incluido neste estudo como marcador nuclear.

Os resultados de cit b ndo deixam duvidas de que os haplo6tipos das amostras
de “prolixus/robustus s.l.” estudadas exibam niveis intraespecificos de divergéncia
genética, além de relacionamento monofilético com R. robustus Il. No entanto, ao
comparar as arvores filogenéticas obtidas a partir do marcador mitocondrial com

aquelas feitas para sequiéncias de ITS-2, foi observada uma incongruéncia.

O resultado obtido com base nas seqiiéncias de ITS-2 permite a separacao
de todas as cinco espécies (R. prolixus + R. robustus s.l.), como ja observado por
Lazoski e Monteiro (dados nao publicados). Contudo, quando os clones dos
espécimes bolivianos sao incluidos na analise & possivel observar que estes
aparecem como um grupo irmao de R. robustus Il e lll (quando sdo consideradas
todas as diferencas, figura 4.3) contrariando, portanto, a topologia obtida com o
marcador cit b. Sendo assim, a explicacdo mais plausivel para essa incongruéncia

seria a de introgressao, como descrito nos paragrafos a seguir.

Considerando-se apenas o relacionamento filogenético obtido com base nas
sequéncias de ITS-2, é possivel perceber que os espécimes bolivianos pertencem a
uma linhagem distinta das outras incluidas na andlise. Além disso, o calculo das
distancias genéticas entre os espécimes da Bolivia e R. robustus 1l e lll revelou
valores sempre maiores do que as comparacdes entre R. prolixus e R. robustus | e
entre R. robustus Il e lll. Estes resultados reforcam a hipotese de que os espécimes
bolivianos pertencem a uma linhagem distinta. Frente a essas evidéncias, deste
ponto em diante este novo grupo recebera no texto a denominacgéao de “R. robustus

boliviano”.

A interpretacao conjunta dos resultados para ambos os marcadores possibilita
se conjecturar sobre a ocorréncia de introgressdao de DNA mitocondrial de R.
robustus |l para R. robustus boliviano. Observando a arvore filogenética feita com
base em sequéncias de cit b (Figura 5.2), percebe-se uma tendéncia de separacao
dos haplé6tipos da Bolivia (e do Acre, assim como para ITS-2) com relacdo aos
outros haplotipos de R. robustus Il (embora formando um clado “raso” conseqiiente
do baixo numero de mutacdes exclusivas nos haplétipos). Isto € uma indicacao de
que o evento de introgressao teria ocorrido em um passado (geoldgico) recente.
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A hipétese proposta para explicar este achado é a de que, em ambientes de
floresta Umida da Bolivia exista uma espécie de Rhodnius proximamente relacionada
as espécies R. robustus 1l e lll, denominada (aqui) R. robustus boliviano. R. robustus
Il e R. robustus boliviano provavelmente apresentavam inicialmente areas de
distribuicao disjuntas (alopatricas). Admitindo-se que o tempo de isolamento nao foi
suficiente para que barreiras pré ou pés zigoticas efetivas tenham se formado entre
as duas espécies, uma possivel expansado de suas areas de distribuicdo pode ter
ocasionado 0 encontro (simpatria) e a geracao de uma zona hibrida. A ocorréncia
simpatrica de espécies proximas pode resultar no fendmeno biolégico conhecido
como reforgo (reinforcement, Fisher 1958 ap. Ortiz-Barrientos et al. 2004), que
acentua a discriminacao sexual de individuos de uma espécie com relacdo aos da

outra, em consequéncia da baixa adaptabilidade (fitness) dos hibridos produzidos.

Os hibridos apresentariam diferentes combinacdées de genes nucleares que
seriam levemente deletérias (0 que explicaria o reforco) e fémeas hibridas (com
mitocéndrias de R. robustus Il) comecariam a acasalar apenas com R. robustus
boliviano, aumentando a freqliéncia de mitocondrias introgredidas na populagao e,
paralelamente, o isolamento reprodutivo. O genoma mitocondrial &€ composto
basicamente por genes constitutivos (housekeeping genes) e, aparentemente, nao
contem genes que diminuam a aptiddo reprodutiva do hibrido ou acasalamento
preferencial (assortative mating; Coyne e Orr 2004 ap. Bachtrog et al. 2006).
Takahata e Slatkin (1984) estudando cruzamentos entre Drosophila pseudoobscura
e D. persimilis puderam concluir que poucos migrantes sao suficientes para
estabelecer o novo gendtipo mitocondrial (neutro), a menos que os hibridos sejam
invidveis ou quase inviaveis. Por selecao positiva, deriva genética ou fatores
citoplasmaticos desconhecidos (Bachtrog et al. 2006), a mitocondria de R. robustus
Il teria sido mantida em R. robustus boliviano. Exemplos de introgressao foram
observados em espécies de Drosophila proximamente relacionadas primeiramente
por Powell (1983), que ressaltou a divergéncia entre mitocondrias de populacdes
alopatricas de D. pseudoobscura e D. persimilis. Esta divergéncia ndo foi observada
em populagdes simpatricas das duas espécies. Mais recentemente, Bachtrog e
colaboradores (2006) estudaram populagdes de D. santomea, D. yakuba e D.
teissieri que nitidamente apresentam marcadores divergentes nos cromossomos

sexuais, 0 que nao ocorre com os marcadores mitocondriais (COIll e ND5).
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Fitzpatrick e colaboradores (2008) descreveram uma situacdo semelhante em
Portuguesa, Venezuela (embora apenas localmente e em poucos individuos), em
uma regiao de simpatria entre R. prolixus e R. robustus IV. Algumas ninfas
capturadas dentro de habitacbes humanas apresentaram sequiéncias mitocondriais
de R. robustus IV, o que foi inesperado, jA que R. robustus IV nao coloniza
domicilios. Seu sequenciamento para um marcador nuclear (regido D2 do 28S
rDNA), produziu sequéncias de R. prolixus. Esses insetos foram identificados como
possiveis hibridos naturais.

O primeiro passo para a investigagdo mais aprofundada dos resultados
obtidos € a obtencdo de mais sequéncias de ITS-2 dos individuos coletados na
Bolivia, preferencialmente daqueles provenientes das diferentes localidades. Se a
hipétese de introgressao for confirmada a partir das novas sequéncias de ITS-2, uma
investigacdo mais minuciosa, incluindo regiées genémicas ligadas a especiagao (e.g.
genes ligados a forma da genitdlia ou ao comportamento de cépula; Wu e Ting
2004) devera ser feita. A comparacgao entre marcadores mitocondriais e nucleares, a
partir dos quais foram geradas filogenias incongruentes, poderia esclarecer se houve
eventos de introgressao ou de retencdo de polimorfismo ancestral, uma vez que o
tempo de coalescéncia de sequUéncias introgredidas € posterior ao evento de
separacdo das espécies, e é retratado por relacionamentos superficiais entre os
clados (Holder et al. 2001).
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Figura 5.2: arvore filogenética (neighbor-joining, distancia-p e 500 replicacbes de bootstrap —
somente sdo mostrados os valores acima de 70) incluindo R. robustus |, Il (roBR3m, roBr3l, roBR1h,
roBR1i, roBR1l, roEC, roBR2k, AcreC201 e AcreC202), Ill e IV, R. prolixus e R. nasutus (grupo
externo), além das seqliéncias de todos os espécimes bolivianos (Bolivia).

Diferentemente do observado para R. robustus boliviano, no caso de R. stali
houve concordancia nas topologias das arvores construidas com base nos dois
marcadores. Na arvore de cit b, todos os individuos de R. stali da Bolivia foram
agrupados em um clado monofilético, juntamente com os adultos morfologicamente
identificados como pertencentes a essa espécie. Nas duas arvores de ITS-2, como
nao foi possivel obter clones desses adultos, foram utilizadas como referéncia
sequéncias de R. stalido GenBank, que igualmente formaram grupos monofiléticos
com os espécimes da Bolivia. Portanto, ndo ha duvidas em afirmar que a espécie
coletada é R. stali, tanto com base na morfologia quanto na taxonomia molecular.

Apesar de ser possivel estimar a divergéncia genética entre diferentes

seqUéncias de ITS-2, a estimativa do tempo de divergéncia, com base nesse
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marcador, ndo pode ser feita de maneira confiavel, pois nesta regiao ndo ha um
acumulo de mutagdes neutras a uma taxa constante. Isso ocorre devido aos eventos
de homogeneizacao, decorrentes do processo de evolucdo em concerto. Como 0s
eventos que levam a homogeneizagdao nao sao totalmente conhecidos (Liao 1999),
ndao ha como calibrar a taxa de erro na replicacdo do DNA. Sendo assim, um
resultado encontrado de tempo de divergéncia poderia ser subestimado, no caso
das sequéncias ja terem sido homogeneizadas, ou até superestimado, quando ha

varias copias distintas dentro de cada individuo.

Com base nos resultados obtidos nessa dissertacao, & possivel observar que o
ITS-2 ndo € um marcador filogenético muito pratico para estudos sobre o género
Rhodnius, pois demanda a inclusdo de mais de um clone de cada individuo para a
observacdo de uma reconstrucao filogenética mais acurada. Além disso, o fato de
essa regido sofrer evolucdo em concerto impede sua utilizacdo em estudos
populacionais (pois levam a estimativas de frequéncias génicas ndo confiaveis que,
consequentemente, impossibilitam inferéncias sobre estruturagdo génica) ou
biogeograficos (por ndo permitir a estimativa de tempos de divergéncia), o que
acaba por restringir o aproveitamento de dados obtidos.

5.2.4 As espécies de Rhodnius da Bolivia

Apesar de Galvao e colaboradores (2003) e Abad-Franch e Monteiro (2007)
indicarem, respectivamente, a possivel presenca de R. prolixus e R. pictipes na
Bolivia, nenhum exemplar pertencente a essas espécies foi encontrado. De acordo
com Pavan e Monteiro (2007), R. prolixus estaria restrito ao norte da América do Sul
e a América Central, enquanto R. robustus |l poderia ser encontrado ao sul da
floresta amazobnica (até o estado de Rond6nia, Brasil). Os resultados aqui permitem
especular acerca da existéncia de uma nova espécie de R. robustus s.I., que ocorre

na Bolivia.

R. stali foi capturado em regides onde ja havia sido registrado anteriormente
(Chaparé, Lent et al. 1993; Alto Beni, Matias et al. 2003; Santa Cruz, Cortez 2007),
nao tendo havido portanto nenhuma novidade com respeito a sua area de
distribui¢éo.
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Diante dos resultados apresentados, é possivel concluir que relatos da
presenca de R. prolixus nas areas estudadas da Bolivia devem ser decorrentes de
identificacdo morfolégica errbnea de espécimes de R. robustus boliviano. De acordo
com algumas referéncias mais recentes, foi feita uma tabela (5.1) contendo todas as

espécies de triatomineos que ocorrem nesse pais.

Tabela 5.1: espécies de triatomineos que ocorrem na Bolivia, com base na litertura e nesta
dissertacdo (? - se refere a presenga nao confirmada da espécie).

Abad-Franch

Matias Galvdo etal.| Cortez | Martinez . Patterson | Pavan | Justi
2001 2003 2007 007 | e Monteiro | o) 2008 | 2000 | 2009
2007

Belminus peruvianus ?

Cavernicola pilosa ?

Eratyrus mucronatus X X X

Microtriatoma trinidadensis X X X

Panstrongylus diasi X X

P. geniculatus kA kA b X

P. quentheri X X ¥

P. lignarius H

P. megistus ks ks i

P. rufotuberculatus X X X X

Psammaolestes corecdes X X H

P. tertius ?

Rhodnius pictipes s.1. X ? b

R. robustus 11 b b bt ?

R. stali X X X X

R. prolixus ks

Triatoma boliviana X X

T. garciabesi ?

. guasayana X X

T. infestans b b

T. sordida X X

T. venosa ?

T. delpontei ks ks

*

de acordo com as espécies gue ocorrern nas ecorregides da Bolivia.

5.3 Analises populacionais
5.3.1 Estruturagao populacional

Os resultados da SAMOVA indicam que os espécimes de R. robustus
boliviano pertenceriam a uma grande populagdo. Entretanto, os resultados de Fsr
par-a-par revelam que a sub-populacdo do Chaparé parece estar estruturada com
relacdo as demais, assim como El Torno em relacdo a Concepcién e Guarayos
(embora 25 individuos de El Torno e 11 de Guarayos partilhem o mesmo haplétipo).
Tal incongruéncia entre os resultados de Fst e SAMOVA deve ser consequiéncia do
tamanho amostral reduzido em algumas das localidades estudadas.
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A estruturacdo encontrada entre as sub-populacées do Chaparé e de Santa
Cruz poderia ser fruto (a principio) de dois fatores combinados: a altitude em que se
encontra a populagédo de Santa Cruz (275 a 525 metros acima do nivel do mar) e o
isolamento da populacdo do Chaparé entre os rios Mamoré e Chaparé. Contudo,
para se testar essa hipbétese, uma amostragem ao longo dos rios em ambas as
margens deveria ser conduzida. Da mesma maneira, para testar se a altitude
funcionaria como barreira ao fluxo génico das populacdes, uma amostragem em

transecto desde as regides mais baixas até as mais elevadas deveria ser feita.

Apesar da interpretacdo conjunta dos resultados de cit b e ITS-2 ter levado a
uma discussao interessante sobre as populagcées de Santa Cruz e do Chaparé, o
objetivo principal de se estudar estruturacdo populacional em vetores seria o
reconhecimento do fluxo génico (ou nao) entre populacbes domiciliares,
peridomiciliares e silvestres. Uma vez que a erradicacdo da doenca de Chagas se
baseia, primariamente na eliminacdo dos vetores através do uso de inseticidas,
identificar corretamente o fluxo génico entre as populagdes naturais em diferentes
ambientes (silvestre, domicilio e peridomicilio) torna-se necessario para que seja
possivel conhecer as fontes de re-infestacgao.

Além disso, em locais onde o tratamento das casas com inseticidas é
constante, espera-se que aparecam populacdes resistentes a esses compostos. O
fluxo génico entre esses espécimes e individuos de populacées nao resistentes
acaba por “espalhar’ quaisquer que sejam as caracteristicas genéticas que o0s
conferem tal capacidade. Sendo assim, andlises de estruturagdo génica entre
populacdes resistentes a inseticidas e demais populagdes adjacentes podem auxiliar
na criacdo de estratégias de controle, como por exemplo, o uso alternado de
diferentes compostos.

5.3.2 Polimorfismo molecular

Apesar da extensa area geografica amostrada, todos os haplétipos de cit b
encontrados de R. robustus boliviano eram semelhantes, com poucas substituicées
nucleotidicas (m = 0,00055 na populacdo de Santa Cruz e 0,00112 na populacao do
Chaparé). Os maiores valores de variabilidade haplotipica foram detectados em
insetos do Chaparé (Hdchapars = 0,50549 e Hdsanta cruz = 0,30625). Cinco haplotipos
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foram encontrados no Chaparé e seis em Santa Cruz. Entretanto, a diversidade
haplotipica da primeira foi quase o dobro da segunda, em fungdo do numero de
individuos amostrados no Chaparé ter sido 4,5 vezes menor que na populagdo de

Santa Cruz.

Os valores de polimorfismo obtidos para R. stali sdo um claro exemplo de
como o tamanho amostral utilizado e o numero de haplétipos encontrados podem
influenciar no resultado de analises desse tipo. A variabilidade haplotipica (Hd) é
dependente do numero de hapl6tipos encontrados, enquanto que a nucleotidica
(w) depende do numero de substituicbes entre eles. Foram detectados dois
haplétipos diferentes em cada uma das localidades (Caranavi n = 12 e Chaparé n =
2), no entanto, o valor obtido de variabilidade haplotipica para Caranavi foi menor
que a metade (Hd = 0,40909) do observado para o Chaparé (Hd = 1,0). Em termos
de diversidade nucleotidica, os haplétipos de Caranavi, que diferem por apenas uma
substituicdo, apresentaram valor de diversidade nucleotidica (r = 0,00067)
desproporcionalmente menor que a populagéao do Chaparé (r = 0,00326), na qual os

haplétipos diferem por duas substituigdes.

5.3.3 Genealogia molecular

Arvores filogenéticas sdo inadequadas para ilustrar relacionamentos
intraespecificos, uma vez que no nivel populacional varios fenémenos (e.g. auséncia
de hierarquia em genes ortdlogos de individuos da mesma espécie) violam
pressupostos importantes dos métodos tradicionais de reconstrucdo filogenética,
como a maxima verossimilhanca, parciménia e evolugdo minima. Como sequéncias
de uma mesma espécie divergiram mais recentemente do que sequiiéncias de
espécies diferentes, as bases de dados utilizadas em analises intraespecificas
contém um numero pequeno de caracteres informativos, o que, consequientemente,
leva a diminuicdo da robustez da anadlise filogenética (Posada e Crandal, 2001).
Assim, para se melhor entender o relacionamento intraespecifico de cada uma das

espécies estudadas, foram construidas redes genealdgicas.

Duas redes foram construidas com o objetivo de inferir o relacionamento
genealégico dos haplétipos mitocondriais (possivelmente introgredidos) da espécie
nova encontrada (Figuras 4.9 e 4.10). Nestas analises, foram utilizados os onze
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haplétipos encontrados na Bolivia e mais oito de espécimes amazbnicos,
pertencentes a R. robustus Il (provenientes do Equador e dos estados do Acre,
Rondb6nia e Amazonas, no Brasil). Em ambas as redes, foi possivel observar o
mesmo relacionamento entre os espécimes da Bolivia, com o haploétipo ancestral

hipotético proveniente da populacao de Santa Cruz.

Admita-se o0 haplétipo ancestral hipotético como o indicado pelas redes
(haplétipo 5) e que a partir dele surgiram os demais hapl6tipos (essa admissao sera
feita apenas para termos praticos da explicacdo a seguir, pois mais abaixo ha uma
interpretacao diferente com relagdo a ancestralidade dos haplétipos). A diferenca
entre as redes esta na homoplasia representada por cada uma delas. Na rede de
parciménia, a homoplasia € representada pelo surgimento de um haplétipo mais
recente que o 12 (Acre), que teria originado roBR1 (i, j). J& na rede de median-
joining a homoplasia teria gerado o haplétipo 12, enquanto que roBR1 (i, j) teriam
sido gerados a partir de um dos haplétipos anteriores a homoplasia (Figuras 4.9 e
4.10). Essa discrepancia pode ser fruto do maior numero de diferengas entre as
seqUéncias dos espécimes nao bolivianos entre si e com relacdo aos bolivianos,

combinado ao fato de que todos os haplétipos da Bolivia sdo muito semelhantes.

A partir das redes, foi possivel criar duas hip6teses de dispersdo (Figuras
411 e 4.12) para as mitocondrias de R. robustus |l. Ambas as hipdteses sao
virtualmente iguais, com a Unica diferenca de que aquela criada a partir do método
de parcimdnia (pelo programa TCS 1.21) apresenta um passo a mais para o
surgimento da populacdo roBR1 (resultante da possivel homoplasia, representada
na rede; figura 4.9).

Observando o desenho das hipoteses de dispersao, seria mais parcimonioso
supor que o centro de origem da espécie nao fosse na Bolivia, mas na Amazdnia,
como assinalado na figura 5.3. Isso porque, a partir desse ponto central, a espécie
teria se dispersado radialmente para localidades relativamente equidistantes.

Para avaliar a influéncia do numero de individuos representados por um
haplétipo na topologia da rede, foi feita uma rede genealdgica (parciménia) com
apenas um representante de cada haplétipo (resultados ndo mostrados). Ambas as
metodologias utilizadas (parcimbnia e median-joining) geraram novamente 0 mesmo
resultado, indicando a origem da espécie na Bolivia. Esses resultados podem
confirmar a questao levantada anteriormente de que a topologia da rede, indicando a

73



Bolivia como origem da dispersdo, pode ser conseqiiéncia da grande similaridade
entre os 11 haplétipos bolivianos.

Para se testar a influéncia da similaridade entre os haplétipos bolivianos,
foram feitas novas redes (utilizando o programa TCS 1.21), incluindo todos os
haplétipos ndao bolivianos e apenas 2 ou 3 (aleatoriamente) dos provenientes da
Bolivia (dados ndo mostrados) e, a cada rede produzida, um haplétipo diferente era
considerado como ancestral. Esses resultados demonstram que ndo ha como inferir

certeza absoluta em relagao a ancestralidade dos haplétipos incluidos na analise.

Segundo a hipétese do relégio molecular, genes ortélogos de linhagens
diferentes devem evoluir uniformemente e a mesma taxa (Zuckerkandl e Pauling
1965). A comparacgédo de sequiéncias de DNA de espécies irmas cujo ancestral foi
separado por evento geolégico bem datado, permite estimar a taxa de evolucéo
daquele marcador. Pfeiler e colaboradores (2006) utilizaram a separacdo da
Peninsula de Baja Califérnia do restante do México (aproximadamente 8 - 5 milhdes
de anos atras) e o consequente isolamento entre T. rubida cochimiensis e T. rubida
sonoriana para calibrar o relégio molecular para o marcador mitocondrial cit bem 1,1

a 1,8% de divergéncia genética (K2p), por milhdo de anos.

Utilizando o reldgio molecular de cit b proposto por Pfeiler e colaboradores
(2006), € possivel observar que R. robustus |l teria se separado de R. robustus Il e
IV entre o Plioceno Médio e Superior (de 2 a 3 milhdes de anos atras; Pavan 2009).
No Pleistoceno, R. robustus |l teria se refugiado em um fragmento de floresta umida
(Haffer e Prance 2002), localizado entre as provincias biogeogréaficas de Ucayali e
Pantanal (sensu Morrone, 2006) e, no final do Pleistoceno, com a expansao das
florestas Umidas, a espécie teria se dispersado para as localidades de ocorréncia
atual (Figura 5.3). Vale ressaltar que existem algumas predicdes para inferéncia de
separacao de espécies nos reflgios pleistocénicos (i.e. sinais de sub-amostragem
da populacgao original, expansao populacional durante os periodos de aumento dos
reflgios, baixas variabilidade genética e estruturacdo filogeografica; Conn e
Mirabello 2007). Uma amostragem mais extensa, porém, de populacdes dessa
espécie se faz necessaria para qualquer afirmacdo com relacdo a sua origem e

dispersao.

E importante notar que a hipétese de dispersdo descrita acima se aplicaria
apenas as mitocondrias de R. robustus Il, uma vez que ha evidéncias de
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introgressdo dessa organela em uma espécie diferente que ocorre na Bolivia.
Portanto, esta hip6tese nao refletiria a dispersao da espécie R. robustus .
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Figura 5.3: hipotese alternativa de dispersdo das mitocéndrias de R. robustus Il. A populag¢édo
ancestral (hipotética e ndo amostrada) é representada pelo quadrado verde. As demais localidades
onde ja foram coletados espécimes com mitocéndrias semelhantes as de R. robustus Il estdo
representadas pelos nimeros, que ndo se referem a ordem cronoldgica em que as populagdes teriam
surgido (1 - Napo, Equador; 2 - Carauari, AM, Brasil; 3 - Rio Branco, AC, Brasil; 4 - Apui, Am, Brasil; 5
- Porto Velho, RO, Brasil; 6 - Beni 2, Bolivia; 7 - Beni 1, Bolivia; 8 - Chaparé, Cochabamba, Bolivia; 9 -
Santa Cruz, Bolivia). Circulos em vermelho representam haplétipos extintos ou nao amostrados.

5.4 Infeccao natural e importéancia epidemioldgica

No departamento de Santa Cruz, a maior parte dos insetos (95,7%) foi
coletada em palmeiras de peridomicilio ou no intradomicilio. Esses espécimes
apresentaram altas taxas de infec¢ao natural por T. cruzi (>40%). Por outro lado,
nenhum dos espécimes coletados no ambiente silvestre (trés individuos em
Concepcidn) estava infectado. Nesse departamento, apenas um dos Rhodnius
coletados era R. stali. Todos os outros eram R. robustus boliviano.
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R. robustus s.l. tem sido apontado como responsavel pela transmissdo da
doenca de Chagas em diversas localidades da Amazénia (Guhl 2007). Fé e
colaboradores (2009) mostraram, ainda, a presenca de uma das espécies de R.
robustus s.I. (provavelmente R. robustus 1, se observada sua distribuigdo estimada,
figura 5.4) em areas de presenca humana na Amazénia, invadindo domicilios. Os
autores encontraram dois espécimes adultos infectados por T. cruzi, em meio as
roupas de cama em uma casa. Em Santa Cruz, os moradores relatavam uma
situagdo semelhante, encontrando esses insetos em meio as roupas de cama ou
invadindo as casas a noite.

1900 km

Figura 5.4: distribuicdo estimada das quatro espécies de R. robustus s.I. (1, Il, lll e IV). Fonte: Pavan
(2009).

Em concordancia com os resultados encontrados no departamento de Santa
Cruz (onde nenhum inseto coletado em ambiente silvestre estava infectado), no
Chaparé, onde todos os insetos coletados eram de ambiente silvestre, nenhum foi
encontrado infectado.
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Vaz e colaboradores (2007) demonstraram que a fragmentacdo do habitat
teria por consequéncia final o0 aumento das taxas de infeccdo natural em pequenos
mamiferos presentes na area fragmentada, em comparacdo aqueles presentes em
floresta continua. Diante dos resultados observados, é possivel acreditar que as
altas taxas de infeccao natural dos espécimes coletados em Santa Cruz sejam uma
consequéncia da fragmentacao do habitat, em fungédo da estreita associacao entre o
género Rhodnius e mamiferos sinantropicos do género Didelphis (Gaunt e Miles
2000). Neste departamento, os reservatorios foram encontrados com altas taxas de
infeccao natural no peridomicilio (Cortez, comunicagao pessoal).

Ja na regidao do Alto Beni, onde R. stali estd domiciliado (Matias et al. 2003),
dos 13 espécimes obtidos (12 em palmeiras de peridomicilio, em Caranavi € um em
um galinheiro, em Iniqua), apenas um, proveniente de Caranavi, estava infectado.
Embora nenhum inseto tenha sido encontrado no interior das casas, isso poderia ser
reflexo de que nas localidades investigadas os domicilios infestados haviam sido
tratados com inseticida poucos meses antes (Enzo Gamarra, técnico do Programa

Nacional de Chagas, comunicagao pessoal).

A baixa taxa de infeccédo natural de R. stali por T. cruzi na regido do Alto Beni
ja havia sido observada por Matias e colaboradores (2003), diferentemente do
observado por Tibayrenc e Le Pont (1984), que encontraram sete R. stali infectados
(que a época se pensava tratar de R. pictipes) de 23 coletados na mesma regiao.

R. stali € uma espécie pouco estudada e até o presente trabalho ndo se
conhecia seu ecétopo silvestre. Matias e colaboradores (2003) encontraram indicios
de que a palmeira Attalea phalerata representasse o habitat silvestre deste inseto,
pelo menos no Alto Beni. Apesar de terem encontrado ovos de R. stali aderidos a
uma folha da palmeira em questdo, essa foi a Unica evidéncia observada. Foi
possivel definir a partir dos resultados das coletas feitas para essa dissertacdo que,
na regiao do Alto Beni um dos ecétopos silvestres de R. stali é, de fato, a palmeira A.
phalerata. Isto poderia ser consequiéncia de que esta € a Unica espécie de palmeira
presente na regido, ja que no Chaparé esses triatomineos também foram
encontrados infestando palmeiras da espécie Astrocaryum murumuru e Oenocarpus
bataua. Este achado contraria a mengao de estreita associagao entre R. stali e A.
phalerata (Abad-Franch e Monteiro 2007).
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Uma informagédo importante sobre R. stali € sua capacidade de colonizar
estruturas peri e domiciliares que, por si s0, ja serve de alerta para a vigilancia nas
localidades onde a espécie ocorre, mesmo que somente no ambiente silvestre ou
em palmeiras de peridomicilio. Em Santa Cruz, por exemplo, onde ndo ha indicios
de domiciliacao dessa espécie, ela esta presente nas palmeiras de peridomicilio.

Como é possivel perceber, quadros opostos foram encontrados em Santa
Cruz e no Alto Beni com relacéo as espécies mais abundantes do género Rhodnius
de cada area. Em Santa Cruz, a densidade encontrada de R. robustus boliviano por
palmeira (0,80) foi quase oito vezes maior do que a dos R. stali, do Alto Beni (0,14,
somente em Caranavi, ja que em Iniqua ndo foi encontrado nenhum espécime em
palmeiras). Da mesma, forma as taxas de infec¢gdo natural em Santa Cruz foram

mais elevadas.

Os resultados aqui apresentados visam contribuir para o entendimento do
papel epidemioldgico representado pelas espécies do género Rhodnius que ocorrem
na Bolivia. A capacidade de R. stali em colonizar estruturas peridomiciliares e
domiciliares deve servir de alerta nas localidades onde essa espécie é encontrada,
mesmo que somente em palmeiras, pois sua presenga em areas proximas as casas
ja revela um risco iminente de formacao de colénias peri e domiciliares, uma vez que
a populacao utiliza as folhas das palmeiras para fazer o teto de suas casas. Ja R.
robustus boliviano, apesar de ndo formar colénias em estruturas artificiais, esta
presente em altas densidades e com altas taxas de infeccdo em palmeiras préximas
aos domicilios. Nao ha duavidas de que espécimes de R. robustus boliviano voam
para o interior das casas, onde se alimentam de sangue humano, podendo transmitir

a doenca.

Os resultados aqui apresentados vém descortinar a importancia
epidemioldgica de R. robustus boliviano e R. stali na Bolivia. Novas investigagoes
que abordem temas mais especificos como a avaliacgdo da competéncia e
capacidade vetoriais e determinacao dos reservatorios silvestres poderao contribuir
para um melhor entendimento dos ciclos de transmissdo envolvidos. Embora T.
infestans seja o vetor de maior relevancia na Bolivia, é altamente recomendavel que
uma maior atencdo seja dispensada as populacées de R. stali e R. robustus

boliviano por parte dos responsaveis pelo Programa Nacional de Chagas.
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6 CONCLUSOES

e Os espécimes de Rhodnius coletados nas 10 localidades estudadas dos
departamentos de La Paz, Santa Cruz, Beni e Cochabamba foram Rhodnius stali e,
possivelmente, a uma espécie nova, pertencente ao complexo R. robustus s.I., que

foi denominada R. robustus boliviano (por questdes de facilitacdo do entendimento).

e Foi possivel definir o principal ecétopo silvestre de R. stali na regiao do Alto Beni
como sendo a palmeira Attalea phalerata. Além disso, observou-se a auséncia de
especializacdo dessa espécie em relacdo ao habitat, ja que no Chaparé foram
coletados espécimes também em palmeiras Astrocaryum murumuru e Oenocarpus

bataua.

e Apesar de domiciliado na regido do Alto Beni, nenhum R. stali foi encontrado no
interior das casas (provavelmente devido ao fato das casas infestadas terem sido
recentemente tratadas com inseticidas) e apenas um em galinheiro. Dos 12
individuos coletados nas palmeiras, apenas um estava infectado, demonstrando a

provavel baixa taxa de infecgao por T. cruzi desta espécie na regiao.

e R. stalifoi coletado, ainda, no departamento de Santa Cruz e, embora apenas um
individuo tenha sido obtido nessa localidade, sua presenca em palmeiras de
peridomicilio deve servir de alerta, ja que essa espécie & capaz de colonizar
estruturas artificiais.

e O evento de introgressao que teria levado a transferéncia das mitocéndrias de R.
robustus |l para R. robustus boliviano deve ter ocorrido recentemente, ja que a
divergéncia genética observada entre as seqliéncias introgredidas em relacdo as
demais foi baixa (maior valor de K2p 1,1%).

e Na&o foram encontradas evidéncias de domiciliacdo de R. robustus boliviano,
entretanto suas altas taxas de infecgcao natural por T. cruzi, além das densas
populacdes presentes no peridomicilio aumentam o risco de transmissao da doenca
a humanos por esse vetor no departamento de Santa Cruz.
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APENDICES
APENDICE 1 - METODOLOGIA

Apéndice 1.1 - protocolo de extragdo de DNA (Aljanabi e Martinez 1997)
e 12 Etapa:

e colocar o espécime em um microtubo de 1,5ml;

e adicionar volume de tampao de extragdo suficiente para cobrir o espécime (100 a 300ul,
dependendo do tamanho), macerar, vortexar;

e adicionar SDS 20% (concentracao final = 2%).

e adicionar proteinase K 20 mg/ml (concentragao final = 400 mg/ml);

e homogeneizar com leves batidas (o0 que diminui a formacao de espuma pelo SDS);

e incubar a 55-652C em banho-maria durante a noite.
e 22 Flapa:

e Adicionar NaCl 6M (na propor¢éo 4:3 na relagéo tampao de extragdo: NaCl 6M);
e vortexar por 30 segundos;

e centrifugar por 30 minutos a 10000g;

e transferir o sobrenadante para outro tubo;

e adicionar igual volume de isopropanol;

e incubar a -20°C por 1 hora;

e centrifugar por 20 minutos, a 10000 g (4°C);
e descartar o sobrenadante;

e adicionar etanol 70%;

e secar (banho seco a 75°C);

e ressuspender em agua mili-Q;

e conservar as amostras a -20°C.
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Apéndice 1.2 - protocolo das reagcbes de PCR para os trés marcadores (citb, ITS-2
e kDNA)

~ . ncentraca
Reagentes (concentracao) | Quantidade (pL) Co c::einilagao
Tampéao 10x (100 mM Tris—HClI, 5L 1x; 10mM Tris-HCI,
pH 8.3, 500 mM KCl) H 50mM KCl
dNTP (2,5mM) 5 uL 0,25mM
iniciador senso (5uM) 4 uL 20 pmol
iniciador anti-senso (5uM) 4 uL 20 pmol
MgCI2 (50mM) 3 uL 3 mM
Taqg polimerase (5U/ulL) 0,5 L 25U
Volume total: 50 uL*

* Completar o volume com 10-30ng de DNA e o restante com agua Milli-Q.

Apéndice 1.3 - protocolo para a reacao de seqiienciamento

~ Quantidade | Concentracao
Reagentes (concentracao)

(uL) Final

ABI Prism® BigDye®
Terminator v3.1 Cycle 1 -

Sequencing

Tampao para reacao de

. . 2 1x

seqglenciamento (5x)
Primer senso ou antisenso 1 10 pmol
(5pM)
TOTAL: 10*

* Completar a reacdo com agua milli-Q e com o material
amplificado (3 a 5L, dependendo da quantidade).

Apéndice 1.4 - protocolo de purificacdo (precipitacdo) dos produtos da reacio de

sequienciamento

Para cada amostra, colocar 40 uL de isopropanol a 65% a temperatura ambiente;
deixar por 15 minutos ao abrigo da luz;

centrifugar durante 45 minutos a 4.000 RPM, em temperatura ambiente (22 - 25°C);
descartar o sobrenadante;

colocar em cada amostra 80 pL de etanol a 60% (em temperatura ambiente);
centrifugar durante 15 minutos a 4.000 RPM,;

repetir o passo 5;

repetir o passo 6;

secar por 1 hora a temperatura ambiente ou a 60°C por 10 minutos, com a tampa do tubo aberta.

S Y O N b

0. As amostras podem ser guardadas na geladeira a 4°C por até 2 meses.
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Apéndice 1.5 — protocolo mini-prep por lise alcalina

o & 0 bnp -

© N o

Centrifugar o meio 14000rpm por 4 minutos;

descartar o sobrenadante;

ressuspender em 10uL de solugéo | (50mM glicose; 25mM Tris —HCI; pH 8.0, 10mM EDTA);
acrescentar 200uL de solugao Il (0,2M NaOH; 1% SDS);

acrescentar 150uL de solugéao Il (3M acetato de potassio; 11,5% acido acético glacial) e 2 yL de
RNAse (10mg/ml);

inverter os tubos 5 vezes e deixar a temperatura ambiente por 5 minutos;

centrifugar por 5 minutos a 14000rpm, 4°C;

transferir 0 sobrenadante para um novo tubo;

repetir os passo 7 e 8;

. acrescentar 400 pL de isopropanol absoluto;
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

inverter os tubos 5 vezes e deixar a temperatura ambiente por2 minutos
centrifugar por 5 minutos a 14000rpm, 4°C

descartar o sobrenadante;

lavar o pellet com etanol 70% gelado;

lavar o pellet com etanol 100% gelado;

secar o pellet a 37°C, por 10 minutos

ressuspender o pellet em 35 pL de agua milli-Q.

Apéndice 1.6 - protocolo da purificagcao com PEG 8000

acrescentar 4uL de NaCl (4M) e 6,5 uL de PEG 8000 (40%) a solucao de DNA resultante da mini-
prep;

deixar no gelo por 20 minutos;

centrifugar por 20 minutos a 14000rpm, 4°C;

descartar o sobrenadante;

lavar o pellet com etanol 70% gelado;

secar e ressuspender as amostras em 30uL de agua mili-Q.

Apéndice 1.7 - guia para a escolha de métodos de distancia para inferéncias

filogenéticas (traduzido do manual do programa MEGA4).

(1) Quando a estimativa Jukes-Cantor do numero de substituigbes por sitio (d) entre seqliéncias
for d < 0,05, usar a distancia Jukes-Cantor, independente da razdo Ts/Tv ou se as taxas de
substituicdo (A) variam entre os sitios ou ndo. Nesse caso as distancias de Kimura ou gamma

geram essencialmente o mesmo valor que a Jukes-Cantor. Pode-se, também, usar a distancia-p.
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(2) Quando 0,05 < d < 0,3, usar a distancia Jukes-Cantor, a menos que a razao Ts/Tv (R) seja
alta (R < 2). Quando essa razao for alta e o numero de nucleotideos examinados for grande, usar
as distancias Kimura ou gamma para o modelo 2 parametros de Kimura.

(3) Quando 0,3 < d < 1, e houver evidéncias de que A varia muito entre os sitios, usar distancia
gamma. Geralmente pode-se escolher diferentes distadncias gamma, estimando as taxas de
transicdo (o) a partir dos dados.

(4) Quando 0,3 < d < 1 e a frequéncia dos quarto nucleotideos (A,T,C,G) desviar muito da
igualdade, mas nao houver uma diferenca muito grande na razdo Ts/Tv, usar a distancia Tajima-
Nei. Quando houver um desvio grande na razao Ts/Tv e na gauntidade G+C, usar as distancias

Tamura ou Tamura-Nei.

Existem outras diretrizes para casos mais complexos, que ndo foram incluidas aqui.
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APENDICE 2 - RESULTADOS

Apéndice 2.1 - alinhamento dos onze haplotipos encontrados para

#H1
#H2
#H3
#H4
#H5
#H6
#H7
#H8
#H9
#H10
#H11

#H1
#H2
#H3
#H4
#H5
#H6
#H7
#H8
#H9
#H10
#H11

#H1
#H2
#H3
#H4
#H5
#H6
#H7
#HS8
#H9
#H10
#H11

#H1
#H2
#H3
#H4

#H6
#H7

‘prolixusfobustus s.I.” na Bolivia. As substituicbes s&o
destacadas em amarelo (“” indicam o0s nucleotideos n&o
obtidos em consequéncia da baixa qualidade dos

eletroferogramas).

ATATAAACTTATAATAACTTGAATAGTAGGAGTTGTAATACTTITTCCTAATTATAGGAACTGCATTICTTIGGTTATGTAT[80]



#H1 ATTTTATTAAATCTCTGAGAACCACGAATCCTAGGAGATCCAGAAAACTTTATCCCAGCAAACCCACTCGTAACTCCCGT [480]
2572
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Apéndice 2.2 - arvore filogenética (neighbor-joining, distdncia-p, 1000 replicagbes

de bootstrap) contendo todos o0s individuos seqlienciados de
‘prolixus/robustus s.l.”. A cor de cada circulo indica a localidade de
origem, assim como as siglas de cada espécime (CHA - Chaparé;
departamento de Santa Cruz: MON - Montero; SRQ - San Ramdn;

o oo ELT El Torno, CON
g cont \ Cocepcion; Beni 1 e Beni 2),
¢ srace assim como a indicagéo de seus
.
ELT 17
Jarn hapldtipos.
©® MON 02
ELT 18
ELT 04
ELT 27
® GUAO2
® GuAOs
® MON 01
® GUA06
ELT 01
ELT 20
ELT 15
® MON 09
ELT 03
ELT 11
® GUAO05
ELT 22
® MON 12
ELT 02
® SrRQ 01
® MON 04 .
ELT 28 Haplétipo 1
® CHA08
® GUAO7
® GUA13
® GUA16
® MON 13
® MON 11
ELT 08
©® MON 06
ELT 25
©® MON 07
® SRQ 03
ELT 07
ELT 16
® MON 10
® SRQ 05
ELT 19
ELT 12
ELT 30
® GUA15
ELT 21
ELT 13
ELT 10
® SRQ 02

ELT29
ELT 14
©® MON 08
® GUA 11

ELT23 .
i ars F Haplotipo 4

- ® GuAo1

&7 L Haplétipo 2

® CON2

® GUA18

® CON3

® GUA03

® GUA12

-@8eiiv —> Haplotipo 6 L
rr-@ cia1s — > Hapl6tipo 7
- ® chata — Haplotipo 8

® CHAO05
® GUA10
® CHA 11
® CHA10
® CHA09
® CHAO04
- ® cra12 —— > Haplbtipo 10
® CHAO6

® CHAO03

® CHAO7 Haplétipo 9

® CHAO1

® CHAO2

Haplétipo 9

— R. robustus Il

L0 geniz —————> Hapl6tipo 11

_|j R. robustus Il
85 R. robustus IV

R. prolixus
99 I—— R. robustus |

R. nasutus
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Apéndice 2.3 - alinhamento dos trés hapldtipos encontrados para “stali/fictipes s.l.”

na Bolivia, as substituicbes sdo destacadas em amarelo.

#St1l ATATAAACTTTTAATAACCTGAATAGTTGGTGTAATTATATTATTTGTAATTATAGGAAC 60
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Apéndice 2.4 - arvore filogenética (neighbor-joining, distancia-p, 1000 replicacbes
de bootstrap) contendo todos o0s individuos seqlienciados de
“stalipictipes s.I.”. A cor de cada circulo indica a localidade de
origem, assim como as siglas de cada espécime (CHA - Chaparé;
ELT - El Torno, INB - Iniqua e CRV - Caranavi), assim como a

indicacdo dos hapldtipos correspondentes.

® CRV 10 Haplétlpo St1
@® CRV?2

@® CRV7

® CRV4

@® CRV5

@® CRV 12

® CRV6

® CHA 01

@® CRV3

@® CRV 11

1001 @ CRV9

ELT 06

100 ® CRVS

@ INB 1

— ® CHA02 — Hapldtipo St2

R. brethesi

R. pictipes
| R. amazonicus

“.CF{V1

0,01
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Apéndice 2.5 - alinhamento dos ITS-2 das quatro espécies de R. robustus s.l., R.
prolixus e R. robustus boliviano (Cada clone é indicado pela
localidade de origem e codigo do individuo).

#R._prolixus TTAAATAATT —-GCTAGCATA TATTTTTIT-- —-ATATAAAA ATAGTGCGCG [ 50]
#R._robustus_I  .......... et e e eeeeeee T- —— . ... P [ 50]
#R._robustus_II .......... e — e TT TTC....... oAl - [ 50]
#R._robustus_III .......... e — e TT T-C...vn.. oAl - [ 50]
#R._robustus_IV .......... - .G — e 0 WAL L. - [ 50]
#CHA_6.4 o e AT...... TT ——C....... WAL L. - [ 50]
#CHA_O06_A ... P e TT T-C.vn... WAL - [ 50]
#CHA_06_B i P e TT T-C.vn... WAL - [ 50]
#CHA_O06_C i e — e TT T-C.ovvn.. WAL L. - [ 50]
#CHA_O6_E iiieeann e — e TT T-C.ovvn.. WAL L. - [ 50]
#CHA_O06_F i, P e TT T-C.vn... T - [ 50]
#CHA_06_G iieeea.n P e TT T-C.vnn.. T - [ 50]
#CHA_O6_H oo, e — e TT T-C.ovvn.. WAL L. - [ 50]
#CHA_O6_I e e — e TT T-C.ovvn.. WAL L. - [ 50]
#CHA_06_J iieiea.. P e TT T-C.vnn.. WAL - [ 50]
#CHA_O06_L  ieieeienn. P e TT T-C.vnn.. WAL - [ 50]
#CHA_06_O0 i e — e TT T-C.ovvn.. WAL L. - [ 50]
#CHA_10_L i e — e TT T-C.ovvn.. WAL L., - [ 50]
#CHA_10_N . ..oie.... P e TT T-C.vnn.. LA - [ 50]
#CHA_10_Q i P e TT ——C.uvnnn.n LA - [ 50]
#CHA_10_R iiiieaann e — e TT -——C...v... WAL L. - [ 50]
#CHA_13_A i e — e TT -——C...v... WAL L., - [ 50]
#CHA_13_B iiiiien.. P e TT ——C.vvnn.. WAL - [ 50]
#CHA_13_H o iieen... P e TT ——C.vvnn.. WAL - [ 50]
#CHA_13_I i e — e TT ——C...v... WAL L., - [ 50]
#CHA_13_J e e — e TT ——C...v... WAL L., - [ 50]
#Acc_2_1_H ..., P e TT T-C.vvnn.. WAL - [ 50]
#Acc_2_1.1I L eeea... P e TT T-C.vvnn.. WAL - [ 50]
#Acc_2_1_ K e P e TT T-C.vvnn.. WAL - [ 50]
#ELT_25_ B ieieeeaan e — e TT ——C...v... WAL L., - [ 50]
#ELT_25_C i e — e TT T-C.ovvn.. WAL L., - [ 50]
#ELT_25_D e P e TT ——C.uvnn.. LLWAL L. - [ 50]
#ELT_25_E . ieeea... P e TT T-C.vvnn.. LA - [ 50]
#ELT_25_F iiiieaean e — e TT T-C.ovvn.. WAL L., - [ 50]
#ELT_25_G e e — e TT T-C.ovvn.. WAL L. - [ 50]
#ELT_25_H . ..o....... P e TT T-C.vnn.. LA - [ 50]
#ELT_25_T iiieeea.n P e TT T-C.vnn.. WAL - [ 50]
#ELT_25_J e e — e TT T-C.ovvn.. WAL L. - [ 50]
#ELT_25_K iiiieaann e — e TT T-C.ovvn.. WAL L. - [ 50]
#SRQ_06_B ..., P e TT T-C.vnn.. WAL - [ 50]
#SRQ_06_H L ......... P e TT T-C.vnn.. WAL - [ 50]
#SRQ_06_J e e — e TT T-C.ovvn.. WAL L. - [ 50]
#R._prolixus CAAGTTTTTT TTT---C-AT CCCATTATTT TTTTTCTTT- -——AAAACTA [100]
#R._robustus_I  .......... T e i Covvnnn - .. [100]
#R._robustus_II -—......... o T—— - . Cove CoviToiim ——— i [100]
#R._robustus_TIITI —......... R S C.o.. .Covnnn. - ——— .. [100]
#R._robustus_IV —......... e T—— - . Cove .Cuovnnn. - .. [100]
#CHA_6.4 P o T——es Cove Cunvnnn. - .. [100]
#CHA_O06_A e e T—i-i e Cove .Covnn.. - = .. [100]
#CHA_06_B e B Cove .Covnn.. - = .. [100]
#CHA_06_C e B Cove .Covnn.. - = .. [100]
#CHA_06_E P o T—— s Cove Cunvnnn. - . [100]
#CHA_06_F P o T——es Cove Cunvunnn. - . [100]
#CHA_06_G e B Cove Covunn.. - = .. [100]
#CHA_O6_H e B Cove .Cuvunn.. - = .. [100]
#CHA_06_1I —...C.... o T——e s Cove Cunvvnnn. - . [100]
#CHA_06_J P T Cove .Cuuvvnnn. - . [100]
#CHA_O06_L e B Cove .Cuvnn.. - = [100]
#CHA_06_0O e B Cove .Cuvnn.. - .. [100]
#CHA_10_L P T Cove Cunvvnnn. - e [100]
#CHA_10_N P T Cove Cunvvnnn. - e [100]
#CHA_10_0Q e o TT— - Cove Cuvvnnnn - = .. [100]
#CHA_10_R e o TT— - Cove .Covunn.. - = .. [100]
#CHA_13_A P o TT- - Cove Cuvvnnn. - ———..G [100]
#CHA_13_B P o TT- - Cove Cunvvnnn. - ——..G.... [100]
#CHA_13_H e o TT— - Cove Covunn.. - ———..G.... [100]
#CHA_13_1T e o TT— - Cove Covunn.. - ———..G [100]
#CHA_13_J P TT—=ee eeenn. C Covinnn. - ———..G [100]
#Acc_2_1_H P 0 C Covinnn. C TTT....... [100]
#Acc_2_1_1 e TT—.— i eeeenn C Covinnnn C TTT....... [100]
#Acc_2_1_K e TTT.— .o eeenn C Covnnn. C TTT....... [100]



#ELT_25_B
#ELT_25_C
#ELT_25_D
#ELT_25_E
#ELT_25_F
#ELT_25_G
#ELT_25_H
#ELT_25_1T
#ELT_25_J
#ELT_25_K
#SRQ_06_B
#SRQ_06_H
#SRQ_06_J

#R._prolixus
#R._robustus_I
#R._robustus_II
#R._robustus_IITI
#R._robustus_IV
#CHA_6.4
#CHA_O6_A
#CHA_06_B
#CHA_06_C
#CHA_O6_FE
#CHA_O6_F
#CHA_06_G
#CHA_O06_H
#CHA_06_1
#CHA_06_J
#CHA_O06_L
#CHA_06_0
#CHA_10_L
#CHA_10_N
#CHA_10_0Q
#CHA_10_R
#CHA_13_A
#CHA_13_B
#CHA_13_H
#CHA_13_1
#CHA_13_J
#Acc_2_1_H

#ELT_25_K
#SRQ_06_B
#SRQ_06_H
#SRQ_06_J

#R._prolixus
#R._robustus_I
#R._robustus_II
#R._robustus_III
#R._robustus_IV
#CHA_6.4
#CHA_06_A
#CHA_06_B
#CHA_06_C
#CHA_O6_F
#CHA_06_F
#CHA_06_G
#CHA_O6_H
#CHA_O06_T
#CHA_06_J
#CHA_06_L
#CHA_06_0
#CHA_10_L
#CHA_10_N
#CHA_10_0Q
#CHA_10_R
#CHA_13_A
#CHA_13_B

T I T T——.=.. ... C oo kSN
T I T T——.=.. ... C oo kSN
T e e e e T——.=.. ... C Coviaa b RN
T e e e e T——.=.. ... C Coviaa b RN
T I T T——.=.. ... C oo kSN
T I T T——.=.. ... C Covaa kSN
T e e e e T——.=.. ... C Coviaa b RN
T e e e e T——.=.. ... C Coviaa b RN
T I T T——.=.. ... C oo kSN
T I T T——.=.. ... C oo kSN
T e e e e T——.=.. ... C Coviaa b RN
T e e e e T——.=.. ... C Coviaa b RN
GTAGTAGCA- ————-— GCAAG CCTCTCACAC ACAAAGTATA TTTGTATATT
......... - T ST i e e
......... e L €

......... e O €

......... T T e ieee e e AT L
......... e N
......... e N
......... T T e ieeee e el AT L
......... T T T T e ieee e el AT L
......... e N
......... e N
......... e N
......... T T e iieee e el ALLT L
......... T T T e i eee e el AT L
......... e N
......... e N
......... T T T T e i e el AT L
......... T T e iiee e el AT L
......... e N
......... B N
......... T T T e i e el AT Ll
......... T T T e ieee e el AT L
......... e N
......... e N
......... T T T e ieee e el AT L
......... T T T e ieee e el AT L
......... G CAGCA. ... it e JALLLT Lol
......... G CA-——. ... tiiiiiiee ceALLUT Ll
......... G CAGCA. ... it v JALLLT Lol
......... T T T e e e el ALLT L
......... B N
......... e N
......... T T T e i el ALLT L
......... T T T e i el ALLT L
......... e N
......... e N
......... e N
......... T T T e e ieee e el AT L
......... T T T e i eee e el ALLT L
......... e N
......... B N
......... T T T e i eee e el ALLT L



#CHA_13_H
#CHA_13_1T
#CHA_13_J
#Acc_2_1_H

#ELT_25_E
#ELT_25_F
#ELT_25_G
#ELT_25_H
#ELT_25_1
#ELT_25_J
#ELT_25_K
#SRQ_06_B
#SRQ_06_H
#SRQ_06_J

#R._prolixus
#R._robustus_TI
#R._robustus_TII
#R._robustus_III
#R._robustus_IV
#CHA_6.4
#CHA_06_A
#CHA_06_B
#CHA_06_C
#CHA_O6_FE
#CHA_06_F
#CHA_06_G
#CHA_O6_H
#CHA_O06_T
#CHA_06_J
#CHA_06_L
#CHA_06_0O
#CHA_10_L
#CHA_10_N
#CHA_10_0Q
#CHA_10_R
#CHA_13_A
#CHA_13_B
#CHA_13_H
#CHA_13_T
#CHA_13_J

#ELT_25_H
#ELT_25_1T
#ELT_25_J
#ELT_25_K
#SRQ_06_B
#SRQ_06_H
#SRQ_06_J

#R._prolixus
#R._robustus_TI
#R._robustus_II
#R._robustus_III
#R._robustus_IV
#CHA_6.4
#CHA_O6_A
#CHA_06_B
#CHA_06_C
#CHA_06_E
#CHA_O06_F
#CHA_06_G
#CHA_O6_H
#CHA_06_1
#CHA_06_J
#CHA_06_L
#CHA_06_0O

GAAAAAAAAT GAAATGTCCT GTTTTTTTICT

T T R R R

TTTTTATAGT AATTCAGCAT TTTTAAATAC TTTATAATTT ATTTTTTTTIT



#CHA_10_L
#CHA_10_N
#CHA_10_0Q
#CHA_10_R
#CHA_13_A
#CHA_13_B
#CHA_13_H
#CHA_13_1I
#CHA_13_J
#Acc_2_1_H
#Acc_2_1_1
#Acc_2_1_K
#ELT_25_B
#ELT_25_C
#ELT_25_D
#ELT_25_E
#ELT_25_F
#ELT_25_G
#ELT_25_H
#ELT_25_1T
#ELT_25_J
#ELT_25_K
#SRQ_06_B
#SRQ_06_H
#SRQ_06_J

#R._prolixus
#R._robustus_TI
#R._robustus_II
#R._robustus_III
#R._robustus_IV
#CHA_6.4
#CHA_06_A
#CHA_06_B
#CHA_06_C
#CHA_O6_E
#CHA_06_F
#CHA_06_G
#CHA_O6_H
#CHA_O06_T
#CHA_06_J
#CHA_06_L
#CHA_06_0O
#CHA_10_L
#CHA_10_N
#CHA_10_0Q
#CHA_10_R
#CHA_13_A
#CHA_13_B
#CHA_13_H
#CHA_13_1I
#CHA_13_J
#Acc_2_1_H
#Acc_2_1_1
#Acc_2_1_K
#ELT_25_B
#ELT_25_C
#ELT_25_D
#ELT_25_E
#ELT_25_F
#ELT_25_G
#ELT_25_H
#ELT_25_1
#ELT_25_J
#ELT_25_K
#SRQ_06_B
#SRQ_06_H
#SRQ_06_J

#R._prolixus
#R._robustus_I
#R._robustus_TIT
#R._robustus_TIITI
#R._robustus_IV
#CHA_6.4
#CHA_O6_A
#CHA_06_B
#CHA_06_C
#CHA_O6_F
#CHA_O6_F

TCC-CTTTTT CTTGTCATTA CTTAAAAATT GCTTTCTATA ATGTAAATAT

-..T....

AGTTTTTT-- AAACAATCAA TAATGTTAAA AATCTATAAC CTGGTTAGTG

Tooo.o...



#CHA_06_G
#CHA_O6_H
#CHA_O06_T
#CHA_06_J
#CHA_06_L
#CHA_06_0O
#CHA_10_L
#CHA_10_N
#CHA_10_0Q
#CHA_10_R
#CHA_13_A
#CHA_13_B
#CHA_13_H
#CHA_13_1T
#CHA_13_J
#Acc_2_1_H
#Acc_2_1_1
#Acc_2_1_K
#ELT_25_B
#ELT_25_C
#ELT_25_D
#ELT_25_E
#ELT_25_F
#ELT_25_G
#ELT_25_H
#ELT_25_1T
#ELT_25_J
#ELT_25_K
#SRQ_06_B
#SRQ_06_H
#SRQ_06_J

#R._prolixus
#R._robustus_I
#R._robustus_TII
#R._robustus_TIII
#R._robustus_IV
#CHA_6.4
#CHA_O6_A
#CHA_06_B
#CHA_06_C
#CHA_06_E
#CHA_O6_F
#CHA_06_G
#CHA_06_H
#CHA_06_1I
#CHA_06_J
#CHA_O06_L
#CHA_06_0
#CHA_10_L
#CHA_10_N
#CHA_10_0Q
#CHA_10_R
#CHA_13_A
#CHA_13_B
#CHA_13_H
#CHA_13_1T
#CHA_13_J
#Acc_2_1_H
#Acc_2_1_1
#Acc_2_1_K
#ELT_25_B
#ELT_25_C
#ELT_25_D
#ELT_25_E
#ELT_25_F
#ELT_25_G
#ELT_25_H
#ELT_25_1T
#ELT_25_J
#ELT_25_K
#SRQ_06_B
#SRQ_06_H
#SRQ_06_J

#R._prolixus
#R._robustus_TI
#R._robustus_TII
#R._robustus_III
#R._robustus_IV

GCAATATAAT TTTATTGCAA GTATTAAGTG GTGAAAAAAA -GATAATTTT

TCTTT-GTTT CAATTTTTTT -ACAATTACA AAGGGAAAAG



#CHA_6.4
#CHA_O6_A
#CHA_06_B
#CHA_06_C
#CHA_06_E
#CHA_O6_F
#CHA_06_G
#CHA_06_H
#CHA_06_1I
#CHA_06_J
#CHA_O06_L
#CHA_06_0
#CHA_10_L
#CHA_10_N
#CHA_10_0Q
#CHA_10_R
#CHA_13_A
#CHA_13_B
#CHA_13_H
#CHA_13_1I
#CHA_13_J
#Acc_2_1_H
#Acc_2_1_1
#Acc_2_1_K
#ELT_25_B
#ELT_25_C
#ELT_25_D
#ELT_25_E
#ELT_25_F
#ELT_25_G
#ELT_25_H
#ELT_25_1T
#ELT_25_J
#ELT_25_K
#SRQ_06_B
#SRQ_06_H
#SRQ_06_J

#R._prolixus

#R._robustus_TI
#R._robustus_II
#R._robustus_III
#R._robustus_IV

#CHA_6.4
#CHA_06_A
#CHA_06_B
#CHA_06_C
#CHA_O6_E
#CHA_06_F
#CHA_06_G
#CHA_06_H
#CHA_O06_T
#CHA_06_J
#CHA_06_L
#CHA_06_0
#CHA_10_L
#CHA_10_N
#CHA_10_0Q
#CHA_10_R
#CHA_13_A
#CHA_13_B
#CHA_13_H
#CHA_13_1
#CHA_13_J
#Acc_2_1_H
#Acc_2_1_1
#Acc_2_1_K
#ELT_25_B
#ELT_25_C
#ELT_25_D
#ELT_25_E
#ELT_25_F
#ELT_25_G
#ELT_25_H
#ELT_25_1
#ELT_25_J
#ELT_25_K
#SRQ_06_B
#SRQ_06_H
#SRQ_06_J

..... A. T I T
..... A. T I T
..... A. T I T
..... A. T e e e e
..... A. T e e e e
..... A. T I T
..... A. T I T
..... A..C. —... ..
..... A. T e e e e
C WAL T I T
..... A. T I T
..... A. T e e e
..... A. T e e e
..... A.. T I T
..... AA. T
..... AA. .. —. ...
..... AA. T e e e e
..... AA. .. — ...
..... AA. .. — ..
..... AA. T e e e e
..... AA. .. —. ...
..... A. I
..... A. T
..... A. T e e e e
..... A. T e e e e
..... A. T e e e e
..... A. R
..... A. R
..... A. T e e e e
..... A. T e e e e
..... A. R
..... A. R
..... A. T e e e
..... A. T e e e
..... A. R
..... A. R
..... A. TS

ATTTTCGCTA GTTAGATATA GTCTAGGCGA ATTTTTTTCT ATTCCCTATT



#R._prolixus TGTAAAAAAA AAG-AAAAA- —————-— CTTG ATCCACTAAT A-AAGTTTTA

#R._robustus_I  ........ —_— ——— . G ARARRA—. . vt tiiiaenn e
#R._robustus_II .......... —_— = .. G ABARARA— . vt eieeieaenn G
#R._robustus_III ......... - —— = ... G ABARARA— . vt eieeieaenn G
#R._robustus_IV .......... P G AAAARA—. ... tiiinannn =G
#CHA_6.4 ..., - — - ... G ARARRA—. . vt tiieannn TG e
#CHA_O06_A .. - = .. G AAARA— . ..t veeeennnn TG v ee et
#CHA_06_B  iieenn.. - = ... G AAARA— . ..t veeeennnn TG v ee et
#CHA_O6_C ..., - — - ... G ARARA—. . vt teieiannn TG e
#CHA_O6_E  .o....... - — - ... G ARARA—. . vt teieiannn TG e
#CHA_O06_F e, - = ... G AAARA— . ..t veeeennnn TG v ee et
#CHA_06_G e, - = ... G AAARA— . ..t veeeennnn TG v ee et
#CHA_O6_H  ........ - — - ... G AAARA—. . vt teieannnn TG e
#CHA_O06_I . .o....... - — - ... G ARARA—. . vt teieiannnn TG e
#CHA_06_J e - = ... G AAARA—. ..t veeeennnn TG v ee et
#CHA_O06_L ieeeeann - = ... G AAARA— ... teeeennnn TG v ee et
#CHA_06_O0 ..., - — - ... G ARARA—. . vt tiieaenn TG e
#CHA_10_L ........ - — - ... G ARARRA—. . vt tiieaenn TG e
#CHA_10_N  ......... - = ... G AAARA— . ..t teeeennnn TG v ee et
#CHA_10_Q ... - = ... G AAARA— ...t teeeennnn TG v ee et
#CHA_10_R .o....... - — - ... G ARARA—. . vt tiieiannn TG e
#CHA_13_A . ...o..... - — - ... G ARARRA—. . vt tiieiannn TG e
#CHA_13_B  veiienan. - = ... G AAARA— . ..t teeeennnnn TG v e et
#CHA_13_H e, - = ... G AAARA— . ..t teeeennnnn TG v e et
#CHA_13_I o, - = ... G AAARA— . ..t teeeennnn atG.......
#CHA_13_J e, - — ... G ARARA—. . vt tiieiannn TG e
#Acc_2_1_H  L........ - — - ... G ARARA—. . vt tiieiannn TGewvennn
#Acc_2_1_I ... - = ... G AAARA— ...t teeeennnnn TGevv v,
#Acc_2_1_K e - = ... G AAARA— ...t teeeennnnn TGevevnn.
#ELT_25_B i - — - ... G ARARRA—. . vt teieiannnn TGewvvnnn
#ELT_25_.C  ..... T - — - ... G ARARRAA. . vt teieaenn TGuewevnnn
#ELT_25_D eeeienenn - = ... G AAARA— . .. teeeennn TGevvvnn.
#ELT_25_E  ieeieeenn - = .. G AAARA— . .. teeeennn TGevvvnn.
#ELT_25_F . iiea.... - — - ... G ARARRA—. .t tiieannnn TGewvvnnn
#ELT_25_G  .o....... - — - ... G ARARA—. . vt teieannnn TGewvvnnn
#ELT_25_H i - = .. G AAARA—. .. teeeennnnn TGevvvnn.
#ELT_25_ 1 .. -— ——.G..... G AAARA—. .. teeeennnnn TGevvvnn.
#ELT_25_J oo, - — - ... G ARARA—. . vt teieannn TG e
#ELT_25_K  iieio... - — - ... G ARARA—. . vt tiieiaenn TG e
#SRQ_06_B ..., - = .. G AAARA— ...t veerennnnn TG v e e et
#SRQ_06_H ......... - = .. G AAARA— . ... teeeennnnn TG v e e et
#SRQ_06_J .. - = .. G AAARAA—. ... teueennnn TG e ee et
#R._prolixus CTTGTAAA-T TTGCTGCTAA ATTTTATAAA TAAATGGAAA TTTTTTCAAT
#R._robustus_I  ........ P e e e et ettt et e e
#R._robustus_II ........ e e e e e e e e e e e e
#R._robustus_III ........ e e e e e e e e e e G....
#R._robustus_IV ........ B e et e e Tt e e
#CHA 6.4 ....... e e e e e e e
#CHA_06_A  ....o.... e e e et e e
#CHA_O06_B ..., P ittt e et eeeeeeieee tereaeaee e teeeaeaen
#CHA_O6_C ..., P ittt e et eeeeeeieee tereaeaee e teeeaeaen
#CHA_06_E  ........ e e e et e e
#CHA_O06_F  ........ e e e e e e e
#CHA_O06_G  ........ P ittt e et eeeeeeieee tereaeaee e teeeaeaen
#CHA_O6_H ........ P ittt e et eeeeeeieee tereaeaee e teeeaeaen
#CHA_06_I .. S P O €
#CHA_06_J ... S
#CHA_O6_L ..., S ittt tete eeeeeeieee teeeaeaeee tereaeaen
#CHA_06_O0 ..., S ittt e et eeeeeeteee teeeieaee e teeeeaen
#CHA_10_L ........ e e e e et e e
#CHA_10_.N  ........ e et e e et e e
#CHA_10_Q ... e e e e e e e e
#CHA_10_R ........ S i it tetete eeeeeeteee tereaeaeee teeaeaen
#CHA_13_A  ........ S
#CHA_13_B  ........ e et e e e e e
#CHA_13_H  ........ S i it tetete eeeeeeteee tereaeaeee teeaeaen
#CHA_13_I ..., S ittt e et eeeeeeieee teeeaeaeee teeeeaen
#CHA_13_J ... e e e e et e e
#Acc_2_1_H ..., et O
#Acc_2_1.I ..., S
#Acc_2_1.K ..., O
#ELT_25.B ..., m e ittt iete erereeeeee eeeaean Tee iiieinnnnn
#ELT_25_C ... - Coae et et e Tee iiieeeenn.
#ELT_25_D .. N Tee iiieeeenn.
#ELT_25_E  ...o.... m e ittt iete erereeeeee eeeaean Tee iiieinnnnn
#ELT_25_F ....... m e ittt iete erereeeeee eeeaean Tee iiieinnnnn
#ELT_25_G ... N Tee iiieeeenn.
#ELT_25_H .. N Tee iiieeeenn.



#ELT_25_I ....... m e ittt it erereeeeee eeeaean Ter iiieinnnnn
#ELT_25_J ..., m e ittt it erereeeeee eeeaean Ter iiieinnnnn
#ELT_25_K .o..o.... m e ittt it erereeeeee eeeaean Ter iiieinnnnn
#SRQ_06_B ..., N Tee iiieenn
#SRQ_06_H ....... N Tee iiieenn
#SRQ_06_J ... e e et e e Tee eieeennn.
#R._prolixus TAT-ACTATA AAT-CCCAGG TAATTAGATT TGTTATTAAT GTT-AACTAT
#R._robustus_I e e e e et et e e — e
#R._robustus_II ...—...... e e e e e e — e
#R._robustus_TIII ...—...... e e e e e e — e
#R._robustus_IV ...—..... G e e et et e e .—GG
#CHA_6.4 LT e et e e Covnnn.
#CHA_O6_A F T ittt eeeeeaene eeeeaeaea Covunnn
#CHA_06_B F T ittt eeeeeeene eeeeaeaea Covunn
#CHA_06_C LT N t. Covenn.
#CHA_06_E LT e et e e Covenn.
#CHA_O6_F F ittt eeeeeeene teeeaeaea .Ca.....
#CHA_06_G F ittt eeeeeeene e .CG.....
#CHA_06_H LT e et e e Covenn.
#CHA_06_1I LT e et e e Covenn.
#CHA_06_J F ettt e eeeeeeee eeeeaeaea Covnnn
#CHA_O06_L F ettt e eeeeeeee eeeeaeaea Covnnn
#CHA_06_0 LT e et e e Covenn.
#CHA_10_L LT e et e e Covenn.
#CHA_10_N LT e e e e e Covenn.
#CHA_10_0Q T e e
#CHA_10_R F B e
#CHA_13_A LT B e
#CHA_13_B LT P e
#CHA_13_H LW Te e B e
#CHA_13_1T LW Te e B e
#CHA_13_J Lo T D e
#Acc_2_1_H P ettt et eeeeee e Covent
#Acc_2_1_1 LW Te e ittt eeeeeeete eeeeaeaea Covunn
#Acc_2_1_K LW Te e ettt e eeeete e Covunnn
#ELT_25_B LT e et e e Covenn.
#ELT_25_C LT e et e e .C...C
#ELT_25_D LW Te e ettt e eeeete e Covunn
#ELT_25_E LW Te e ettt e eeeete e Covunn
#ELT_25_F LT e et e e Covenn.
#ELT_25_G LT e et e e Covenn.
#ELT_25_H LW Te e ettt eeeeeeeee teeeaeaea Covunnn
#ELT_25_1 LW Te e ettt eeeeeeeee teeeaeaea Covunnn
#ELT_25_J LT e et e e Covenn.
#ELT_25_K LT e et e e Covenn.
#SRQ_06_B T e e e e Covunn.
#SRQ_06_H J e C i e Covunn.
#SRQ_06_J LT Y - P Covenn.
#R._prolixus A--TTAAAGG C-AATTATAG AACAAAGTAA TTTTTTGCAA GAAAGG-AAA
#R._robustus_TI e e e e e e e e i e e -
#R._robustus_II .—-—....... e e e e e e e i e e -
#R._robustus_III .——....... e P -
#R._robustus_IV .TA....... m e ettt e ee e eeeeeaeee eeeea -
#CHA_6.4 e e P ittt e tereres teeeeeeaee seaean A.
#CHA_O06_A e e P ittt e tereres teeeeeeaee seaean A.
#CHA_06_B T e e e e et e e A.
#CHA_06_C T e e e e e et e e A.
#CHA_O6_E e e P ittt e tereres teeeeeeaee seaean A.
#CHA_O6_F e e e B T A.
#CHA_06_G T e e e et et e e A.
#CHA_06_H T e e e e e et e e A.
#CHA_O06_T e e P ittt e e reres teeeeeeaee seaean A.
#CHA_06_J e e ettt eeeeaean Ge i e A.
#CHA_06_L T e e e e ettt e e A.
#CHA_06_0 T e e e e e et e e A.
#CHA_10_L e e Pt ittt e e retes teeeeeeaee seaean A.
#CHA_10_N e e Pt ittt e tereres teeeeeeaee seaean A.
#CHA_10_0Q T e e e e et e e A.
#CHA_10_R T e e e e e et e e A.
#CHA_13_A e e Pt ittt e tereres teeeeeeaee seaean A.
#CHA_13_B e e Pt ittt e tereres teeeeeeaee seaean A.
#CHA_13_H e e P ittt e e retes teeeeeeaee seaean A.
#CHA_13_1I T e e e e ettt e e A.
#CHA_13_J T e e e e e et e e A.
#Acc_2_1_H e e e e e e e et e e A.
#Acc_2_1_1 e e e e e e e et e e A.
#Acc_2_1_K e e e e e e e e e A.
#ELT_25_B T e e e et ettt e e A.



#ELT_25_C e, e e e e e e ettt e et e A... [750]
#ELT_25_D e, e e e e e e ettt e et e A... [750]
#ELT_25_F e, e e e et e e et e e et e A... [750]
#ELT_25_F [ T e e et ettt e e A... [750]
#ELT_25_G [ T e e et ettt e e A... [750]
#ELT_25_H e, e e e e e e e et e et e A... [750]
#ELT_25_1T e, e e e et e ettt ee et e A... [750]
#ELT_25_J [ T e e e et et et e e A... [750]
#ELT_25_K [ B A... [750]
#SRQ_06_B e, e e e e e et ettt e e et e A... [750]
#SRQ_06_H e, e e e et e et e et e A... [750]
#SRQ_06_J T e e T e e e e et e e e A... [750]
#R._prolixus GAAAAAAAA- —-TT---AAA AAAATA--—-T TT- [783]
#R._robustus_1I Ao, AAA..———. .. .. -———. ..—- [783]
#R._robustus_II A........ A A-..-———G.. ....-.AA-. ..—- [783]
#R._robustus_III A........ A -——..———G.. ....-.AA-. ..— [783]
#R._robustus_IV A......—-——— —— .. —.AAA - [783]
#CHA_6.4 Ao A A-..TTT... ....———— . ..— [783]
#CHA_O6_A Ao A AA..TTT... ....————— . ..— [783]
#CHA_06_B Ao A AA..TTT... ....————— . ..— [783]
#CHA_06_C Ao, A A-..TTT... ....———— . ..— [783]
#CHA_O06_E Ao, A A-..TTT... ....————— . ..— [783]
#CHA_O6_F Ao A a-..TTT... ....———— . ..— [783]
#CHA_06_G Ao A A-..TTT... ....————— . ..— [783]
#CHA_O6_H Ao A ——..TTT... ...a———~— . ..— [783]
#CHA_06_T Ao, A A-..TTT... ....————— . ..— [783]
#CHA_06_J Ao, A A-..TTT... ....————— . ..— [783]
#CHA_O06_L Ao A A-..TTT... ....————— . ..— [783]
#CHA_06_0O Ao A AA..TTT... ....————— . ..— [783]
#CHA_10_L Ao, A A-..TTT... ....———— . ..— [783]
#CHA_10_N Ao, A A-..TTT... ....———— . ..— [783]
#CHA_10_0 Ao —— = .= .. ..A.A—— .— [783]
#CHA_10_R Ao —— e AL .T [783]
#CHA_13_A Ao, -_— ... ..A.A—— - [783]
#CHA_13_B Ao, -_— ... ..A.A—— - [783]
#CHA_13_H Ao —— = .= .. ..A.A—— - [783]
#CHA_13_T Ao —— = .= .. ..A.A—— - [783]
#CHA_13_J Ao, -_— ... ..A.A—— - [783]
#Acc_2_1 H Ao i—— —— ..——G. . ..A.A—— - [783]
#Acc_2_1_1T Ao —— e ..A.A—— - [783]
#Acc_2_1_K Ao —— e ALA—— - [783]
#ELT_25_B Ao, A —..TT-... ... A——~ - [783]
#ELT_25_C Ao, A —..TT-... ....A————. ..— [783]
#ELT_25_D Ao A A-..TT-... A———— - [783]
#ELT_25_FE Ao A A-..TT-... ....A————. ..—- [783]
#ELT_25_F Ao, A A-..TT—-... ....A———. ..— [783]
#ELT_25_G Ao, A A-..TT—-... ....A———. ..— [783]
#ELT_25_H Ao A —..TT-... ....A————. ..- [783]
#ELT_25_1 Ao A A-..TT-... ....A————. ..—- [783]
#ELT_25_J Ao A A-..TT-... ....A————. ..—- [783]
#ELT_25_K Ao, A A-..TT-... ....A———. ..— [783]
#SRQ_06_B Ao, A A-..TT-... ....A———. ..— [783]
#SRQ_06_H Ao - —..TT-... ....A———. ..- [783]
#SRQ_06_J Ao A A-..TT-... ....A————. ..—- [783]
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Apéndice 2.6 - alinhamento dos clones de ITS-2 de “stali/pictipes s.l.” da Bolivia (A e
B), R. pictipes e R. stali (Marcilla et al. 2001; numeros de acesso

AJ286889 e AJ286890).
#R._stali_Al TTAAAAAAAA AAATTGCCAG CATTTTTTTA TTTTTTATAT ATTATATAAA [ 50]
FR._STALli_ A2 e e e et ettt e e e [ 50]
#R._stali A3 ... e e es e sessasasas sessaasees sesereneas [ 50]
2 S o= e 2 [ 50]
2 S o= e 2 T [ 50]
FR._STAli Bl e e e et e ettt e e [ 50]
FR._STAli_ B2 e et ettt e e [ 50]
2 S o= e = 3 [ 50]
2 S o= e [ 50]
FR._STAli_ B5 e e e e et ettt e e e [ 50]
FR._Stald AJ286890 .« vttt ettt ittt et e e e e eee e [ 50]
HR._STall AJ286880 i ittt ittt et ettt ettt e [ 50]
#R._stali_Al AATTAAAAAT GTTGGGCGAG ATTTTTTTTC TTTTATCTTT AAAACTATAA [100]
FR._STALli_ A2 e e e et ettt e e [100]
#R._stali A3 ..., T [100]
5 S o= e [100]
FR._STALli_ AL e e e et e ettt e e e [100]
FR._STAli Bl et e et e ettt e e [100]
2 S o= e [100]
2 S o= e = 3 [100]
HR._STali B4 e et ettt e e e [100]
FR._STAli_B5 e e e e e et e ettt e e [100]
HR._STAld AJ286890 v i v it ittt ittt et et et e [100]
HR._STall AJ286880 ittt ittt t et ettt et e [100]
#R._stali_Al AGGCAATCTT ATTTGCTATT ATAATTTTTT AAAGTAAAAA ATGGAAATGT [150]
FR._STALli_ A2 e e et ettt e e [150]
2 S o= e 2 [150]
5 S o= e 2 [150]
2 = ot e 2N e [150]
FR._STALi_BLl it e e e e e e e et e e e e [150]
S S o= e [150]
2 S o= e = 3 [150]
2 P = ot e S [150]
2 = ot e = 1 e [150]
HR._STald AJ286890 v ivii ittt et et e e et e [150]
HR._STald AJ286880 i ittt ittt et ettt et e [150]
#R._stali_Al TGCCGTTTTG TTTTATAGCA ATTCAGCATA TTTTTAAATA TATATATTAT [200]
2 S o= e 2 [200]
HR._stali A3 e e e et e et e Covivnnnnn [200]
HR._Stali A4 e et e e Covinnnnnn [200]
FR._STali AL et e e Covinnnnnn [200]
HR._stali Bl e ettt e et e Covivnnnnn [200]
HR._stali B2 e ettt e et e Covivnnnnn [200]
#R._Stali B3 e et e e Covinnnnnn [200]
#R._Stali B4 e et e e Covininnnn [200]
HR._stali B e e ettt e et e Covivnnnnn [200]
HR._stali AJ286890 v uv ittt ittt et e Covivnnnnn [200]
HR._stali AJ286880 ittt ittt et e Covinnnnnn [200]
#R._stali_Al TTTTTTCCCT CTTCTTGTTT ATTACTTAAA ATATTTCTAT AAAGCAATTA [250]
2 S o= e 2 [250]
#R._stali_ A3 ..... e e e e e e e e e e et e et e e e [250]
HR._STAli_ A4 e e e et ettt e e [250]
FR._STALli_AD e e et ettt e e [250]
#R._stali_ Bl e et e e Avie e e [250]
HR._Stali_ B2 e e e et e e Avein i [250]
#R._Stali_ B3 i et e e Avvve tiininennn [250]
#R._stali B4 i et e e Avvve tiininennn [250]
HR._stali B5 e e e et e e e Avein i [250]
HR._STald AJ286890 i iv it ittt et et et e et e [250]
HR. _Stald AJ286889 ittt ittt et e e e e ee e [250]
#R._stali_Al TAGTTTTATA AACAATCAAT AAAAATTTAA CTACCTTATA ACCTGCTTTT [300]
2 S o= e 2 [300]
FR._STAli_ A3 e e e et ettt e e e [300]
HR._STAli_ A4 e e et et e e e [300]
2 S o= e 2 T [300]
2 S o= e = 0 [300]



#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.

#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.

#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.

#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.

#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.

#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.

#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.

_stali_B2
_stali_B3
_stali_B4
_stali_B5
_stali_AJ286890
_stali_AJ286889

_stali_Al
_stali_A2
_stali_A3
_stali_A4
_stali_AS5
_stali_B1
_stali_B2
_stali_B3
_stali_B4
_stali_B5
_stali AJ286890
_stali AJ286889

_stali_Al
_stali_A2
_stali_A3
_stali_A4
_stali_AS5
_stali_B1
_stali_B2
_stali_B3
_stali_B4
_stali_B5
_stali AJ286890
_stali AJ286889

_stali_Al
_stali_A2
_stali_A3
_stali_A4
_stali_AS5
_stali_B1
_stali_B2
_stali_B3
_stali_B4
_stali_B5
_stali AJ286890
_stali_AJ286889

_stali_Al
_stali_A2
_stali_A3
_stali_A4
_stali_AS5
_stali_B1
_stali_B2
_stali_B3
_stali_B4
_stali_B5
_stali AJ286890
_stali_AJ286889

_stali_Al
_stali_A2
_stali_A3
_stali_A4
_stali_AS
_stali_B1
_stali_B2
_stali_B3
_stali_B4
_stali_B5
_stali_AJ286890
_stali_AJ286889

_stali_Al
_stali_A2
_stali_A3
_stali_A4
_stali_AS5
_stali_B1
_stali_B2
_stali_B3



#R.
#R.
#R.
#R.

#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.

#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.

#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.
#R.

_stali_B4
_stali_B5
_stali_AJ286890
_stali_AJ286889

_stali_Al
_stali_A2
_stali_A3
_stali_A4
_stali_AS
_stali_B1
_stali_B2
_stali_B3
_stali_B4
_stali_B5
_stali_AJ286890
_stali_AJ286889

_stali_Al
_stali_A2
_stali_A3
_stali_A4
_stali_AS5
_stali_B1
_stali_B2
_stali_B3
_stali_B4
_stali_B5
_stali_AJ286890
_stali_AJ286889

_stali_Al
_stali_A2
_stali_A3
_stali_A4
_stali_AS5
_stali_B1
_stali_B2
_stali_B3
_stali_B4
_stali_B5
_stali_AJ286890
_stali AJ286889
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