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RESUMO

O subgénero Evandromyia (Aldamyia) (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) possui 15
espécies formalmente descritas por caracteres morfolégicos, além de uma espécie cujo
nome nado atende o principio de nomenclatura binomial (artigos 5.1 e 11.4, ICZN). Por conta
da complexidade da identificacdo morfoldgica desses insetos, métodos moleculares podem
ser utilizados de forma integrativa para elucidar sua correta identificacdo, como é o caso da
amplificacdo e analise do DNA Barcoding (fragmento do gene citocromo oxidase subunidade
| — col). Trés das espécies desse subgénero — E. carmelinoi, E. evandroi e E. lenti — ndo sado
corretamente delimitadas pelo gene col. Logo, nesse estudo foi avaliada a utilidade da
taxonomia molecular para a identificacdo de espécies desse subgénero, incluindo a analise
de marcadores suplementares ao COl, bem como a utilizacdo de métodos sofisticados de
delimitagdo de espécies “multilocus”. Para isso, foram analisadas sequencias do gene COI de
10 morfoespécies, além de sequencias dos genes CYTB, CAC, PER e rDNA 28S para trés
espécies indistinguiveis pelo COl, provenientes de 11 localidades do Brasil. Foram
combinadas ao nosso conjunto de dados 44 “barcodes” de COI previamente publicadas, que
foram analisadas pelos critérios de similaridade de sequencias “best-match”, enquanto
guatro diferentes métodos de delimitacdo de espécies “single-locus” (ABGD, GMYC, PTP e
TCS) foram utilizados para inferir unidades taxonGmicas operacionais (OTUs). A utilidade de
marcadores suplementares na delimitacdo de espécies pelo CO/ foi conduzida pelo método
“multilocus” de coalescéncia de multiplas espécies (MSC) no programa BPP. De forma geral,
seis das morfoespécies analisadas foram corretamente delimitadas pelos “barcodes”,
formando clados bem apoiados pelas analises filogenéticas e inferéncia de OTUs, enquanto
outras quatro — E. carmelinoi, E. evandroi, E. lenti e E. piperiformis — formaram um Unico
clado/OTU bem apoiado. Apesar de E. carmelinoi, E. evandroi e E. lenti serem indistinguiveis
por sequencias de COI, E. piperiformis formou um clado Unico, e pode ser corretamente
identificado pelos critérios de “best-match”. A analise dos marcadores suplementares CYTB,
CAC, PER e 28S ndo foram suficientes para delimitar corretamente as trés espécies
indistinguiveis pelo COI/, mas ao analisadas por métodos “multilocus” foram capazes para
delimitar E. evandroi como uma espécie distinta de E. carmelinoi/E. lenti. Apesar das nitidas
diferencas morfoldgicas, essas quatro ultimas espécies ndo podem ser identificadas como
taxons distintos na maioria das andlises moleculares, e por conta disso propomos que devam
ser consideradas como membros de um complexo de espécies recentes (complexo
Evandroi).

Palavras-chave: DNA barcoding, filogenética, flebotomineos, complexo de espécies,
delimitagdo de espécies, “multilocus”, coalescéncia.



ABSTRACT

The subgenus Evandromyia (Aldamyia) (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) has 15
species formally described by morphological characters, in addition, one species does not
comply with the Principle of Binominal Nomenclature (articles 5.1 and 11.4, ICZN). Due to
the complexity of the morphological identification of these insects, molecular methods may
be used in an integrative way to elucidate their correct identification, such as the
amplification and analysis of DNA Barcoding (a fragment of the gene cytochrome oxidase
subunit | - COI). Three species of this subgenus — E. carmelinoi, E. evandroi and E. lenti — are
not correctly delimited by CO/-barcodes. Therefore, this study evaluated the usefulness of
molecular taxonomy for the identification of Evandromyia (Aldamyia) species, including the
analysis of supplementary markers to COIl, as well as the use of sophisticated multilocus
species delimitation methods. For this, we analyzed COI sequences of 10 morphospecies, as
well as sequences of the CYTB, CAC, PER and rDNA 28S genes for three species
indistinguishable by COI from 11 localities in Brazil. Forty-four previously published COI-
barcodes were combined with our dataset, which were analyzed by the best-match
sequence similarity criteria, while four different single-locus species delimitation methods
(ABGD, GMYC, PTP and TCS) were used to infer operational taxonomic units (OTUs). The
usefulness of supplemental markers in species delimitation was also conducted by the multi-
species coalescent (MSC) method in the BPP software. Overall, 6 of the morphospecies were
congruent with both the well-supported clades identified by phylogenetic analysis and the
OTUs inferred by species delimitation, while the remaining 4 morphospecies — E. carmelinoi,
E. evandroi, E. lenti and E. piperiformis — were merged into a single well-supported
clade/MOTU. Although E. carmelinoi, E. evandroi, E. lenti were indistinguishable using CO/
DNA barcodes, E. piperiformis did form a distinct phylogenetic cluster and could be correctly
identified using best-match criteria. The analysis of the other markers CYTB, CAC, PER and
28S were insufficient to correctly identify the three species indistinguishable by COI, but
when analyzed by multilocus methods were sufficient to delimit E. evandroi as a distinct
species of E. carmelinoi / E. lenti. Despite the clear morphological differences, these last four
species cannot be delimited as distinct taxa in most of the molecular analyzes, and we
therefore propose that they should be considered as members of a recently-diverged
species complex (evandroi complex).

Keywords: DNA barcodes, sand fly, phylogenetics, species delimitation, species complex,
taxonomy, multi-species coalescent.
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1. Introdugao

1.1. Subfamilia Phlebotominae

Os flebotomineos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) sdo insetos responsaveis
pela transmissdo de varios patégenos, como protozodrios do género Leishmania, arbovirus e
bactérias do género Bartonella (MAROLI et al., 2013; READY, 2013; BRAZIL et al., 2015).
RegiGes mais quentes do globo apresentam uma maior diversidade e riqueza desses insetos,
como América Central, América do Sul, Africa, Oriente Médio e sul da Eurdsia. A subfamilia
Phlebotominae compreende, somente nas América, mais de 500 espécies pertencentes a 23
géneros (SHIMABUKURO et al., 2017).

Os flebotomineos sdo insetos de pequeno porte (cerca de 3 mm), no qual a
morfologia do adulto alado é bem caracteristica por conta do aspecto hirsuto de seu corpo
(Figura 1). Além do grande numero de cerdas, os flebotomineos, ao pousar, deixam suas
asas levantadas sobre o corpo em formato de “v”, tornando-os facilmente distinguiveis de
outros membros da familia Psychodidae. O dimorfismo sexual é perceptivel por vezes a olho
nu, ja que suas respectivas terminalias possuem aspectos muito diferentes (Figura 2). Ambos
os sexos se alimentam de solugbes acucaradas de plantas e secrecdo de afideos, mas as
fémeas também utilizam a hematofagia como fonte nutricional para maturacao dos ovos,

gue sdo postos principalmente em solo rico de matéria organica (KILLICK-KENDRICK, 1999).

Figura 1. Fémea do flebotomineo Phlebotomus papatasi realizando repasto sanguineo.
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention's Public Health Image Library (PHIL), ID:
#10275.
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Figura 2. Exemplares de flebétomos fémea (a) e macho (b) do subgénero Evandromyia
(Aldamyia). Circulos em vermelho destacam o dimorfismo sexual presente na terminalia da
subfamilia Phlebotominae.

Sua capacidade de voo é muito limitada, e varias espécies de flebotomineos estdo
restritas a condicGes ambientais especificas. Essas restricdoes podem estar relacionadas aos
biomas, temperatura, umidade, altitude e a distribuicdo de hospedeiros especificos. Por
exemplo, é sabido que as fémeas da espécie Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira,
1942) possuem grande afinidade por roedores como fontes de repasto sanguineo e
ocupacao de criadouros (SHAW & LAINSON 1968), e que Nyssomyia umbratilis (Ward &
Fraiha, 1977) pode ocupar em grande abundancia o dossel de arvores (READY et al., 1986),
diferente da maioria dos flebotomineos.

A complexidade ecoldgica dos flebotomineos torna o controle desses insetos um
esforco arduo. Do ponto de vista da saude publica, o entendimento da biologia desses
insetos é de grande relevancia na prevencao de surtos de doengas como as leishmanioses
(BATES et al., 2015), em que a associacdo de uma espécie vetor com um determinado tipo
de ambiente ou hospedeiro, pode ser essencial para o controle dessas enfermidades. Com
isso, a identificacao de flebotomineos ao nivel de espécie se torna de grande relevancia para
o entendimento tanto da ecologia desses insetos, quanto das doencas as quais estdo
associados.

A taxonomia dos flebotomineos é baseada em caracteres morfoldgicos, mas apesar

de sua importancia é por vezes confusa e complexa. Alguns géneros possuem espécies em
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gue as fémeas sdo isomorficas (e.g. Brumptomyia, Psychodopygus, Trichophoromyia,
Evandromyia, etc.), nos quais somente os machos sdo identificados ao nivel de espécie. Ha
também casos em que caracteres de dificil visualizacdo sdo utilizados para separar espécies
(GALATI, 2003; 2018), e um grande numero de estruturas utilizadas na identificacdo
morfoldgica, como antenas e palpos, podem ser facilmente perdidas durante a coleta e/ou
preparacdo dos exemplares. As chaves de identificacdo morfoldgica das espécies de
flebotomineos requerem a montagem dos insetos em laminas para visualizacdo dos
caracteres diagndsticos por microscopia 6tica (YOUNG & DUNCAN, 1994; GALATI 2003;
2018), tornando o processo lento e dependente da "expertise" do identificador. Estas chaves
também desconsideram a possibilidade da ocorréncia de espécies cripticas, apesar da
grande relevancia dos complexos de espécies do ponto de vista da capacidade de transmitir
patégenos e entendimento da diversificacdo dos flebotomineos e das leishmanioses

(MAINGON et al., 2008).

1.2. Taxonomia molecular de flebotomineos

Todos os fatores supracitados tornam a identificacdo e delimitacdo de espécies de
flebotomineos um processo laborioso e, em certos casos, impossivel de ser executada ao
nivel especifico. Por conta disso, metodologias integrativas vém sendo utilizadas na
delimitacdo dessas espécies, como a morfometria (GODOY et al., 2014; 2018) e a biologia
molecular (DEPAQUIT, 2014).

Com o intuito de resolver muitos desses problemas taxondmicos, HEBERT et al.,
(2003) propuseram a utilizacdo de um fragmento do gene citocromo c oxidase subunidade |
(cal), que codifica proteinas que participam ativamente na cadeia transportadora de
elétrons presente no processo de fosforilagdo oxidativa da mitocondria. Um fragmento
desse gene, chamado de “barcode region” é amplamente utilizado na taxonomia e
sistematica molecular de metazodrios por conta da alta taxa de mutag¢des entre espécies ou
até mesmo populagdes de um mesmo taxon (HEBERT et al. 2003). O sequenciamento dessa
regido e sua andlise no Barcode of Life Data Systems (BOLD Systems) (RATNASINGHAM &
HEBERT, 2007) permite a identificacdo de sequéncias sem a necessidade da identificacdo

morfoldgica prévia. Isso permite que organismos sejam identificados apenas com alguns
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fragmentos do corpo (e.g. pernas de flebotomineos), a partir de qualquer estagio de vida
(e.g. larvas e pupas de flebotomineos) ou até mesmo de espécies cripticas.

Apesar das notaveis vantagens, esse método possui limitacbes em grupos de
organismos que divergiram muito recentemente (Stoeckle, 2003) e em casos de hibridizacdo
acompanhada da introgressdao do mtDNA (Pinto et al., 2015). Esses casos especificos devem
ser avaliados por meio de estudos comparativos entre a delimitacdo de espécies por dados
morfolégicos e moleculares.

Muitos pesquisadores vém utilizando o marcador usualmente empregado na
identificacdo de animais (gene COI) no intuito de validar sua utilidade na identificacdo de
flebotomineos das regides Neotropical (AZPURUA et al., 2010; SCARPASSA & ALENCAR,
2013; GUTIERREZ et al., 2014; NZELU et al., 2015; PINTO et al., 2015; ROMERO-RICARDO et
al., 2016; MEJIA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2018; CARRERO-SARMIENTO & HOYOS-
LOPEZ, 2018; LAURITO et al., 2019), Neartica (FLORIN & TELLEZ, 2013; ADENIRAN et al.,
2019; LOZANO-SARDANETA et al.,, 2020), Paleartica (CHASKOPOULOU et al.,, 2016;
DOKIANAKIS et al., 2016; DOKIANAKIS et al., 2018; KASAP et al., 2019), e Oriental (KUMAR et
al., 2012; SRINIVASAN et al., 2014; POLSEELA et al., 2016; GAJAPATHY et al.,, 2016;
SUKANTAMALA et al., 2016).

A amplificagdo e analise desse fragmento permitiu a identificacdo de diversidade
criptica associada a varias espécies, como por exemplo, Sergentomyia bailyi (KUMAR et al.,
2012), Lutzomyia longipalpis (RODRIGUES et al., 2018), S. barraudi (POLSEELA et al., 2016),
Evandromyia edwardsi (PINTO et al., 2015), etc. Essa identificacdo de diversidade molecular
pode ser realizada por meio de varios métodos, sendo o mais robusto a identificagdo por
meio de algoritmos que organizem as sequéncias em clusters denominados “operational
taxonomic units (OTUs)” de acordo com sua similaridade genética (PINTO et al., 2015;
POLSEELA et al., 2016; RODRIGUES et al., 2018). Apesar disso, a simples formacdao de
"clusters" independentes em arvores de “neighbor-joining” e/ou que excedem o limite de
3% de distancia genética intraespecifica proposto por HEBERT et al., (2003), podem ser
interpretados como a presenca de diversidade criptica em uma espécie (GUTIERREZ et al.,
2014), tendo em vista que essa delimitacdo, pelo menos para flebotomineos, é feita de
forma arbitraria e nao padronizada. Esses achados de diversidade criptica por dados
moleculares devem ser analisados com cautela, e sempre que possivel serem corroborados

pela morfologia, como por exemplo, o complexo S. bailyi, descrito inicialmente pelo DNA
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Barcoding (KUMAR et al., 2012) e posteriormente pela taxonomia classica (e.g. YOGESWARI
& SRINIVASAN, 2016).

Além de espécies cripticas, a taxonomia molecular de flebotomineos vem se
mostrando promissora na associacdo de machos com fémeas de espécies isomorficas
(SRINIVASAN et al., 2014; NZELU et al., 2015; PINTO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2018),
bem como sequéncias de estagios imaturos com as de adultos identificados
morfologicamente (VIVERO et al., 2017).

Tendo em vista esses estudos e o progresso da taxonomia molecular de
flebotomineos, atualmente estdo depositadas “barcodes” de 7,110 individuos de 338
espécies de flebotomineos no BOLD Systems (ultima checagem em 16/03/2020). Desses,
2,466 sequencias de 250 espécies estdo com acesso publico. Para o género Evandromyia,
somente nove das 46 espécies possuem sequéncias depositadas.

Aliado ao gene COI, outros marcadores moleculares podem ser utilizados na
taxonomia, sistematica e genética de popula¢cdes de flebotomineos. Um fragmento de outro
gene do mtDNA, citocromo b (CYTB), também responsavel pela regulacdo de elétrons na
mitocondria, é utilizado na descoberta de estruturacdo de populacdes de flebotomineos
(HAMARSHEH et al. 2007, COHNSTAEDT et al. 2012; PECH-MAY et al. 2013), ou até mesmo
como marcador alternativo para delimitacdo de espécies por meio do DNA Barcoding
(KRUGER et al. 2011).

Apesar disso, a ineficacia do mtDNA em estudos de diversidade molecular podem
acontecer devido a eventos de introgressdo e/ou separagdo incompleta das linhagens. A
infeccdo de bactérias endossimbiontes (e.g. género Wolbachia), podem confundir os
padroes de variagdo do mtDNA, levando a interpreta¢des erréneas de dados moleculares
destinados a taxonomia (WHITWORTH et al. 2007; GALTIER et al. 2009; KODANDARAMAIAH
et al. 2013). Por conta disso, outros marcadores do DNA nuclear (nDNA) podem ser
utilizados no estudo de flebotomineos.

O gene do nDNA cacophony (CAC) estd diretamente relacionado aos sons de cépula
da mosca Drosophila melanogaster (PEIXOTO & HALL, 1998), e pode ser utilizado na
sistematica de insetos, bem como no estudo de processos de especiacdo (LINS et al. 2002).
PEIXOTO et al. (2001) isolaram um gene homologo ao CAC de Drosophila para o fleb6tomo L.
longipalpis, que compreende uma regido de intron varidvel utilizada na sistematica de

Phlebotominae (LINS et al. 2002; BOTTECCHIA et al. 2004; GRACE-LEMA et al. 2015).
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Semelhante a isso, o gene period (PER) esta relacionado aos sons de copula de insetos, e
também possui conexdo com o comportamento desse grupo por meio do ritmo circadiano
(KONOPKA & BENZER, 1971). Um homologo desse gene, também isolado em flebotomineos
por PEIXOTO et al. (2001), é utilizado no estudo da sistematica (MAZZONI et al. 2002) e
genética de populagdes (BAUZER et al. 2002; COSTA et al. 2015) desses insetos.

Por outro lado, o DNA ribossomal (rDNA) possui regides que codificam a producdo de
RNA ribossomal (rRNA), que junto de outras proteinas formam os ribossomos, moléculas
responsdveis pela traducdo de RNAm em cadeias polipeptidicas. Dada a natureza do
marcador, os genes do rDNA possuem dindmica evolutiva diferenciada daqueles que
produzem proteinas, tendo regides com taxas de mutacdo variada. Um desses genes, o 288,
pode ser utilizado em estudos de eventos recentes de filogenias (HILLIS & DIXON, 1991),

incluindo os flebotomineos (BEATI et al. 2014).

1.3. Subgénero Evandromyia (Aldamyia)

O género Evandromyia foi inicialmente descrito como um subgénero de Flebotomus?
(sic) por MANGABEIRA (1941), que agrupou as espécies Flebotomus (Evandromyia)
bourrouli’ Barretto & Coutinho, 1941, F. (E.) brachiphallus Mangabeira, 1941 e F. (E.)
infraspinosus Mangabeira, 1941 por conta dos caracteres (i) gonocoxito com tufo de cerdas,
(i) gonodstilo com quatro espinhos, (iii) presenca de cerda espiniforme pré-apical e (iv)
presencga de cerdas ndo caducas no apice do lobo epandrial e (v) lobo epandrial maior que o
gonocoxito

BARRETTO (1962) reconhece Evandromyia como um subgénero de Lutzomyia Franca,
1924. Para esse agrupamento sdo utilizados os caracteres: (i) tufo de cerdas na regido basal
do gonocoxito, (ii) gondstilo com quatro espinhos, (iii) presenca de cerda espiniforme pré-
apical no gondstilo, (iv) lobo epandrial maior ou igual ao comprimento do gonocoxito, (v)
cibdrio com quatro dentes posteriores e (vi) arco esclerotizado completo. Na classificacdo de

THEODOR (1965) Evandromyia é incluido como subgénero de Lutzomyia e os caracteres (i)

1Por meio da opinido 256 da ICZN (1950) fica alterado o género citado em sua grafia correta Phlebotomus
Rondani, 1840.

Para preservar as alteracdes histéricas da nomenclatura, os nomes foram mantidos assim como postos em
suas respectivas classificagses.
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auséncia de cerdas no tergito 8 e (ii) apice do lobo epandrial afilado para esse grupo, sdo
adicionados aos ja descritos em BARRETTO (1962).

Apds cinco décadas da descricdo inicial, GALATI (1995)° elevou esse e outros
subgéneros de flebotomineos ao nivel genérico com sua classificacdo que leva em conta a
filogenia desse grupo. Para isso, utilizou dos seguintes caracteres para discriminar o género
Evandromyia: (i) gonocoxito com tufo de setas compactas na regido basal, (ii) gonocoxito
com auséncia de franja de cerdas na face dorsal interna, (iii) lobo epandrial de apice afilado
e (iv) relacdo do comprimento entre clipeo/cabeca maior que %.

Em duas revisOes posteriores (GALATI, 2003; 2018) foram incluidas novas séries e
subgéneros para Evandromyia. Atualmente esse género possui 46 espécies descritas,
distribuidas nos subgéneros (Aldamyia) Galati, 2003, (Evandromyia) sensu stricto
(Mangabeira, 1941) (séries Infraspinosa, Saulensis e Rupicola) e (Barrettomyia) Martins &
Silva, 1968 (séries Monstruosa, Tupynambai e Cortelezzii).

O subgénero Evandromyia (Aldamyia), também descrito por GALATI (2003; 2018),
possui 15 espécies formalmente descritas por caracteres morfolégicos, além de E. (A.) sp. de
Baduel, uma espécie cujo nome ndo atende o principio de nomenclatura binomial (artigos
5.1 e 11.4, ICZN), (SHIMABUKURO et al., 2017). Todas possuem registros de ocorréncia no
Brasil, com excec¢do de E. hashiguchii Ledn, Teran, Neira & Le Pont, 2009 que foi registrada
somente no Equador (SHIMABUKURO et al., 2017). Os caracteres utilizados para delimitacao
desse subgénero sdo (i) presenca de papilas tergais com bordos proeminentes, (ii) cibario
com dentes anteriores lateralizados e (iii) espermatecas em formato de mag¢a (com excec¢ao
de E. termitophila).

Alguns grupos de pesquisa ainda utilizam classificacdes e chaves de identificacao
antigas (e.g. YOUNG & DUNCAN, 1994) que incluem Evandromyia como apenas um
subgénero de Lutzomyia. Para nosso estudo, adotamos a classificagdo de GALATI (1995;
2003; 2018) e assumiremos Evandromyia como um género pertencente a subtribo
Lutzomyiina.

Apesar da grande semelhanga de caracteres morfoldgicos entre algumas espécies,

todas podem ser delimitadas pela taxonomia cldssica (GALATI, 2003). Entretanto, algumas

3 De acordo com as normas da ICZN essa classificacdo n3o possui validade, pois ndo especifica e demonstra os
caracteres diagndsticos para separar as espécies analisadas. Sendo assim, os taxons descritos passam a ter
validade em Galati (2003), no qual é elaborada uma chave taxonGmica para distincdo dos taxons estudados.
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espécies como E. lenti, E. evandroi e E. carmelinoi sao indistinguiveis pelo DNA Barcoding

(PINTO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2018) (Figura 3). Essas trés espécies possuem

distribuicdo simpatrica na maioria dos estados brasileiros (Figura 4), e sdo morfologicamente

muito proximas, mas apesar disso, suas diferencas morfoldgicas sdo nitidas e facilmente

visualizadas em estruturas como o formato da espermateca nas fémeas (Figura 4), o

paramero e o apice do duto edeagal da terminalia dos machos (Figura 5) (GALATI, 2003;

2018). A discordancia visualizada entre as identificacbes molecular e morfoldgica dentro

desse grupo levanta questdes sobre possiveis eventos de hibridizacdo e introgressao do

genoma mitocondrial entre essas espécies, levando ao decréscimo da variabilidade genética.

Nesse sentido, eventos de introgressdo tém sido encontrados em outros géneros de

flebotomineos (PESSON et al., 2004; MAZZONI et al., 2006; 2008).

a ~ MABRO36-17|Evandromyia evandroi

93| MABRO035-17|Evandromyia evandroi
g MABRO60-17|Evandromyia lenti

b Evandromyia lentin = 1
100 Y| Evandromyia carmelinoin = 2

MABRO32-17|Evandromyia evandroi
MABR039-17|Evandromyia evandrol
MABRO046-17|Evandromyia lenti
MABROS57-17\Evandromyra lenti
MABRO37-17\Evandromyia evandroi
MABRO31-17|Evandromyia evandroi
MABRO58-17|Evandromyia lenti
MABR035-17\Evandromyia lenti
MABRO038-17|Evandromyia evandroi
MABRO33-17|Evandromyia evandroi
MABR028-17\Evandromyia evandroi
MABRO27-17\Evandromyia evandroi

|| MABROS2-17|Evandromyia lenti

5, MABRO19-17)Evandromyia lenti
MABRO51-17\Evandromyia lenti

MABRO34-17|Evandromyia evandroi
- MABRO54-17|Evandromyia lenti

- MABRO44-17|Evandromyia lenti

L MABRO048-17|Evandromyia lenti
MABRO059-17|Evandromyia lenti
MABR029-17)Evandromyra evandroi
- MABROS3-17|Evandromyia lenti

- MABRO049-17Evandromyia lenti
MABRO050-17\Evandromyia lenti
MABRO30-17|Evandromyia evandroi
MABRO045-17\Evandromyia lenti

I MABRO47-17\Evandromyia lenti
MABRO56-17\Evandromyia lenti

Figura 3. Arvores neighbor-joining de sequencias do gene
espécies E. lenti, E. evandroi e E. carmelinoi. (a) Recorte da arvore obtida e adaptada de
RODRIGUES et al., (2018) (b) recorte da arvore obtida e adaptada de PINTO et al., (2015).

COI para flebotomineos das
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O Evandromyia carmelinoi
QO E. evandroi

E. lenti

E. piperiformis

Figura 4. Mapa do Brasil mostrando a distribuicdo geografica das espécies
Evandromyia carmelinoi, E. evandroi, E. lenti e E. piperiformis de acordo com os
estados brasileiros.
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Figura 5. Fotografias de microscopia 6tica dos ultimos segmentos abdominais de fémeas do
subgénero Evandromyia (Aldamyia), com énfase no formato das espermatecas de (a) E.
carmelinoi, (b) E. evandroi, (c) E. lenti e (d) E. piperiformis.
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Figura 6. Fotografias de microscopia otica da termindlia de machos do subgénero
Evandromyia (Aldamyia), demonstrando aspectos gerais (a esquerda), e o apice dos dutos
edeagais (a direita circulado em vermelho) de (a,b) E. carmelinoi, (c,d) E. evandroi, (e,f) E.

lenti e (g,h) E. piperiformis.
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A correta identificacdo molecular das espécies desse subgénero pode ser de grande
relevancia para a saude publica e entendimento da epidemiologia das leishmanioses. O
papel dos flebotomineos do subgénero Evandromyia (Aldamyia) na transmissdo de
Leishmania é pouco estudado, e foi geralmente descontinuado por conta de um Unico
estudo que demonstrou que E. lenti é refrataria a infeccdo por L. amazonensis (BRAZIL et al.,
1997), bem como experimentos ndo publicados que declaram que E. carmelinoi ndo pode
ser infectada experimentalmente por uma série de leishmanias ndao especificadas (RYAN et
al., 1986). Entretanto, na natueza, espécies de Evandromyia sdao sabidamente associadas a
tatus (Dasypodidae) (AGUIAR & VIEIRA, 2018), que sdo reservatérios comprovados de
diversas espécies de Leishmania no Novo Mundo (LAINSON et al., 1979; LAINSON et al.,
1981; LAINSON & SHAW, 1989). Consequentemente, o subgénero Evandromyia (Aldamyia)
pode estar associado ao ciclo silvestre da transmissao de Leishmania. Além disso, a presenca
de DNA, bem como de flagelados de L. infantum foi reportada em E. evandroi, E. lenti e E.
termitophila coletada em ambientes peridomésticos de localidades endémicas para
leishmanioses no Brasil (SHERLOCK, 1996; REGO et al., 2015; FONTELES et al., 2018; LOPES et
al., 2019), sugerindo a participacdo desses insetos na transmissdo de patdgenos nessas
areas.

Tendo em vista o interesse desses insetos para a saude publica, a delimitagdo correta
é de grande relevancia. Para isso, a utilizagdo de marcadores suplementares ao COl, bem
como a avaliagdao de diferentes métodos de delimitacdo de espécies, devem ser utilizados

para ajudar a elucidar o real status taxonémico do subgénero Evandromyia (Aldamyia).

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

v' Avaliar a utilizacdo de marcadores moleculares na delimitacdo de espécies do

subgénero Evandromyia (Aldamyia).

2.2. Objetivos especificos

v Avaliar sequéncias do gene COI/ (DNA Barcoding) na identificacdo de espécies do

subgénero Evandromyia (Aldamyia);
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v Avaliar o uso de marcadores moleculares suplementares para taxonomia de espécies
indistinguiveis pelo COl (mtDNA);
v’ Utilizar e avaliar algoritmos de identificacdo e delimitacdo de espécies baseado em

métodos diferentes.

3. Metodologia

3.1. Coleta, preparacao e identificagdo morfologica dos espécimes

Os flebotomineos utilizados nesse trabalho sdo provenientes de 11 localidades
distribuidas em oito estados do Brasil, incluindo coletas previamente realizadas no Parque
Nacional de Ubajara — Ceard, Reserva Florestal Alfonso Ducke — Amazonas, e nas margens do
rio Teles Pires — Para/Mato Grosso. Além disso, novas coletas foram feitas nos municipios de
Barreirinhas — Maranhdo, Porto Nacional — Tocantis, Lassance — Minas Gerais e Parque
Nacional do Virua — Roraima (Tabela 1, 2, 3, 4, 5 e Figura 6). Todas as campanhas foram
executadas com armadilhas luminosas do tipo CDC, que foram colocadas em mata ou
peridomicilio de habitagcGes humanas (Figura 7). Em cada sitio de coleta as armadilhas
funcionaram durante dois dias consecutivos, sendo instaladas as 17 h do primeiro dia e
retiradas aproximadamente as 9 h do ultimo dia. Os insetos coletados foram armazenados

em alcool 70% a -20 °C, que foram posteriormente triados em Lupa Stemi DV4, Zeiss®.



Tabela 1. Identificacdo, sexo, data e sitios de coleta de espécies do subgénero Evandromyia (Aldamyia) amplificadas nesse estudo e extraidas

do GenBank para o gene COI.

N2 de acesso

GenBank
MN181527

MN181526

MN548338

MN181529
MN181531
MN181532
MN181528
MN181530
MN181534
MN181535
MN181536
MN181537
MN181538
MN181539
MN181533
MN181540
MN181541
MN181542
MN181543
MN181544
MN181545
MN181553

ID da amostra

AN 329 B16
14/9
AN PAR 1

AN PAR 2

BA LAB 10
BA LAB 12
BALAB7
BALAB 8
BALAB9
CAPN 12
CAPN 15
CAPN 17
CAPN 18
CAPNS5
CAPN7
CAPNS
EV BAR 46
EV LAS 10
EV LAS 18
EV LAS 2
EV LAS 20
EVLAS 4
LE BAR 26

Voucher
colecao
91654

91679a
91679b

91665
91667
91670
91671
91672
91684f
91685a
91685b
91685c
91686b
91684a
91684c
91661b
91674
91675
91667a
91676
91667b
91658

Espécie

E. andersoni
E. andersoni
E. andersoni

E. bacula
E. bacula
E. bacula
E. bacula
E. bacula
E. carmelinoi
E. carmelinoi
E. carmelinoi
E. carmelinoi
E. carmelinoi
E. carmelinoi
. carmelinoi
. evandroi
. evandroi

E.
E.
E.
E. evandroi
E. evandroi
E. evandroi
E. evandroi

E. lenti

Sexo Estado

LTLMLLLLLL<LLLL T

Amazonas

Ceard

Ceard

Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Tocantins
Tocantins
Tocantins
Tocantins
Tocantins
Tocantins
Tocantins
Maranhdo
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Maranhdo

Municipio
Manaus
Ubajara
Ubajara

Labrea

Labrea

Labrea

Labrea

Labrea

Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Barreirinhas
Lassance
Lassance
Lassance
Lassance
Lassance
Barreirinhas

Localidade

Reserva Florestal Adolpho
Ducke

Parque Nacional de
Ubajara

Parque Nacional de
Ubajara

Terra Indigena Caititu

Terra Indigena Caititu
Terra Indigena Caititu
Terra Indigena Caititu
Terra Indigena Caititu
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio

Data de
coleta
ix.12

xi.17

xi.17

ii.12
ii.12
ii.12
ii.12
ii.12
ii.19
ii.19
ii.19
ii.19
ii.19
ii.19
ii.19
i.18

ix.18
ix.18
ix.18
ix.18
ix.18
i.18

Referéncia

Esse estudo

Esse estudo

Esse estudo

Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
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MN181552
MN181546
MN181551

MN181550

MN181549
MN181548
MN181547
MN181554
MN181555
MN181556
MN181525

MN181557
MN181558

MN181559

MN181564

MN181561
MN181563
MN181562
MN181560
MN181565
MN548339
KP112534.1
KP112535.1
MG234310.1

LE LAS 29
LELAS6
LE PAR 52

LE PAR 53

LE PN 10
LEPN 4
LEPN 8
PIFF1

PI MT 295
PI MT 297
SP1 B4 14/9

TE LABR 400
TE S622

TE S704

WA 1B

WA 6-13 22-23
WA 9-122/23

WA LAB 11
WA LAB 13
WA LAB 14
BD VIR 126
LBMI#0398
LBMI#0400
N/A

91678b
91667c
91682b

91682c

91684d
91686a
91684b
91644a
N/A
N/A
91657

91673
N/A

N/A
N/A

91655
91656
91666
91668
91669
91690
90766
90768
N/A

E.
E.
E.

E.

E.
E.
E.

lenti
lenti
lenti

lenti

lenti
lenti
lenti

E. piperiformis

E. piperiformis

E. piperiformis

E.

E.
E.

m M MmMmMMmMMmMmMmMmMmMmMmmMm

williamsi

termitophila
termitophila

. termitophila
. walkeri

. walkeri

. walkeri

. walkeri

. walkeri

. walkeri

. sp. de Baduel
. carmelinoi

. carmelinoi

. evandroi

T LT L

m M

Minas Gerais
Minas Gerais
Ceard

Ceard

Tocantins
Tocantins
Tocantins
Pard

Pard

Pard
Amazonas

Amazonas
Minas Gerais

Minas Gerais

Amazonas

Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Roraima
Mato Grosso
Mato Grosso
Maranhdo

Lassance
Lassance
Ubajara

Ubajara

Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Jacareacanga
Jacareacanga
Jacareacanga
Manaus

Labrea
Lagoa Santa

Lagoa Santa
Labrea

Labrea
Labrea
Labrea
Labrea
Labrea
Caracarai
Caceres
Caceres
Barreirinhas

Peridomicilio
Peridomicilio
Parque Nacional de
Ubajara

Parque Nacional de
Ubajara

Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Fazenda Fortuna
Fazenda Fortuna
Fazenda Fortuna

Reserva Florestal Adolpho
Ducke
Ramal Remansinho

Parque Estadual do
Sumidouro

Parque Estadual do
Sumidouro

Reserva Florestal Adolpho
Ducke

Terra Indigena Caititu
Terra Indigena Caititu
Terra Indigena Caititu
Terra Indigena Caititu
Terra Indigena Caititu
Parque Nacional do Virua
Laranjeiras

Laranjeiras

N/A

ix.18
ix.18
xi.17

xi.17

ii.19
ii.19
ii.19
i.17

x.16
x.16
ix.12

iv.13
2013

2013
ix.12

ii.12
ii.12
ii.12
ii.12
ii.12
viii.19
N/A
N/A
N/A

Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo

Esse estudo

Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo

Esse estudo
Esse estudo

Esse estudo

Esse estudo

Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
Esse estudo
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MG234311.1
MG234312.1
MG234313.1
MG234314.1
MG234315.1
MG234316.1
MG234317.1
MG234318.1
MG234319.1
MG234320.1
MG234321.1
MG234322.1
KP112548.1

MG234327.1
MG234328.1
MG234329.1
MG234330.1
MG234331.1
MG234332.1
MG234333.1
MG234334.1
MG234335.1
MG234336.1
MG234337.1
MG234338.1
MG234339.1
MG234340.1
MG234341.1

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
LBMI#0026

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
90189

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

. evandroi
. evandroi
. evandroi
. evandroi
. evandroi
. evandroi
. evandroi
. evandroi
evandroi
. evandroi
. evandroi

MM MM MM MmMMmMMmMMmMmm

. evandroi
E. lenti

E. lenti
E. lenti
E. lenti
E. lenti
E. lenti
E. lenti
E. lenti
E. lenti
E. lenti
E. lenti
E. lenti
E. lenti
E. lenti
E. lenti
E. lenti

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Espirito
Santo
Maranhdo

Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo

Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Pancas

Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
x.10

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
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MG234342.1
MG234343.1
MG234344.1
KP112560.1
KP112561.1
MG234345.1
MG234346.1
MG234347.1
MG234348.1
FJ437285.1

FJ437286.1

KC921317.1

KC921318.1

N/A
N/A
N/A
LBMI#0401
LBMI#0396
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

N/A
N/A

N/A

N/A
N/A
N/A
90769
90764
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

N/A
N/A

N/A

E.
E.
E.

lenti
lenti
lenti

E. termitophila
E. termitophila
E. termitophila
E.
E
E
E

termitophila

. termitophila
. termitophila
. walkeri

. walkeri
. walkeri

. walkeri

N/A
N/A
N/A

N/A
N/A
N/A
N/A

N/A

N/A

Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Mato Grosso
Mato Grosso
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo

Huila
(Colombia)
Huila
(Colombia)
Caldas
(Colombia)
Caldas
(Colombia)

Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Caceres
Caceres
Barreirinhas
Itinga
Barreirinhas
Barreirinhas
N/A

N/A
N/A

N/A

N/A
N/A
N/A
Laranjeiras
Laranjeiras
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

N/A
N/A

N/A

N/A
N/A
N/A
Xii.12
Xii.12
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

N/A
N/A

N/A
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Tabela 2. Identificacdo, sexo, data e sitios de coleta de espécies do subgénero Evandromyia (Aldamyia) amplificadas nesse estudo para o gene

CYTB.

ID da
amostra
CAPN 12

CAPN 15
CAPNS5
CAPN9
EV BAR 36
EV BAR 40
EV BAR 44
EV LAS 10
EV LAS 2
EV LAS 20
EV LAS 5
LE BAR 51
LEBAR 7
LE LAS 26
LE LAS 29
LELAS 6
LE PAR 23
LE PAR 26
LEPN 8

Espécie

E. carmelinoi
E. carmelinoi
E. carmelinoi
E. carmelinoi
E. evandroi
E. evandroi
E. evandroi
E. evandroi
E. evandroi
E. evandroi
E. evandroi
E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

LTLMTLLTLLILLEIETLLELLLELLLLL LI

Sexo Estado

Tocantins
Tocantins
Tocantins
Tocantins
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Maranhdo
Maranhdo
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Ceard

Ceard
Tocantins

Municipio

Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Lassance
Lassance
Lassance
Lassance
Barreirinhas
Barreirinhas
Lassance
Lassance
Lassance
Ubajara
Ubajara

Porto Nacional

Localidade

Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Parque Nacional de Ubajara
Parque Nacional de Ubajara
Peridomicilio

Data de
coleta
ii.19
ii.19
ii.19
ii.19
i.18
i.18
i.18
ix.18
ix.18
ix.18
ix.18
i.18
i.18
ix.18
ix.18
ix.18
xi.17
xi.17
ii.19
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Tabela 3. Identificacdo, sexo, data e sitios de coleta de espécies do subgénero Evandromyia (Aldamyia) amplificadas nesse estudo para o gene

CAC.

ID da
amostra
CAPN 12

CAPN 15
CAPNS5
CAPNY9
EV BAR 36
EV BAR 44
EV BAR 8
EV LAS 18
EV LAS 2
EV LAS 20
EV LAS 5
LEBAR 7
LE LAS 26
LE LAS 29
LE LAS 6
LE PAR 23
LE PAR 26
LE PAR 72
LEPN 11
LEPN S8

Espécie

M M M M MmMmm

. carmelinoi
. carmelinoi
. carmelinoi
. carmelinoi
. evandroi

. evandroi

. evandroi

E.
E.
E.
E.
E.
E.
E
E.
E
E.
E.
E.
E.

evandroi
evandroi
evandroi
evandroi
lenti
lenti
lenti
lenti
lenti
lenti
lenti
lenti
lenti

Sexo Estado

LTLLLLTLLETLLELE TSI

Tocantins
Tocantins
Tocantins
Tocantins
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Maranhdo
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Ceard

Ceard

Ceard
Tocantins
Tocantins

Municipio

Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Lassance
Lassance
Lassance
Lassance
Barreirinhas
Lassance
Lassance
Lassance
Ubajara
Ubajara
Ubajara

Porto Nacional
Porto Nacional

Localidade

Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio

Parque Nacional de Ubajara
Parque Nacional de Ubajara
Parque Nacional de Ubajara

Peridomicilio
Peridomicilio

Data de
coleta
ii.19
ii.19
ii.19
ii.19
i.18
i.18
i.18
ix.18
ix.18
ix.18
ix.18
i.18
ix.18
ix.18
ix.18
xi.17
xi.17
xi.17
ii.19
ii.19
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Tabela 4. Identificacdo, sexo, data e sitios de coleta de espécies do subgénero Evandromyia (Aldamyia) amplificadas nesse estudo para o gene

PER.

ID da amostra
CAPN 12
CAPNS5
CAPN9
EV BAR 36
EV BAR 41
EV BAR 44
EV BAR 8
EV LAS 18
EV LAS 2
EV LAS 20
EV LAS 5
LE BAR 7
LE LAS 26
LE LAS 29
LE LAS 6
LE PAR 19
LE PAR 20
LE PAR 23
LE PAR 26
LE PAR 51
LEPN 8
LEURS 1
LE URS 2
LEVES 3

Espécie
carmelinoi
carmelinoi
carmelinoi
evandroi

E.

E.

E.

E.

E. evandroi
E. evandroi
E. evandroi
E. evandroi
E. evandroi
E. evandroi
E. evandroi
E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

E. lenti

LTLLLLTLTLLLLLLTLLELLLTLELELE<LE(LE (L

Sexo Estado

Tocantins
Tocantins
Tocantins
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Maranhdo
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Ceard

Ceard

Ceard

Ceard

Ceard
Tocantins
Maranhdo
Maranhdo
Espirito Santo

Municipio
Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Lassance
Lassance
Lassance
Lassance
Barreirinhas
Lassance
Lassance
Lassance
Ubajara
Ubajara
Ubajara
Ubajara
Ubajara

Porto Nacional
Urbano Santos
Urbano Santos
Viana

Localidade

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Parque Nacional de Ubajara
Parque Nacional de Ubajara
Parque Nacional de Ubajara
Parque Nacional de Ubajara
Parque Nacional de Ubajara
Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Data de coleta
ii.19
ii.19
ii.19
i.18
i.18
i.18
i.18
ix.18
ix.18
ix.18
ix.18
i.18
ix.18
ix.18
ix.18
xi.17
xi.17
xi.17
xi.17
xi.17
ii.19
vi.16
vi.16
xi.17
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Tabela 5. Identificacdo, sexo, data e sitios de coleta de espécies do subgénero Evandromyia (Aldamyia) amplificadas nesse estudo para o gene

rDNA 28S.

ID da amostra
CAPN 12
CAPN 15
CAPNS5
CAPNY9
EV BAR 36
EV BAR 41
EV BAR 44
EV LAS 18
EV LAS 2
EV LAS 5
LE LAS 26
LE LAS 29
LE LAS 6
LE PAR 23
LE PAR 26
LEPN 11
LEPN 8

Espécie

E.
. carmelinoi

MM MmMMmMmMMmMmMmMmMMmm

carmelinoi

. carmelinoi
. carmelinoi
. evandroi
. evandroi
. evandroi
. evandroi
. evandroi
E.
E.
E.
E.
E.
E.
E.
E.

evandroi
lenti
lenti
lenti
lenti
lenti
lenti
lenti

<LTLLTLLLTLLTLL LS ™

Sexo Estado

Tocantins
Tocantins
Tocantins
Tocantins
Maranhdo
Maranhdo
Maranhdo
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Ceard

Ceard
Tocantins
Tocantins

Municipio
Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Porto Nacional
Barreirinhas
Barreirinhas
Barreirinhas
Lassance
Lassance
Lassance
Lassance
Lassance
Lassance
Ubajara
Ubajara

Porto Nacional
Porto Nacional

Localidade

Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio
Peridomicilio

Parque Nacional de Ubajara
Parque Nacional de Ubajara

Peridomicilio
Peridomicilio

Data de coleta
ii.19
ii.19
ii.19
ii.19
i.18
i.18
i.18
ix.18
ix.18
ix.18
ix.18
ix.18
ix.18
xi.17
xi.17
ii.19
ii.19
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B Evandromyia lenti
[ E. evandroi
[1E. carmelinoi
[ E. piperiformis
[ E. andersoni
[ E. bacula
[ E. walkeri
[ E. termitophila
|[]E. sp. de Baduel
| E. williamsi

Figura 7. Mapa do Brasil mostrando os sitios de coleta de espécimes do subgénero
Evandromyia (Aldamyia) utilizados nesse estudo: (1) Manaus — AM; (2) Labrea — AM; (3)
Ubajara — CE; (4) Porto Nacional — TO; (5) Lassance — MG; (6) Lagoa Santa — MG; (7)
Jacareacanga — PA; (8) Barreirinhas — MA; (9) Caracarai — RR; (10) Urbano Santos — MA; (11)
Viana — ES. Padrdes de coloragdo dos pontos indicam suas respectivas espécies amostradas.
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Figura 8. Fotografias dos sitios de coleta de espécimes do subgénero Evandromyia
(Aldamyia): (a) Parque Nacional de Ubajara — Ceard, (b) Armadilha luminosa instalada no
Parque Nacional do Virud — Roraima, (c) Area rural do municipio de Porto Nacional —
Tocantins, (d) Armadilha luminosa instalada em cavernas no Parque Nacional de Ubajara.

Depois de triados os flebotomineos foram montados em laminas para microscopia
Optica. Para isso, os espécimes foram dissecados individualmente em placas de petri
contendo alcool 70%, sendo a cabega e os trés ultimos segmentos abdominais montados
diretamente em Berlese para clarificagdo das estruturas internas importantes na
identificacdo de flebotomineos (e.g. cibario, espermatecas). As pernas foram acondicionadas
individualmente em microtubos de 0,2 mL para posterior amplificacio direta dos
marcadores utilizados, e o térax, asas e primeiros segmentos abdominais armazenados em
tubos de 1,5 mL para posterior extracdo de DNA. Apds secagem do Berlese, que durou
aproximadamente cinco dias, os flebotomineos foram identificados ao nivel de espécie

utilizando chave taxon6mica e classificacdo proposta por GALATI (2003; 2018) em
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microscépio Optico Scope.Al, Zeiss® disponivel no laboratério do Grupo de Estudos em

Leishmanioses (GEL) do Instituto René Rachou — Fiocruz Minas.

3.2. Extragcao de DNA

Por conta do grande numero de cdpias no genoma, os marcadores do DNA
mitocondrial (mtDNA) sdo faceis de serem amplificados por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Logo, nesse estudo utilizamos uma perna de flebotomineo como
“template” nas reacOes desses marcadores. A fim de estudar também genes nucleares
(nDNA), fizemos a extragao do DNA do tdrax, asas e primeiros segmentos abdominais das
amostras.

A extracdo do DNA foi realizada com o kit de extracdo de tecidos Gentra Puregene™
(QIAGEN), seguindo instrucdes do fabricante com pequenas modificacGes. Foram
adicionados 100 pL de solucdo de lise para maceracdo dos flebotomineos, que apds a adicdo
de 1 pL de proteinase K foram incubados em banho seco a 55 °C por aproximadamente 20 h.
Ap0s isso, foi adicionado em cada amostra 1 pL de RNase seguido de incubacdo a 37 °C por
30 min. Foram adicionados 100 uL de solucdo de precipitacdo de proteinas nas amostras,
seguida de incubacdo em gelo para posterior centrifugacdo a 14.000 rpm por 8 min. O
sobrenadante foi removido para novo tubo estéril, onde foi adicionado 300 pL de
isopropanol para novo ciclo de centrifugagdo a 14.000 rpm por 10 min. Apds descarte do
sobrenadante, o “pellet” foi lavado com a adigdo de 300 pL de etanol 70% e 30 pL de acetato
de sédio 3M com nova centrifugacdo de 14.000 rpm por 10 min. O tubo foi seco em
temperatura ambiente por aproximadamente 20 h, e o DNA posteriormente ressuspendido

em 15 plL de agua Milli-Q autoclavada, sendo armazenado a -20 °C.

3.3. PCR e sequenciamento de DNA

Foram utilizados cinco marcadores nesse estudo, tanto do DNA mitocondrial
(mtDNA), quanto do nuclear (nDNA), afim de estudar genes sob pressdes seletivas
diferenciadas no genoma de flebotomineos e que sdo informativos para a sistematica desse
grupo (Tabela 6). Analisamos os marcadores ndo mitocondriais: cacophony (CAC), period

(PER) e 285 rDNA.
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Todas as reacdes foram feitas com o kit GoTaq® G2 Green Master Mix (Promega)

seguindo instrucdes do fabricante e primers listados na tabela 6. O volume final das reacdes

foi de 40 pL (38-39 pL de Mix + 1-2 uL de DNA ou 40 pL de Mix + uma perna de flebétomo) e

condicOes listadas na tabela 7. Para todas as reacdes foram incluidos controles negativos

substituindo DNA das amostras por dgua Milli-Q autoclavada.

Tabela 6. Lista de genes e seus respectivos primers utilizados na amplificacdo desses

fragmentos.
Marcador  Origem Tamanho do Primers Ref. Primers
fragmento (bp)

col mtDNA 658 LCO1490 (5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3') e FOLMER et al. (1994)
HC02198 (5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’)

CYTB mtDNA 712 cytbSFuniF (5’-GAGGACAAATATCWTTYTGAGG-3) e BATON et al. (in prep.)
cytbSFuniR (5-AGGAACWTTACCTCGTTATCG-‘3)

CAC nDNA 221 5LIcac (5'-GTGGCCGAACATAATGT TAG-3') e 3Llcac (5'- LINS et al. (2002)
CCACGAACAAGT TCAACATC-3')

PER nDNA 525 SLIper2 (5’-AGCATCCTTTTGTAGCAAAC-3’) e 3LIper2 (5'- MAZZONI et al. (2002)
TCAGATGAACTCTTGCTGTC-3’)

28S rDNA 700 28v (5’-AAGGTAGCCAAATGCCTCGTCATC-3’) e 28x (5'- HILLIS & DIXON (1991)

GTGAATTNTGCTTCACAATGATAGGAAGAGCC-3’)

Tabela 7. Marcadores utilizados com suas respectivas condig¢des e ciclos de amplificagdo por
PCR. Concentracgao inicial dos reagentes entre parénteses.

Marcador Mix da PCR Ciclos de amplificagdo

1col 20 uL GoTaq (400 uM DNTP e 3 mM MgCl); 4 pL 95°C-2’
primer foward (2 uM); 4 L primer reverse (2 uM); 95°C-1/,52°C-1",72°C-1'30" (34x)
0.8 uL MgCl; (50 mM); 11.2 uL agua Milli-Q. 72°C-10'

1cyTB 20 plL GoTaq (400 uM DNTP e 3 mM MgCl2); 4 L 95°C-5
primer foward (2 uM); 4 pL primer reverse (2 uM); 95°C-1',50°C-1",72°C-1'30" (34x)
1.2 pL MgCl2 (50 mM); 10.8 uL dgua Milli-Q. 72°C-10'

2cAC 20 plL GoTaq (400 uM DNTP e 3 mM MgCl2); 4 L 95°C-5
primer foward (2 uM); 4 pL primer reverse (2 uM); 95 °C - 30", 55 °C— 30", 72 °C - 30" (34x)
0.8 uL MgCl2 (50 mM); 9.2 pL dgua Milli-Q. 72 °C-10'

2pER 20 plL GoTaq (400 uM DNTP e 3 mM MgCl2); 4 L 95°C-2
primer foward (2 uM); 4 pL primer reverse (2 uM); 95°C-45",52°C-1',72°C-1’ (34x)
0.8 uL MgCl2 (50 mM); 9.2 pL dgua Milli-Q. 72 °C-10'

328S 20 plL GoTaq (400 uM DNTP e 3 mM MgCl2); 4 L 95°C-2
primer foward (2 uM); 4 pL primer reverse (2 uM); 95 °C—-45",58 °C—-45",72 °C—1' (34x)
11 pL dgua Milli-Q. 72°C-10

140 pL de Mix + uma perna de flebétomo, 238 pL de Mix + 2 uL de DNA, 339 plL de Mix + 1 uL de DNA.
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A amplificacdo foi verificada por eletroforese com gel de agarose a 1% corado com
brometo de etidio (Figura 8). Todas as reacles positivas, que apresentavam tamanho
molecular consistente com o tamanho fragmento estudado, foram enviadas a empresa
Macrogen Inc. (Korea) para purificacdo e sequenciamento direto dos amplicons utilizando

primers foward e reverse.

100bp + - MP PN PN PAR BAR PAR PN PAR PN PN FF PN BAR FT PAR

1 11 15023 36 6 12 26 8 5 1 9 4 10 2
j—)
N
H- D GNP GED GRS GED GEP GED G e I -

Figura 9. Gel de agarose (1%) corado com EtBr mostrando padrdo de amplificacdo positivo
para o gene PER (cerca de 500 bp) de flebotomineos do subgénero Evandromyia (Aldamyia).

3.4. Analise de dados

A qualidade dos eletroferogramas, remocao das sequencias dos primers, e formagao
de sequéncias de consenso foram executadas no software SeqTrace 0.9.0
(http://seqtrace.googlecode.com/; STUCKY, 2012). Sitios ambiguos que ndo puderam ser
recuperados foram marcados com cddigo correspondente a recomendag¢dao da IUPAC,
International Union of Pure and Applied Chemistry. Sequencias dos genes nucleares de
individuos heterozigotos tiveram os hapldtipos reconstruidos pelo algoritmo PHASE no
software DnaSP v5 (LIBRADO & ROZAS, 2009). Sequencias dos genes CAC e PER de individuos
heterozigotos, que possuiam alelos com tamanhos diferentes, foram reconstruidos com

auxilio dos softwares Champuru v1.0 (http://jfflot.mnhn.fr/champuru/; FLOT, 2007) e

Indelligent v1.2 (http://dmitriev.speciesfile.org/indel.asp; DMITRIEV & RAKITOV, 2008).

As novas sequéncias geradas para o subgénero Evandromyia (Aldamyia) foram
combinadas com aquelas previamente depositadas no banco de dados de sequencias

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/; BENSON et al., 2013). As sequencias

foram alinhadas para cada marcador com o algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) disponivel no
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software MEGA 7 (KUMAR et al., 2016), e posteriormente exportadas no formato FASTA
para andlise em outros programas. Também foram gerados arquivos em formato PHYLIP e
NEXUS utilizando o servidor online ALTER (http://www.sing-group.org/ALTER/; GLEZ-PENA et
al., 2010).

3.4.1. Reconstrugao filogenética do gene COI

Alguns dos algoritmos utilizados executam a delimitagdo de espécies baseada em
arvores filogenéticas como arquivo de entrada. Para isso, conduzimos andlises filogenéticas
baseadas em critérios de maxima verossimilhanca (ML) (FELSENSTEIN, 1981) e inferéncia
Bayesiana (Bl) (DRUMMOND et al., 2002).

Arvores de ML foram geradas utilizando o programa RAXML 8.1.2 (STAMATAKIS,
2014) implementado na interface grafica raxmIGUI 1.5 (SILVESTRO & MICHALAK, 2012), o
gual realizou buscas heuristicas com 1.000 pseudoréplicas de bootstrap, utilizando o modelo
“default” de substituicdo nucleotidica GTRGAMMA.

Para inferéncia Bayesiana foi utilizado o programa BEAST v2.5 (BOUCKAERT et al.,
2019). A escolha do melhor modelo de substituicdo nucleotidica foi realizada
automaticamente pelo plugin bModelTest, que executa a selecdo ao longo das cadeias de
Markov (BOUCKAERT & DRUMMOND, 2017). Como “prior” das arvores foi selecionado o
modelo Yule, que é mais adequado em descrever relagdo de conjunto de dados entre
diferentes espécies. Foram conduzidas duas buscas paralelas com 20,000,000 de geracdes
(amostrando a cada 1,000) nas cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC). Para checar a
convergéncia das corridas, e os valores estatisticos das analises, foi utilizado o programa
Tracer v1.7 (RAMBAUT et al.,, 2018). As arvores das duas buscas independentes foram
agrupadas no programa LogCombinner v2.5.2 descartando 20% dos dados iniciais como
burn-in, e uma 4arvore ultramétrica de maxima credibilidade foi feita com as arvores
restantes no programa TreeAnnotator v2.5.2 (Beast2, BOUCKAERT et al., 2014). Para
visualizacgdo e edicdo de arvores foi utilizado o programa FigTree v.1.4.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).
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3.4.2. Identificacdo e delimitacdo de espécies “single-locus”

Com o intuito de acessar a utilidade das sequencias de “barcodes” para identificar
diferentes morfoespécies do subgénero Evandromyia (Aldamyia), conduzimos analises de
similaridade de sequéncias pelos critérios de Best Match (BM) e Best Close Match (BCM),
ambos implementados no software TaxonDNA (MEIER et al., 2006). A “identificacdo de
espécies” por esses dois métodos visa avaliar se uma mesma morfoespécie, assinalada a
priori, possui correspondéncia com sequencias da mesma morfoespécie no conjunto de
dados amostrado. Nesse caso, sequencias que tiveram sucesso na identificacdo sdo aquelas
gue possuem os “barcodes” mais préoximos correspondentes a mesma espécie nominal,
enquanto é considerada incorreta/ambigua se a sequéncia mais proxima corresponder a
outra espécie (MEIER et al., 2006).

Por conta das criticas a cerca da utilizacdo do modelo de substituicdo nucleotidica
Kimura 2-parametros (K2P) para avaliar o uso do DNA Barcoding na delimitacdo de espécies
(BARLEY & THOMSON, 2016; COLLINS et al., 2012; SRIVATHSAN & MEIER, 2012), utilizamos
nesse estudo as distancias ndo corrigidas (p-distances) nas situacbes em que as distancias
pareadas eram avaliadas (i.e., inferéncia do “barcode gap” e delimitacdo de espécies pelo
algoritmo ABGD). Foram também utilizadas as distancias genéticas de acordo com o melhor
modelo de substituicdo nucleotidica HKY+I+G, proposto pelo programa JModelTest2
(DARRIBA et al., 2012). Por conta da similaridade dos resultados, apenas aqueles das
distancias p foram reportados abaixo.

As distancias genéticas p intra- e interespecificas foram geradas pelo software
TaxonDNA, e entdo foram plotadas para gerar um grafico de distribuicdo de frequéncias para
checar a presenca do “barcode gap” (i.e. lacuna entre as distancias intra- e interespecificas,
qgue usualmente é utilizado para definir a utilidade do DNA Barcoding para a taxonomia).
Além disso, o “barcode gap” foi avaliado para cada sequéncia individualmente, checando a
distancia intraespecifica maxima, e a interespecifica minima, com auxilio dos pacotes do
software R ape (PARADIS & SCHLIEP, 2019) e spider (BROWN et al., 2012).

As sequencias originadas de flebotomineos previamente identificados pela
morfologia foram caracterizadas ao nivel de unidade taxonémica operacional (OTU), que no
caso de dados moleculares sdao “clusters” de organismos alocados em um grupo por conta
de suas similaridades em um marcador genético (BLAXTER et al., 2005). Com isso, visamos

associar espécies morfologicamente distintas desse trabalho com a formacdao de OTUs das
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suas respectivas sequéncias, avaliando assim a utilidade do DNA Barcoding na delimitacado
de espécies do subgénero Evandromyia (Aldamyia). Para isso, adotamos os critérios de
guatro algoritmos; Generalized Mixed Yule-Coalescent (GMYC) (PONS et al., 2006; FUJISAWA
& BARRACLOUGH, 2013), Poisson Tree Processes (PTP) (ZHANG et al., 2013), Automatic
Barcode Gap Discovery (ABGD) (PUILLANDRE et al.,, 2012) e redes de hapldtipos TCS
(CLEMENT et al., 2000).

GMYC e PTP sdo métodos baseados na teoria da coalescéncia (NORDBORG, 2001), e
buscam diferenciar processos estocdsticos populacionais de eventos de especiacdo em
arvores filogenéticas. Para delimitacdo pelo GMYC foram executados os métodos de busca
“single” e “multi threshold” (sGMYC e mGMYC) utilizando 4arvores ultramétricas,

previamente adquiridas pela inferéncia bayesiana, no servidor online (https://species.h-

its.org/gmyc/). De outra forma, a delimitagdo de OTUs pelo PTP foi conduzida no servidor

online (https://species.h-its.org/ptp/), usando arvores de maxima verossimilhanca geradas

para cada gene.
O ABGD agrupa sequéncias em OTUs de acordo com uma matriz de distancias
nucleotidicas pareada. Foi submetida uma matriz de distancias p ndo corrigidas no servidor

online (https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html) utilizando as configuracdes

“default” do programa, com exce¢ao do parametro Pmin, o qual foi ajustado para 0.005 de
acordo com RATNASINGHAM & HEBERT (2013). Ao interpretar os resultados das parti¢cdes
geradas pelo ABGD, foram considerados apenas valores de “prior intraspecific divergence”
entre 1% e 2.5%, assim como descrito em PINTO et al., (2015).

Também foram geradas redes de haplétipos pelo método de parcimonia estatistica
(TEMPLETON et al., 1992) no programa TCS v1.21 (CLEMENT et al., 2000). Esse método é
utilizado na delimitacdo de espécies com dados moleculares, uma vez que usualmente
recupera redes desconectadas para diferentes entidades bioldgicas (HART & SUNDAY 2007;
KEKKONEN et al, 2015). Redes desconectadas foram assinaladas como unidades
taxondmicas independentes, que foram visualizadas no servidor online tcsBU

(https://cibio.up.pt/software/tcsBU/, SANTOS et al., 2015).
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3.4.2. Delimitacdo de espécies “multilocus”

Com o intuito de avaliar o uso de marcadores suplementares para a identificacao
molecular de espécies indistinguiveis por todos os métodos “single-locus” do DNA
Barcoding, foram amplificados e analisados fragmentos dos genes CYTB, PER, CAC e 28S
supracitados para as espécies do complexo Evandroi (veja abaixo), com excecdo de E.
piperiformis por conta do niumero insuficiente de sequéncias geradas para essa espécie. Os
alinhamentos foram analisados para cada marcador individualmente, no qual foram geradas
as distancias genéticas p no software MEGA v7, e arvores filogenéticas no software BEAST
v2.5 assim como descrito para o marcador CO!.

Devido a heterogeneidade do genoma e incongruéncias de arvores de genes/arvore
de espécies (MADDISON, 1997; NICHOLS, 2001), os marcadores também foram analisados
em conjunto com o modelo de coalescéncia de multiplas espécies (multispecies coalescent,
MSC) pelo software BPP v4.1 (YANG, 2015). Para isso, foram feitas analises do tipo A11 (i.e.
inferéncia conjunta da arvore e delimitacdo de espécies) (YANG & RANNALA, 2014). Esse
método compara diferentes modelos de arvores/delimitacdo de espécies em uma estrutura
de inferéncia bayesiana, levando em consideracdo a separacao incompleta das linhagens e a
discordancia de arvores de espécies e genes. Todos as sequencias analisadas foram
assinaladas “a priori” a grupos de espécies de acordo com sua identificagdo morfoldgica, e
por conta disso foram excluidas sequencias provenientes do GenBank, pois nem todas
possuiam voucher para validacao da identificagdo morfolégica dos espécimes. As analises
foram conduzidas com diferentes combinag¢Ges de valores dos “priors” de tamanho
populacional (8) e tempo de divergéncia até a raiz da arvore de espécies (1) para testar a
sensibilidade dos dados frente a esses parametros, variando entre valores altos (3, 0.02) / (3,
0.02) e baixos (3, 0.0004) / (3, 0.0004) de tamanho populacional e tempo de divergéncia. Foi
inferido, também, a sensibilidade dos “loci” utilizados nas andlises de trés diferentes
conjuntos de dados; (i) mtDNA+nDNA, (ii) nDNA, e (iii) mtDNA. Cada analise foi conduzida
duas vezes com diferentes “seeds” para checar convergéncia das inferéncias. Foram
utilizadas 200,000 geragdes para cada andlise descartando as primeiras 20,000 como “burn-
in”, e amostrando a cada 2 geracdes. A inferéncia “multilocus” da arvore de espécies
também foi realizada no software *BEAST (BOUCKAERT et al., 2019) utilizando os mesmos
parametros da inferéncia “single-locus”, com o intuito de gerar uma representacao grafica

da arvore de espécies dos trés taxons analisados (Figura 14).
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4. Resultados

4.1. DNA Barcoding de espécies do subgénero Evandromyia (Aldamyia)

A identificagdo morfoldgica dos flebotomineos permitiu a identificagao de 10 das 16
morfoespécies reconhecidas para o subgénero Evandromyia (Aldamyia) nas coletas
realizadas em 11 localidades do Brasil: E. andersoni (Le Pont & Desjeux, 1988), E. bacula
(Martins, Falcdo & da Silva, 1965), E. carmelinoi, E. evandroi, E. lenti, E. piperiformis Godoy,
Cunha & Galati, 2017, E. termitophila, E. walkeri, E. williamsi (Damasceno, Causey & Arouck,
1945), e E. sp. de Baduel (Floch & Abonnenc, 1945).

Das 10 morfoespécies analisadas, foram geradas 43 novas sequencias de “barcodes”
(i.e. fragmentos do gene COI) (com tamanho varidvel entre 565 e 658 pares de base, bp).
Essas sequencias incluem cinco espécies que ndo tinham sido sequenciadas até entdo — E.
andersoni, E. bacula, E. piperiformis, E. williamsi, and E. sp. de Baduel — assim como
amostras de novas localidades das que ja possuiam dados disponiveis no GenBank. Nos
combinamos essas novas sequencias com aquelas previamente publicadas para o mesmo
subgénero (COHNSTAEDT et al., 2011; CONTRERAS GUTIERREZ et al., 2014; PINTO et al.,
2015; RODRIGUES et al., 2018), gerando, entdao, um conjunto de dados de 87 sequencias
(Anexo 1).

No nosso conjunto de dados combinado de 87 “barcodes”, somente 34 (39%)
espécimes foram corretamente identificados com os critérios BM e BCM. As identificagGes
corretas foram adquiridas a partir da andlise de sequencias das espécies E. andersoni, E.
bacula, E. piperiformis, E. termitophila e E. walkeri. ldentificagdes ambiguas (46%) e
incorretas (15%) foram geradas para E. carmelinoi, E. evandroi e E. lenti. Espécies que
possuiam apenas uma sequéncia (i.e. E. williamsi e E. sp. de Baduel) ndo puderam ser
avaliadas por conta da falta de amostras coespecificas.

A distancia genética p intraespecifica entre as 87 sequencias de “barcodes”
possuiram uma distribuigdo unimodal (Figura 9), no qual variou de 0.0 a 3.7%, enquanto a
distancia interespecifica apresentou distribuigcdo trimodal que variou de 0.0 a 15.1% (Figura
9). As sequencias pertencentes ao primeiro grupo de distancias interespecificas (aquele

entre 0 e 4%) compreendeu comparagdes pareadas de amostras das morfoespécies E.
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carmelinoi, E. evandroi, E. lenti e E. piperiformis (doravante referidas coletivamente como “o
complexo Evandroi”) (Tabela 8), padrdo esse que destoa de todas as outras distancias
interespecificas, além de possuir sobreposicdo com as demais distancias intraespecificas (i.e.
ndo houve a formacdo do “barcode gap” entre as classes de distancias) (Figura 9). Em
contraste, as distancias interespecificas das outras seis morfoespécies (tanto entre elas
guanto em comparacdo as do complexo Evandroi) ndo apresentaram sobreposicdo com

nenhuma distancia intraespecifica, indicando uma evidente lacuna entre elas (i.e. “barcode

gap”).
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Figura 10. Distribuicdo de frequéncias das distancias genéticas p intra- e interespecificas (n =
3,741) baseadas em sequencias do gene COI/ de 87 individuos de 10 morfoespécies do
subgénero Evandromyia (Aldamyia).
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Tabela 8. Distancias genéticas p intra- e interespecificas do gene CO! de espécies do
subgénero Evandromyia (Aldamyia). Valores em negrito correspondem as distancias
intraespecificas. Valores marcados em vermelho representam as distancias intra- e
interespecificas das espécies do complexo Evandroi.

Espécies (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9)  (10)
(1) E. carmelinoi 0,003

(2) E. evandroi 0,008 0,009

(3) E. lenti 0,006 0,009 0,007

(4) E. piperiformis 0,016 0,017 0,018 0,004

(5) E. walkeri 0,088 0,087 0,087 0,095 0,021

(6) E. williansi 0,089 0,087 0,087 0,091 0,072 n/a

(7) E. andersoni 0,140 0,138 0,139 0,141 0,134 0,138 0,006

(8) E. sp. de Baduel 0,148 0,147 0,147 0,146 0,128 0,139 0,058 n/a

(9) E. bacula 0,132 0,132 0,132 0,136 0,144 0,134 0,135 0,133 0,012

(10) E. termitophila 0,135 0,134 0,134 0,135 0,129 0,133 0,118 0,115 0,123 0,022

A andlise filogenética das sequencias de COI, tanto de ML quanto de BI, produziram
clados bem apoiados que geralmente correspondem com as morfoespécies estudadas,
exceto pelos quatro membros do complexo Evandroi, que formaram um unico clado bem
apoiado, com pouca coeréncia de estruturacdo interna — mesmo em relag¢do a localidade
geografica — com excecdo da espécie E. piperiformis provenientes de Jacareacanga, Para e
algumas sequencias de E. evandroi de Lassance, Minas Gerais (Figura 8). No mesmo sentido,
todos os métodos de delimitacdo de espécies — GMYC, PTP, TCS e ABGD — geraram
resultados similares a inferéncia filogenética, agrupando as quatro espécies do complexo
Evandroi em uma unica OTU, enquanto delimitou com eficacia as outras seis espécies do
conjunto de dados (Figura 10). No entanto, houve algumas pequenas variages entre esses
métodos de delimitacdo de espécies, uma vez que E. bacula, E. termitophila e E. walkeri
foram alocadas em uma OTU cada, ou divididas em duas ou mais OTUs (Figura 10). Isso tem
relacido com o método de delimitacdo de espécies empregado, com alguns métodos
favorecendo a divisdo em duas ou mais OTUs (MGMYC e TCS), enquanto outros nao (sGMYC
e ABGD). No caso de E. walkeri, mas ndo de E. bacula e E. termitophila, as OTUs delimitadas
pelo mGMYC e TCS foram congruentes com a localidade geografica das amostras, sendo
uma OTU compreendendo sequencias de Labrea na regido sul da Amazénia brasileira,
enqguanto o outro grupo continha sequéncias de individuos provenientes das montanhas da

regidao dos Andes colombianos.
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Figura 11. Arvore filogenética de sequencias do gene COI de 10 diferentes morfoespécies do
subgénero Evandromyia (Aldamyia). A topologia é referente a d4rvore de maxima
credibilidade de clado (MCC) da BI. Valores préximos aos nés representam a probabilidade
posterior (> 0.95) da Bl e suporte de bootstrap (> 70) da arvore de ML. O esquema de cores
das identificacbes segue as diferentes morfoespécies. As primeiras duas letras de cada taxon
representam uma morfoespécie, como a seguir: AN = E. andersoni, TE = E. termitophila, BA =
E. bacula, CA = E. carmelinoi, LE = E. lenti, EV = E. evandroi, Pl = E. piperiformis, WI = E.
williamsi, WA = E. walkeri, BD = E. sp. de Baduel. Barras verticais representam a delimitacao
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de espécies pelos algoritmos GMYC, PTP, TCS e ABGD. As barras horizontais no grafico a
direita ilustram a variacdo entre as distancias genética intraespecifica maxima e a minima
interespecifica para cada individuo; as barras horizontais em cinza indicam aquelas que
possuem o “barcode gap” (com a distancia intraespecifica maxima a esquerda, e a minima
interespecifica a direita, no final das barras), enquanto as barras horizontais em vermelho
demonstram a extensdo da sobreposicdo entre as distancias intra- e interespecificas para
sequencias sem o “barcode gap” (nesse caso, com a distancia minima interespecifica a
esquerda, e a maxima intraespecifica a direita, ao final das barras).

Além disso, a rede de hapldtipos gerada pelo algoritmo TCS demonstrou a presenca
de sete haplétipos que sdo compartilhados por trés espécies do complexo Evandroi, sendo

elas E. lenti/E. evandroi ou E. lenti/E. carmelinoi (Figura 11).

[ Evandromyia lenti
[]E. evandroi

[ E. carmelinoi

I E. piperiformis

E. andersoni

B E. bacula

[ E. walkeri

[ E. termitophila
[]E. sp. de Baduel
B E. williamsi

Figura 12. Rede de haplétipos TCS de sequencias do gene CO!/ de 10 diferentes
morfoespécies do subgénero Evandromyia (Aldamyia). Redes desconectadas representam
OTUs delimitadas. Cada circulo colorido representa um haplétipo, com seu tamanho
proporcional ao numero de individuos (n = 87) naquele haplétipo. Circulos menores em
branco representam haplétipos ndo observados que foram inferidos pelo algoritmo.
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4.2. Delimitagao de espécies “multilocus” do complexo Evandroi

Tendo em vista a discordancia entre taxonomia molecular e morfoldgica das espécies
E. carmelinoi, E. evandroi e E. carmelinoi utilizando o gene COI, foram avaliados marcadores
suplementares para a taxonomia desse grupo. Inicialmente os marcadores foram analisados
de forma individual. Sendo assim, as sequencias dos genes CYTB, CAC, PER e rDNA 28S foram
geradas para 19, 20, 24 e 17 individuos, respectivamente (Tabelas 2, 3, 4 e 5), no qual
corresponderam aos tamanhos de 690 bp (CYTB), 195 bp (CAC), 505 bp (PER) e 756 bp (rDNA
28S). As distancias genéticas intraespecificas para fragmentos dos genes CYTB, CAC, PER e
rDNA 28S dessas trés espécies variaram de 0 a 2.0%, 0 a 3.4%, 0 a 4.7%, e 0 a 0.7%,
respectivamente, enquanto as distancias interespecificas tiveram variacdo de 0.2 a2 2.3%, 0 a
3.7%, 0 a 4.7%, e 0 a 0.8%, respectivamente, demonstrando auséncia de uma lacuna entre
essas duas classes de distancia.

No mesmo sentido, as arvores dos fragmentos analisados ndo apresentaram clados
monofiléticos bem apoiados que correspondessem as morfoespécies amostradas (Figuras 12
e 13). Entretanto, a analise do gene mitocondrial CYTB demonstrou que amostras de E.
evandroi formaram dois clados distintos, apesar de ndo relacionados filogeneticamente, um
de sequencias provenientes de Barreirinhas — Maranhdo e outro de amostras pertencentes a
Lassance — Minas Gerais (Figura 12), esse ultimo corroborando os achados das analises

prévias com o gene COI (Figura 10).

: CA_PN_12 Figura 13. Arvore filogenética de maxima
L (s credibilidade de clado (MCC) do gene CYTB
‘EE;_:S_; de trés espécies do complexo Evandroi.

! CA_PN_S Valores proximos aos nds representam a
CA_PN_S probabilidade  posterior (PP>0.95). As

—  Aas primeiras duas letras na identificacdo das
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|—| LK PARS sequencias representam as morfoespécies:
LE_PAR_26 CA = E. carmelinoi, EV = E. evandroi, LE = E.
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EV_LAS_20 .
1 u S a localidade das amostras: PN = Porto
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1 1 [~ LE_BAR_51 Minas Gerais, BAR = Barreirinhas -
jL. 7 ~
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Figura 14. Arvore filogenética de maxima credibilidade de clado (MCC) dos genes nucleares rDNA 28S (a), CAC (b), e PER (c) de trés espécies do
complexo Evandroi. Valores proximos aos nés representam a probabilidade posterior (PP). As primeiras duas letras na identificacdo das
sequencias representam as morfoespécies: CA = E. carmelinoi, EV = E. evandroi, LE = E. lenti, enquanto as demais letras identificam a localidade
das amostras: PN = Porto Nacional — Tocantins, LAS = Lassance — Tocantins, BAR = Barreirinhas — Maranhao, PAR = Parque de Ubajara — Ceara,
URS = Urbano Santos — Maranhao, VES = Viana — Espirito Santo.
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A analise “multilocus” pelo software BPP, de forma geral, gerou os mesmos
resultados para todas as analises mesmo quando alterados os valores de 6/t e o conjunto de
dados de entrada (i.e. somente mtDNA, somente nDNA e ambos combinados) (Tabela 9). A
arvore de espécies mais aceita foi aquela em que as morfoespécies E. lenti e E. carmelinoi
sdao mais proximas filogeneticamente em relagdo a E. evandroi ((carmelinoi, lenti) evandroi)
(Figura 14). Em relagdo a delimitagao de espécies, o modelo que melhor explica os dados
amostrados é aquele em que E. lenti e E. carmelinoi sdo pertencentes a mesma espécie,
enquanto E. evandroi é uma entidade bioldgica estruturada separada dessas duas ((CL) E)
(Tabela 9). Além disso, pode-se observar que ndo houve influéncia dos “priors” quando
analisados os conjuntos de dados com “loci” somente do nDNA e nDNA+mtDNA, mas sim
guando analisado somente o “loci” do mtDNA, no qual valores baixos de 8 (tamanho
populacional) afetaram negativamente a probabilidade posterior do melhor modelo

amostrado (Tabela 9).

7 E. evandroi

E. lenti

E. carmelinoi

Figura 15. Arvore de espécies gerada pela andlise “multilocus” no *BEAST e visualizada no
DensiTree. Todas as topologias geradas na analise (18,000 arvores apds burn-in) foram
sobrepostas  (azul), e uma arvore de consenso foi gerada (branco).
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Tabela 9. Inferéncia conjunta da arvore e delimitagdo de espécies dos taxons E. carmelinoi (C), E. evandroi (E) e E. lenti (L). Valores em
vermelho indicam cendrios com baixo valor de suporte (PP < 0.95).

All
Inferéncia conjunta da
arvore e delimitagdo de
espécies
e Arvore inicial: ((E, L), C);
e Conjunto de dados:
mtDNA + nDNA
e Arvore inicial: (E, (L, C));
e Conjunto de dados:
mtDNA + nDNA
e Arvore inicial: ((E, L), C);
e Conjunto de dados:
nDNA
e Arvore inicial: (E, (L, C));
e Conjunto de dados:
nDNA
e Arvore inicial: ((E, L), C);
e Conjunto de dados:
nDNA sem gaps.
e Arvore inicial: (E, (L, C));
e Conjunto de dados:
nDNA sem gaps.
e Arvore inicial: ((E, L), C);
e Conjunto de dados:
mtDNA
e Arvore inicial: (E, (L, C));
e Conjunto de dados:
mtDNA

1 (3, 0.004)

0 (3,0.002)

Algoritmo 0

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.998

(CL, E) 0.995

(CL, E) 0.997

T (3, 0.0004)

9 (3, 0.0002)

Algoritmo 0

(CL,E)1.0

(CL,E)1.0

(CL,E) 1.0

(CL,E)1.0

(CL,E)1.0

(CL,E)1.0

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

t(3,0.04)

0 (3,0.02)

Algoritmo 0

(CL, E) 0.981

(CL, E) 0.977

(CL, E) 0.969

(CL, E) 0.966

(CL, E) 0.972

(CL, E) 0.969

(CL, E) 0.776

(CL, E) 0.784

t (3, 0.004)

0 (3,0.002)

Algoritmo 1

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.998

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.998

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.996

(CL, E) 0.996

Tt (3, 0.0004)

0 (3, 0.0002)

Algoritmo 1

(CL,E)1.0

(CL,E) 1.0

(CL,E)1.0

(CL,E)1.0

(CL,E)1.0

(CL,E)1.0

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

T (3, 0.04)

0 (3,0.02)

Algoritmo 1

(CL, E) 0.977

(CL, E) 0.981

(CL, E) 0.969

(CL, E) 0.970

(CL,E)0.971

(CL, E) 0.967

(CL, E) 0.755

(CL, E) 0.776

T (3, 0.004)

0 (3,0.02)

Algoritmo 0

(CL, E) 0.977

(CL, E) 0.979

(CL, E) 0.963

(CL, E) 0.966

(CL, E) 0.958

(CL, E) 0.961

(CL, E) 0.767

(CL,E)0.761

1 (3, 0.04)

0 (3,0.002)

Algoritmo 0

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.998

(CL, E) 0.998

1 (3, 0.004)

0 (3,0.02)

Algoritmo 1

(CL, E) 0.976

(CL, E) 0.979

(CL, E) 0.967

(CL, E) 0.965

(CL, E) 0.961

(CL, E) 0.958

(CL, E) 0.765

(CL, E) 0.765

1(3,0.04)

8 (3,0.002)

Algoritmo 1

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.999

(CL, E) 0.994

(CL, E) 0.996
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5. Discussao

A taxonomia molecular do género Evandromyia é complexa e dificil de ser elucidada.
A presenca de espécies indistinguiveis pelo gene CO/ (PINTO et al., 2015, RODRIGUES et al.,
2018) contrasta com os achados de diversidade criptica desse género (COHNSTAEDT et al.,
2011; CONTRERAS-GUTIERREZ et al., 2014; PINTO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2018).
Nossos resultados demonstraram que métodos tradicionais de DNA Barcoding baseado na
analise de um fragmento do gene COI sdo eficientes na identificacdo de pelo menos seis
espécies do subgénero Evandromyia (Aldamyia) — E. andersoni, E. bacula, E. piperiformis, E.
termitophila, E. williamsi, e E. sp. de Baduel — incluindo a identificacdo de diversidade
criptica associada a algumas delas por diferentes métodos de delimitacdo de espécies
“single-locus”. Apesar disso, a andlise dos “barcodes” encontra dificuldades na delimitacdo
das morfoespécies E. carmelinoi, E. evandroi, E. lenti, e E. piperiformis, sendo essa ultima
corretamente identificada apenas por métodos de similaridade de sequencias (BM e BCM).
Além disso, a analise dos marcadores moleculares CYTB, CAC, PER e 28S se mostrou
insuficiente para a delimitacdo das morfoespécies indistinguiveis pelo COI/ pertencentes ao
complexo Evandroi, mas ao serem analisados em conjunto pelo método de coalescéncia de
multiplas espécies (MSC), sdo capazes de delimitar com precisdo o tdxon E. evandroi como
uma entidade bioldgica distinta de E. carmelinoi e E. lenti, apesar de ndo suportar essas duas

ultimas como espécies distintas.

5.1. DNA Barcoding de espécies do subgénero Evandromyia (Aldamyia)

Embora a delimitacdo de espécies “single-locus” tenha tido resultados congruentes
em relagdo as espécies amostradas que ndo pertencem ao complexo Evandroi — E.
andersoni, E. bacula, E. termitophila, E. walkeri, E. williamsi, e E. sp. de Baduel — houve
também pequenas variagdes inconsistentes entre os métodos em relacdao a separacao das
morfoespécies E. bacula, E. termitophila e E. walkeri em duas ou mais OTUs (Figura 10). A
relevancia da delimitacdo dessas espécies em mais de uma OTU é incerta, mas podem
representar variacdo geografica intraespecifica, ou a presenca de espécies cripticas (AVISE,
2000). Nesse sentido, é sabido que métodos moleculares geralmente tem a capacidade de

inferir um numero maior de unidades taxon6micas em relacdo a hipdtese inicial de
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delimitacdo de espécies feita por caracteres morfoldgicos (AVISE, 2000; ZACHOS et al.,
2013), principalmente ao utilizar marcadores do mtDNA que possuem altas taxas de
mutacdo, e que sdo historicamente utilizados para a deteccdo de populacdes estruturadas,
identificacdo de espécies recentes e inferéncias filogeograficas (AVISE, et al., 1987; MORITZ
et al., 1987). A delimitacdo gerada pelos algoritmos mGMYC e TCS separaram sequencias da
morfoespécie E. walkeri em duas e trés OTUs, respectivamente (Figura 10), que
correspondem as localidades das amostras, associando a diversidade criptica encontrada
com o isolamento geografico por distancia, o que pode ser comumente visualizado em
estudos de DNA Barcoding que analisam amostras de espécies provenientes de um amplo
espaco geografico (PINTO et al.,, 2015; RODRIGUES et al., 2018). Contudo, é notavel que as
duas OTUs da Colémbia identificadas pelo TCS sejam dos departamentos de Huila e Caldas,
gue sdo geograficamente préximos, sugerindo que um processo de vicariancia associado as
montanhas dos Andes pode ter sido responsavel pela divergéncia molecular alopatrica da
morfoespécie E. walkeri. Em contraste, as OTUs inferidas para E. bacula e E. termitophila
pelo mGYMC, PTP e/ou TCS (Figura 10), ndo foram associadas com a localidade das amostras
indicando que a diversidade criptica dessas amostras pode existir em uma escala espacial
menor (i.e. com distribuicdo simpdtrica) também. Estudos posteriores avaliando a
significancia das OTUs inferidas para os taxons E. bacula, E. termitophila e E. walkeri devem
ser conduzidos, incorporando métodos suplementares, como a morfometria, com o intuito
de determinar se elas correspondem a taxons diferentes ou ndao (YOGESWARI &
SRINIVASAN, 2016). As diferencas observadas entre os métodos de “single” e “multi
threshold” do GMYC sdo esperadas ja que o ultimo é mais flexivel e, consequentemente,
mais sensivel do que o primeiro por utilizar diferentes pontos de corte na delimitacdo de
espécies (FUJISAWA & BARRACLOUGH, 2013).

A analise filogenética de sequencias do gene COl/ e a compara¢do com as distancias
genética par-a-par nos permitiu avaliar a diferenciacdo e a relacdo evolutiva entre as
morfoespécies no subgénero Evandromyia (Aldamyia). Ambas as andlises de ML e BI
revelaram a presenca de um unico clado bem apoiado contendo as quatro morfoespécies do
complexo Evandroi, E. williamsi e E. walkeri, e um clado com baixo valor de suporte
contendo as espécies distantemente relacionadas E. andersoni, E. bacula, E. termitophila e E.
sp. de Baduel, que também ndo foram intimamente relacionadas entre si, com excecdo do

par E. andersoni [ E. sp. de Baduel (Figura 10). Esse padrdo observado na analise filogenética
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também é refletido nas distancias genéticas interespecificas par-a-par, que — com exce¢ao
do complexo Evandroi — apresentou distribuicdo bimodal, com um grupo de distancias
variando de 5 a 10% e outro de 11 a 16% (Figura 9). Esses dois grupos de distancias
correspondem, respectivamente, as comparacgdes interespecificas dentro do clado bem
apoiado contendo o complexo Evandroi / E. williansi / E. walkeri (incluindo também as
comparacgbes do par E. andersoni / E. sp. de Baduel) e aquelas envolvendo as espécies do
clado com baixo valor de suporte contendo as espécies distantemente relacionadas (Figura
9, Tabela 8). Para flebotomineos, distancias genéticas interespecificas maiores que
aproximadamente 10% representam valores altos, e tipicamente visualizados entre espécies
de géneros diferentes (CONTRERAS-GUTIERREZ et al., 2014; PINTO et al., 2015; RODRIGUES
et al., 2018). Sendo assim, os dois grupos de distancias supracitados provavelmente devem
corresponder a comparagdes intra- e intergenéricas. Logo, essas observagdes sugerem que
as morfoespécies atualmente descritas como pertencentes ao subgénero Evandromyia
(Aldamyia) provavelmente ndo sdo monofiléticas, e investigacGes futuras serdo necessarias
para elucidar qual seria o agrupamento natural mais provavel dessas espécies.

Houve forte discordancia entre as identificacGes morfolégica e molecular das quatro
espécies pertencentes ao complexo Evandroi. Esse grupo é nitidamente distinguivel ao
analisar os caracteres morfoldgicos, principalmente em relagdo ao apice dos dutos edeagais
e forma do paramero dos machos, e do formato da espermateca das fémeas (GALATI, 2018).
Evandromyia evandroi é a espécie mais diferente entre essas; o apice dos dutos edeagais é
"truncado”e o paramero e é digitiforme, enquanto o dpice dos dutos é bifurcado e o
paramero é dividido em lobo ventral e dorsal em E. lenti, E. carmelinoi, e E. piperiformis, o
apice dos dutos edagais pode ser diferenciado entre essas ultimas trés pelo formato e/ou
tamanho desse caractere (Figura 5). As fémeas de E. lenti e E. carmelinoi possuem o duto
comum da espermateca em formato de funil, e sdo dificeis de se diferenciar por conta da
similaridade no formato da espermateca, sendo delimitadas apenas pela razdao dos dutos
comum/individuais (GALATI, 2018), apesar de estudos recentes demonstrarem que ha uma
sobreposicao das medidas desse carater entre essas espécies, tornando-as em certos casos
indistinguiveis (GODOY et al., 2017). Entretanto, as fémeas de E. evandroi apresentam os
dutos individuais da espermateca pelo menos quatro vezes mais longos que o curto duto

comum, enquanto a espermateca de E. piperiformis possui o duto comum com praticamente
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0 mesmo comprimento ao longo de toda sua extensdo e com somente a metade apical
parcialmente esclerotizada (GODOY et al., 2017; GALATI, 2018).

Em contraste, os resultados da taxonomia molecular pelos “barcodes” do gene COI/
encontram dificuldades na delimitacdo das quatro espécies supracitadas, sendo que trés
delas — E. carmelinoi, E. evandroi, E. lenti — sdo indistinguiveis pelo fragmento do gene COI.
Apesar disso, mesmo ndo sendo delimitada como uma OTU distinta, sequencias de E.
piperiformis formaram um clado bem apoiado pelas inferéncias filogenéticas (Figura 10), que
pode estar relacionado com a localidade geogréfica das amostras, tendo em vista que ndo
foi possivel analisar sequencias das demais espécies do complexo Evandroi provenientes de
Jacareacanga, localizada no sul da Amazonia brasileira (Figura 6). Além disso, sequéncias de
E. piperiformis foram corretamente identificada pelos critérios de “Best-match” (BM e BCM),
gue consistem métodos de identificacdo de sequencias por similaridade, sendo capazes de
identificar taxons mesmo quando critérios baseados em 4arvores filogenéticas nao
conseguem (i.e. monofiletismo reciproco) (MEIER et al., 2006). Apesar das notaveis
diferencas morfoldgicas, nds propomos com base na similaridade molecular que essas
ultimas quatro morfoespécies sdo fortemente relacionadas e devem ser consideradas como
um complexo de espécies de divergéncia recente, no qual nomeamos aqui como “complexo
Evandroi”, por uma questdo de precedéncia na descricdo dessa espécie. Os membros do
complexo Evandroi podem estar passando por um processo incipiente de especiagao
simpatrica, no qual poucos “loci” associados na diferenciagao dos aspectos da genitalia estao
envolvidos. A presenca de tdxons morfologicamente distintos que sdao agrupados em um
Unico grupo molecular ja foi previamente descrita em diversos organismos, como caracois
(STANKOWSKI & JOHNSON, 2014; VIDIGAL et al., 2018), esponjas (DEBIASSE & HELLBERG,
2015), corais (AMENT-VELAZQUEZ et al., 2016) e lagartos (JIN et al., 2014), além de outras
espécies de flebotomineos, como algumas pertencentes aos géneros Lutzomyia (PINTO et
al., 2015) e Nyssomyia (MAZZONI et al., 2008; PINTO et al., 2015).

Estudos anteriores também mostraram que E. carmelinoi, E. evandroi e E. lenti nao
sdo distinguiveis ao utilizar métodos tradicionais de DNA Barcoding (i.e. observacdao dos
cluster em darvores de neighbor-joining seguido da delimitacdo pelo algoritmo ABGD)
aplicados ao fragmento do gene COI descrito por FOLMER et al. (1994) (PINTO et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2018). Nesse estudo nds utilizamos diferentes métodos de sofisticacdo

estatistica variavel, incluindo pela primeira vez a aplicacdo de métodos derivados da teoria
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da coalescéncia (GMYC e PTP) na delimitacdo de espécies de flebotomineos. Entretanto,
esses métodos também foram ineficazes na separacdo das espécies pertencentes ao
complexo Evandroi, indicando que os resultados anteriores ndo foram consequéncia do uso
de métodos de delimitacdo menos elaborados que se baseiam na distancia genética das
sequencias amostradas. Em vez disso, a dificuldade de distinguir os quatro membros do
complexo Evandroi utilizando sequencias de CO! é aparentemente devido a sua divergéncia
recente (i.e. especiacdo incipiente e/ou recente), de modo que ndo houve tempo
insuficiente para a separagdo completa das linhagens e/ou acumulacdo de diferenciagdo
molecular espécie-especifica (MADDISON, 1997; HUDSON & COYNE, 2002; KNOWLES &
CARSTENS, 2007). A ampla distribuicdo geografica de pelo menos algumas espécies do
complexo Evandroi, associada a altas taxas de potencial reprodutivo em flebotomineos,
sugere que os altos valores de tamanho efetivo populacional tenham provavelmente
contribuido para a falta de diferenciacdo molecular entre essas espécies (MADDISON, 1997;
HUDSON & COYNE, 2002; ESSELSTYN et al., 2012; VAN VELZEN et al., 2012; FUJISAWA &
BARRACLOUGH, 2013).

5.2. Delimitagao de espécies “multilocus” do complexo Evandroi

O DNA Barcoding surgiu como uma proposta de método rapido e eficaz na
identificagdo molecular de organismos ao nivel de espécie (HEBERT et al., 2003). Porém, a
delimitacdo de espécies baseada em apenas em um Unico alvo molecular como o gene COI,
aliada a uma andlise dos dados pragmatica, tal como a analise de pontos de corte de
distancias genéticas, podem levar a interpretacdo err6nea da utilidade da taxonomia
molecular para identificacdo de diversos organismos (COLLINS & CRUICKSHANK, 2013). Em
muitas situa¢des pontos de corte arbitrarios e irreais sdo utilizados para identificar a analise
do COl como um bom marcador para os “barcodes” como, por exemplo, a “regra de 10x”
gue preconiza que a divergéncia entre espécies seja 10 vezes maior que os polimorfismos
encontrados dentro da mesma espécie (HEBERT et al., 2004). Apesar disso, outros métodos
baseados na distancia nucleotidica utilizam limites mais refinados para a identificacdo de
espécies; o algoritmo Barcode Index Number (BIN) presente na plataforma do Barcode of
Life Data System (BOLD) utiliza um limite de 2,2% de distancia p intraespecifica com um

posterior refinamento do “markov clustering” (RATNASINGHAM & HEBERT, 2013), enquanto
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o ABGD utiliza uma matriz de distancias nucleotidica de sequencias amostradas para definir
a lacuna — mesmo que incipiente — das distancias intra- e interespecificas (PUILLANDRE et
al., 2012). Mesmo assim, métodos baseados em distancias genéticas possuem severas
limitacdes, e apesar da rapida evolucdo do mtDNA, é sabido que espécies recentes possuem
0 acumulo de mutacdes espécie-especificas muito limitado, logo, outra estratégia para a
analise “single-locus” do DNA Barcoding é analisar arvores filogenéticas de genes buscando o
monofiletismo reciproco de diferentes linhagens evolutivas, nesse caso podendo utilizar,
também, a delimitacdo proposta por algoritmos que inferem OTUs a partir da analise de
arvores filogenéticas de ML e Bl (e.g. PTP e GMYC), e ndo de distancias nucleotidicas.

Nesse estudo foi demonstrado que as estratégias supracitadas sdo ineficientes na
delimitagcdo dos componentes do complexo Evandroi para diversos marcadores moleculares.
As analises dos marcadores COI, CYTB, CAC, PER e 28S para as morfoespécies E. carmelinoi,
E. evandroi e E. lenti apresentaram uma evidente sobreposicdo das distancias genéticas
intra- e interespecificas. Além disso, apesar de formarem um clado uUnico e bem apoiado
pelas analises filogenéticas, ndo houve nenhuma estruturacdo congruente com as
morfoespécies desse complexo, com excec¢do para as sequencias de CO/ de E. evandroi de
Lassance (MG) (Figura 10) e CYTB de amostras de E. evandroi de Lassance (MG) e
Barreirinhas (MA) (Figura 12). Logo, o verdadeiro status dos membros do complexo Evandroi
nao pode ser elucidado com estratégias de andlise “single-locus”, mesmo utilizando-se
marcadores moleculares de diferentes origens, taxas de evolu¢do e pressées seletivas
diferenciadas. De forma geral, o mtDNA possui um padrao de evolu¢do rapida, mas ainda é
esperado que espécies muito recentes mostrem arvores de genes poli- e parafiléticas antes
qgue o monofiletismo reciproco seja adquirido, principalmente por conta da separagdo
incompleta de linhagens e introgressdao durante o processo de especiacdo (FUNK &
OMLAND, 2003; ROSS, 2014).

Em contraste, a analise “multilocus” pelo programa BPP assinalou, na maioria dos
cenarios, que E. evandroi é uma espécie distinta de E. carmelinoi e E. lenti com altos valores
de probabilidade posterior (>0,95) (Tabela 9). Métodos baseados na teoria da coalescéncia —
teoria matematica e probabilistica que se baseia na histdéria evolutiva dos alelos — como os
qgue incorporam a coalescéncia de multiplas espécies (multispecies coalescent, MSC)
(RANNALA & YANG, 2003), podem ser utilizados para resolver conflitos entre arvore de

genes e de espécies, possibilitado uma inferéncia mais robusta em relacao a delimitacao de
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espécies quando ha padrdes poli- e parafiléticos na genealogia dos alelos estudados por
conta de processos de especiacdo recentes (FUJITA et al., 2012). O programa aqui utilizado —
BPP — assinala diferentes populacBes/espécies “a priori” e tenta sempre fundir essas
entidades em uma sé, mas nunca tenta separd-las (YANG, 2015), tornando-o assim, um
“método de validacdo”, diferente dos métodos de “descoberta” que ndo utilizam essas
informacdes (CARSTENS et al., 2013). Apesar do BPP assumir algumas prerrogativas como,
por exemplo, a auséncia de fluxo génico entre as entidades analisadas (YANG & RANALA,
2010), o algoritmo delimita com precisdao diferentes espécies mesmo quando had uma
pequena taxa de migrantes por geracao (ZHANG et al.,, 2011). Logo, os resultados que
indicam E. carmelinoi e E. lenti como uma Unica entidade bioldgica sugere que intensos
eventos de hibridizacdo ocorram entre essas duas morfoespécies, o que pode ser validado
pela distribuicdo simpatrica (REBELO et al., 1999; MARTINS et al., 2002; CORTEZ et al., 2007;
JUNIOR et al., 2009; REBELO et al., 2010; SANGUINETTE et al., 2015) e grande similaridade
morfoldgica (GODOY et al.,, 2017; GALATI, 2018), principalmente das fémeas, desses dois
taxons.

A utilizacdo de diferentes “priors” de tamanho populacional (8) e tempo de
divergéncia (t) nas analises do BPP, forneceram os mesmos resultados apesar de pequena
variagdo nos valores de probabilidade posterior (Tabela 9). De forma geral, valores altos de
tamanho populacional (6: 3, 0.02) reproduziram menor suporte estatistico do melhor
modelo proposto, enquanto a variagao de t ndo teve influéncia com tempos de divergéncia
recentes (t: 3, 0.0004) ou antigos (t: 3, 0.04), corroborando simulagdes anteriores em que
valores discrepantes de 8 tiveram grande efeito na delimitacdo de espécies, desfavorecendo
cenadrios reais ao utilizar valores que destoam da histéria das espécies amostradas (YANG &
RANNALA, 2014; YANG, 2015; RANNALA & YANG, 2017; GALEN et al., 2018; DEVITT et al.,
2019). O BPP nao possui valores “default” para esses “priors”, e a melhor estratégia é avaliar
a influéncia desses nos dados amostrados (YANG, 2015). O valores para 6 assumem uma
distribuicdo gamma inversa 1G(a, B), com a média sendo calculada pela equacdo B/(a — 1),
sendo assim, a média para valores altos de tamanho populacional (6: 3, 0.02) € 0.02/(3-1) =
0.01. Em perspectiva das analises do BPP, uma média 0.01 para 6 corresponde que duas
sequencias aleatérias das populacdes amostradas possuem uma divergéncia genética de
10%, valor que ndo corresponde com a realidade do conjunto de dados analisados tendo em

vista que as espécies do complexo Evandroi ndo ultrapassam a distancia genética de 3%.
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As morfoespécies pertencentes ao complexo Evandroi — E. carmelinoi e E. lenti — nao
podem ser delimitadas por nenhuma das linhas de evidéncia da biologia molecular
apresentadas nesse estudo. Tendo em vista o conceito unificado de que espécies
representam “linhagens de metapopulacdes evoluindo separadamente” (de QUEIROZ,
2005), essas duas morfoespécies supracitadas podem ser consideras como uma Unica
entidade biolégica. De forma geral, a andlise de cerca de cinco “loci” em analises do
programa BPP é suficiente para delimitar com eficdcia os taxons amostrados, entretanto é
sabido que o aumento do numero de marcadores afeta positivamente a precisdo estatistica
do método (YANG & RANNALA, 2014), o que pode ou ndo ter ocasionado na delimitacdo
incorreta de E. carmelinoi e E. lenti como uma Unica espécie. Uma vez que o processo de
especiacdo é gradual, incongruéncias entre diversos métodos de delimitacdo sdo
obviamente esperados. Logo, nesse estudo a morfologia foi utilizada como principal critério
operacional de delimitacdo de espécies (i.e., linha de evidéncia), portanto auséncia de
evidéncias moleculares de que esses taxons sdo espécies diferentes ndo constitui evidéncia
gue contradiga a hipdtese de que pertengcam a linhagens evolutivas diferentes (de QUEIROZ,
2007), e podem, consequentemente, manter o status de espécies distintas.

Entretanto, o ponto de vista pragmatico do DNA Barcoding que é a identificacdo de
espécimes sem a necessidade da analise de caracteres morfoldgicos, ndo pode ser ignorado,
e essas espécies devem ser identificadas como pertencentes ao complexo Evandroi em
estudos que utilizem somente linhas de evidéncia da biologia molecular — ambos “single” e

“multilocus” — para a separagdo de espécies.

6. Conclusao

Nés demonstramos a utilidade da taxonomia molecular por meio de “barcodes” de
DNA para identificacdo e caracterizacdo de espécies do subgénero Evandromyia (Aldamyia).
Esse método “single-locus” permitiu a identificacdo de algumas espécies desse grupo,
incluindo a deteccdao de diversidade criptica no qual pode indicar a presenca de taxons
distintos (espécies cripticas). Apesar disso, algumas espécies — E. carmelinoi, E. evandroi, E.
lenti e E. piperiformis — apresentaram grande dificuldade de serem separadas pelas andlises

com o gene COI/, sendo essa ultima corretamente delimitada apenas por métodos que nao
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requerem o monofiletismo reciproco das linhagens. Também foi demonstrado que a
utilizacdo de ferramentas “multilocus”, com o auxilio da amplificacdo dos marcadores CYTB,
CAC, PER e 28S, permitiu a identificacdo de E. evandroi como uma entidade bioldgica distinta
de E. lenti e E. carmelinoi. Logo, os resultados indicam que a taxonomia molecular de
Evandromyia (Aldamyia) é de grande complexidade, e deve ser utilizada, quando possivel,
com o auxilio de diferentes métodos e marcadores moleculares, e apenas de forma

integrada a taxonomia morfolégica dessas espécies.
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