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RESUMO

Os flebotomineos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae. Considerados vetores naturais de agentes infecciosos, como virus, bactérias e
protozoarios, dentre estes Leishmania, que causam as leishmanioses no homem e em outros
animais. Cerca de 1.003 espécies ou subespécies sao reconhecidas, das quais aproximadamente
537 estdo presentes nas Américas, sendo 277 registradas no Brasil. No estado de Tocantins
(TO), até o momento foram registradas 70 espécies, e destas, 32 ocorrem no Distrito de
Taquarugu, municipio de Palmas. Os estudos realizados sobre a fauna de flebotomineos e
registro de novas espécies no estado de Tocantins, utilizou-se apenas identificagcdo através de
analises morfolégicas. Considerando o uso de dados morfologicos por si s6 pode subestimar ou
superestimar o numero de espécies, o presente trabalho tem como objetivo realizar a
identificacdo molecular de espécies de flebotomineos capturadas no municipio de Palmas/TO,
utilizando-se o fragmento parcial do gene citocromo c oxidase subunidade I (COI). Portanto,
realizou-se coletas mensais, durante trés noites consecutivas, no periodo de janeiro a junho, em
quatro pontos: Caverna Boa Esperanca, Gruta do Evilson, Chécara Serra do Carmo e Chécara
do lago, com armadilhas luminosas modelo HP. Antes do processamento dos insetos
(diafanizacdo e montagem), foi realizada a coleta e congelamento a -20°C das pernas de cada
exemplar para sequenciamento e posterior identificacdo molecular. A identificacdo morfoldgica
dos espécimes revelou 28 espécies distribuidas em 13 géneros. Trés espécies (Deanemyia
samueli, Pintomyia gruta, Psathyromyia barretti), ainda ndo haviam sido registradas no estado
de Tocantins, desta forma, a fauna flebotominica do municipio e do estado fica composta, até o
momento, por 35 e 73 espécies, respectivamente. Edentomyia sp. € Lutzomyia (Lutzomyia) sp.,
provavelmente sao espécies ainda nao descritas, € novos estudos sdo necessarios para verificar
sua real identidade taxonomica. O uso do DNA barcode mostrou-se eficiente para identificagado
das espécies de flebotomineos do estado de Tocantins, e revelou a existéncia de diversidade
criptica em trés espécies, Nyssomyia whitmani, Psychodopygus sp. série Chagasi e
Psathyromyia aragaoi, porém a quantidade de amostras sequenciadas ¢ um fator que influencia
a eficacia da técnica do DNA Barcode. Dessa forma, o presente estudo encontrou dois
obstaculos no que diz respeito a identificacdo das espécies com o uso de sequéncias COI: o
numero reduzido de amostras analisadas para algumas espécies, assim como a falta de
sequéncias depositadas no GenBank.

Palavra-chave: Phlebotominae, DNA Barcode, taxonomia molecular, caverna, diversidade alfa.



ABSTRACT

Sandflies are insects belonging to the order Diptera, family Psychodidae, and subfamily
Phlebotominae. Considered natural vectors of infectious agents, such as viruses, bacteria and
protozoa, including Leishmania, which cause leishmaniasis in humans and other animals. About
1,003 species or subspecies are recognized, of which approximately 537 are present in the
Americas, 277 of which are registered in Brazil. In the state of Tocantins (TO), so far, 70 species
have been recorded, and of these, 32 occur in the District of Taquarugu, municipality of Palmas.
The studies carried out on the sand fly fauna and recorded of new species in the state of
Tocantins, when only identification through morphological analysis was used. Considering the
use of morphological data alone can underestimate or overestimate the number of species, the
present work aims to carry out the molecular identification of sand fly species captured in the
municipality of Palmas/TO, using the partial fragment of the cyfochrome ¢ gene subunit 1
oxidase (COI). Therefore, monthly collections were carried out during three consecutive nights,
from January to June, at four sites: Cave Boa Esperanca, Grotto’s Evilson, and Chacara Serra
do Carmo and Chécara do lago, with HP model light traps. Before processing the insects
(clearing and mounting), the legs of each specimen were collected and frozen at -20°C for
sequencing and subsequent molecular identification. The morphological identification of the
specimens revealed 28 species distributed in 13 genera. Three species (Deanemyia samueli,
Pintomyia gruta, Psathyromyia barretti), had not yet been registered in the state of Tocantins,
thus, the sand fly fauna of the municipality and the state is composed, so far, of 35 and 73
species, respectively. Edentomyia sp. and Lutzomyia (Lutzomyia) sp., are probably still
undescribed species, and new studies are needed to verify their real taxonomic identity. The use
of DNA barcode proved to be efficient for identifying sand fly species in the state of Tocantins,
and revealed the existence of cryptic diversity in three species, Nyssomyia whitmani,
Psychodopygus sp. Chagasi series and Psathyromyia aragaoi, but the number of sequenced
samples is a factor that influences the efficiency of the DNA Barcode technique. Thus, the
present study encountered two obstacles with regard to the identification of species using CO/
sequences: the reduced number of samples analyzed for some species, as well as the lack of
sequences deposited in GenBank.

Keyword: sandflies, DNA Barcode, molecular taxonomy, cave, alpha diversity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biologia e Ecologia de Phlebotominae

Os flebotomineos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, conhecidos popularmente no Brasil, dependendo do estado ou da
regido, como mosquito palha, asa dura, tatuquira, birigui, cangalha, cangalhinha, ligeirinho,
péla-égua e arrepiado (BRASIL, 2014). Esses insetos sdo vetores naturais de agentes
infecciosos, tais como virus, bactérias e protozoarios, dentre estes Leishmania, que causam as
leishmanioses no homem e outros animais (SHAW et al., 2003).

Quando comparados aos demais insetos de sua familia, possuem um corpo mais
delgado, (medindo de 2 a 3 mm de comprimento) pernas mais longas e finas (BRAZIL &
BRAZIL, 2003; SHERLOCK, 2003). Apresentam uma coloragdo que pode variar de castanho
claro a escuro com corpo coberto por um grande nimero de cerdas, dando-lhes um aspecto
piloso (KILLICK-KENDRICK, 1999). Possuem asas lanceoladas, estreitas, hialinas e
densamente revestidas de cerdas longas. Essas, quando em repouso, permanecem eretas e
fletidas para cima (BRAZIL & BRAZIL, 2003; SHERLOCK, 2003).

Os flebotomineos sdo conhecidos por fazerem voos curtos e saltado, por isso sdo
conhecidos como maus voadores, o que reforca a hipdtese de que estes insetos ndo se afastam
muito dos criadouros e a sua dispersdo maxima geralmente nao excede um quildometro (DOHA
et al., 1991; MORRISON et al.,1993; READY, 2013). Contudo, estudos realizados para testar
a capacidade de voo desses insetos demonstraram ampla capacidade de voo em seu habitat
natural (TONELLI et al., 2021).

Ambos os sexos alimentam-se de secrecdes agucaradas de plantas ou de secregdes
produzidas por pulgdes homopteros, que sdo fontes de energia imprescindiveis para as
atividades de voo, acasalamento, postura e longevidade (MOORE et al., 1987; PETTS et al.,
1997), porém as fémeas precisam de uma dieta sanguinea para completarem o desenvolvimento
dos seus ovos e assim prosseguir com a oviposicdo e manutencdo do ciclo bioldgico
(FORATTINI, 1960; RANGEL & LAINSON, 2003). Tal ciclo envolve uma fase de ovo, quatro
estadios larvarios, seguido de pupa e o estagio final de adulto alado, portanto sdo classificados
como holometdbolos (MONTEIRO, 2012). Cada estagio pode ter duracdo variavel de acordo
com a espécie, alimentacao e condi¢des climaticas. A diversidade vegetal, animal e os fatores
microclimaticos que caracterizam as florestas tropicais fornecem recursos alimenticios, abrigos

e condicdes Otimas de temperatura e umidade para o desenvolvimento dos flebotomineos,
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influenciando a abundancia e diversidade dessas comunidades (SILVA et al., 2007; FERREIRA
et al., 2013).

Naturalmente, os flebotomineos sdo de ambientes silvestres, com habito crepuscular e
noturno. Durante o dia, permanecem em locais protegidos, abrigam-se nas copas ou nas bases
das arvores (ocos, troncos e raizes tubulares), no chao entre as folhas secas caidas, dentro de
cavernas, em frestas de rochas, dentro de tocas de animais, entre outros locais que oferecem
protecdo (TEODORO et al., 1993; CASANOVA et al., 2013; DUTRA-REGO et al., 2022).
Porém, as mudangas ambientais provocadas por fendmenos naturais ou pela intervencao
humana, como a destrui¢cdo da vegetagdo nativa, a ocupagdo humana desordenada e invasdo de
areas florestais tém alterado os habitats naturais desses insetos (PESSOA et al., 2007,
VALDERRAMA et al., 2011; MORALI et al., 2013). Estudos em areas antropizadas, retratam
o encontro de flebotomineos, em abrigos de animais como, galinheiro, chiqueiro, estabulo,
curral e sob material acumulado nos quintais das habitagdes. Em ambiente domiciliar, sdo
encontrados nas paredes internas e externas dos domicilios (SANTINI et al., 2017; MACHADO
et al., 2017).

Fatores antropogénicos tendem a alterar a composi¢cdo € o comportamento das
populagdes de flebotomineos. Enquanto algumas espécies tendem a ter sua populacio reduzida
ou até mesmo desaparecer, outras tornam-se mais abundantes e adaptam-se aos ambientes
sinantropicos, (TRAVI et al., 2002, NIEVES et al., 2014). Estudos mostram que a modificacao
antropogénica pode favorecer certas espécies a colonizar esse tipo de ambiente, como relatado
para Lutzomyia longipalpis, Lutzomyia gomezi e Nyssomyia whitmani (PETERSON et al.,
2003; DE ALMEIDA et al., 2013; NIEVES et al., 2014).

Com a fragmentagdo florestal e urbanizacdo, aliado as condi¢des do microclima
(temperatura e umidade) novos habitats tornam-se disponiveis para a coloniza¢do e podem
favorecer o crescimento populacional de vetores (KOENKAADT et al., 2004). Como resultado
das adaptagdes aos diferentes ecotopos, as subpopulacdes comecam a evoluir
independentemente e, portanto, acumular diferengas genéticas que acabam por levar a
especiacdo. Em caso de especiacdo, uma subpopulagdo perde a capacidade de acasalar com
sucesso com outras subpopulacdes, e com o tempo essas adaptacdes se refletem nas diferengas
morfologicas que acabam por diferenciar as populagdes (JIMENEZ et al., 2000; TRAVI et al.,
2002). Nesse sentido, variagdes morfoldgicas foram observadas em Lutzomyia longipalpis,

Mangabeira (1969), foi o primeiro a notar diferencas morfologicas em machos de diferentes
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localidades do Brasil. Posteriormente, Ward et al. (1983), confirmaram os achados de
Mangabeira; machos coletados no Pard tinham um par de manchas brancas no 4° tergito
abdominal enquanto que os machos coletados no Ceard tinham dois pares de manchas brancas
no 3° e 4° tergitos. Em seguida, os autores mostraram que as duas formas eram isoladas

reprodutivamente, sugerindo que poderiam ser espécies cripticas (WARD et al., 1985).

Estudos moleculares de nove diferentes populagdes de Lu. Longipalpis, sob uma
perspectiva macrogeografica, também evidenciaram diferengas genéticas entre essas
populacdes de diferentes regides do Brasil, sugerindo a existéncia de trés clusters (CESARIL

et al. 2019).

1.2 Taxonomia da Subfamilia Phlebotominae

A classificagdo dos flebotomineos sempre foi um assunto controverso, principalmente
no que se refere aos niveis de género e subgénero. Nas Américas, as primeiras espécies de
flebotomineos foram descritas por Coquillett (1907), e no Brasil os responsaveis pela primeira
descricdo de flebotomineos foram Lutz & Neiva (1912). O primeiro subgénero denominado
Lutzia, para a espécie Phlebotomus longipalpis (LUTZ & NEIVA, 1912), foi criado por Franga
(1920), utilizando fundamentalmente a morfologia externa da genitalia masculina e em 1924,
Franca substituiu 0 nome Lutzia, pré-ocupado, por Lutzomyia.

Muitos sistemas de classificagdo para flebotomineos foram propostos desde Newstead
(1911), e diferentes géneros e subgéneros foram criados desde entdo (FRANCA, 1919;
FRANCA & PARROT, 1920; NITZULESCU 1931; MANGABEIRA 1941; THEODOR 1948;
FAIRCHILD 1955; BARRETO 1962; THEODOR 1965; MARTINS & SILVA 1965;
DUCKHOUSE 1973; YOUNG & FAIRCHILD 1974; ABONNENC & LEGER 1976a; LEWIS
et al., 1977; ARTEMIEY, 1991).

Nas Américas atualmente existem dois sistemas de classificacao:

a) uma classificacdo proposta por Lewis et al. (1977) e posteriormente revisada por
Young & Duncan (1994), intitulada “Guia para identificagdo e distribuicdo
geografica de Lutzomyia no México, América do Sul e Central e oeste da India”, na
qual os flebotomineos neotropicais sao alocados em trés géneros: Lutzomyia Franca,
1924; Brumptomyia Franga & Parrot, 1921; e Warileya Hertig, 1948. Esta chave de
identificacdo prioriza a classificacdo a partir da observacdo de poucas estruturas,

como: a relagdo entre o tamanho dos segmentos da antena, morfologia dos ascoides,
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dos palpos, do labio, extensdo da sutura interocular, cibario em fémeas, presenca ou
ndo de espinhos femurais, genitdlia masculina, genitalia feminina e espermateca.

b) A classificacao proposta por Galati (1995), que reorganizou os grupos e classificou a
subfamilia Phlebotominae em duas tribos: Hertigiini Abonnenc & Leger, 1976 ¢
Phlebotomini Rondani, 1840. Hertigiini em duas subtribos: Hertigiina Hertigia
Fairchild, 1949; para a América e Idiophlebotomina Artemiev, 1991, para o Velho
Mundo e Australia, ¢ Phlebotomini em seis subtribos: Australophlebotomina
Artemiev, 1991 e Phlebotomina Rondani, 1840, para o Velho Mundo e as espécies
americanas foram incluidas nas subtribos Brumptomyiina Artemiev, 1991,
Sergentomyiina Artemiev, 1991, Lutzomyiina Abonnenc & Leger, 1976, e
Psychodopygina Galati, 1995 (GALATI 2003). Galati (2003), agrupa as espécies
em 23 géneros e 20 subgéneros dos 530 taxons (513 atuais e 17 fosseis) descritos
para o continente Americano.

Tradicionalmente, em ambas as classificagdes, as espécies foram identificadas e
descritas usando caracteristicas morfoldgicas (YOUNG & DUNCAN, 1994; GALATI, 2003),
porém a segunda fornece uma hipdtese bem fundamentada sobre as relagdes de parentesco entre
as espécies e géneros dentro de Phlebotominae.

O uso de dados morfoldgicos por si s6 pode subestimar ou superestimar o nimero de
espécies, visto que esse método de identificacio ndo consegue reconhecer diferentes
componentes de um complexo, e em particular, pode falhar na identificacdo de espécies
cripticas, isto €, subpopulagdes nos estagios iniciais de especiacdo que ainda ndo evoluiram nas
diferencas morfologicas (RODRIGUES et al., 2018; PINTO et al., 2015).

Também ha ocorréncia de fémeas isomorficas, ou seja, fémeas que apresentam
morfologia muito similar, como ¢ o caso da maioria das fémeas dos géneros Trichophoromyia
Barretto, 1962; Psychodopygus Mangabeira, 1941 e Trichopygomyia Barretto, 1962. Além
disso, quando apenas uma abordagem morfologica ¢ usada para delinear espécies intimamente
relacionadas, estas podem ser consideradas como uma unica espécie nominal devido a poucas
ou nenhuma diferenca morfoldgica (SOUSA-PAULA et al., 2021).

Outra limitagdo da identificagdo exclusivamente morfoldgica ¢ a complexidade para
visualizacao de algumas estruturas morfoldgicas que requer uma habilidade e experiéncia
consideravel para a identificagdo taxondmica dos flebotomineos podendo dificultar a
identificacdo correta dos espécimes.

Verifica-se, assim, que nao existe um consenso sobre a classificacdo dos flebotomineos

das Américas, o que justifica a realizacao de diferentes métodos de identificacdo. Atualmente,
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métodos como analise cromossomica, morfometria geométrica, criacdo e coloniza¢do em
laboratorio, isoenzima, analise molecular e filogenética e, mais recentemente, espectrometria
de massa, avangaram no sentido de proporcionar uma melhor identificagao e classificagao dos

espécimes de flebotomineos (AKOUNDI et al., 2016; SOUSA-PAULA et al., 2021).

1.3 Identificacdo de espécies baseado no Codigo de Barras de DNA

O uso do codigo de barras de DNA (DNA Barcode) tem se tornado uma abordagem
econdmica e acessivel para a avaliagdo da diversidade bioldgica (SOUSA-PAULA et al., 2021).
A delimitagdo de espécies por meio desse método, usa um fragmento padronizado de
aproximadamente 658 pares de bases (pb), do gene mitocondrial, citocromo C oxidase
subunidade I (COI), que ¢ depositado por pesquisadores no banco de dados de sequéncia,
denominado BOLD (The DNA Barcode of Life Data System) (RATNASINGHAM et al., 2007;
HEBERT et al., 2003).

O uso do DNA barcode tem apresentado alta taxa de sucesso na identificag@o de espécies
de diversos grupos de aves, peixes, anfibios e artropodes (HERBERT et al., 2003, 2004a; KERR
et al., 2007; WARD et al., 2005, SMITH et al., 2008a). O uso desse método facilitou a
identificacdo e descoberta de novas espécies entre muitos tdxons de insetos, incluindo espécies
cripticas de flebotomineos (PINTO et al., 2015; GAJAPATHY et al., 2016; RODRIGUES et
al., 2020). No Brasil, a andlise do codigo de barras de 47 espécies, permitiu que os autores
discriminassem corretamente cerca de 90% dos tidxons amostrados (42 espécies
morfologicamente distintas), quatro espécies apresentaram valores maximo de divergéncia,
indicando diversidade criptica e ainda indicou a necessidade de revisao de tdxons dentro do
complexo Shannoni (PINTO et al., 2015).

Contudo, hé controvérsias no uso do DNA mitocondrial (mtDNA) para identificagdo de
espécies. Esse sistema ¢ dependente da completa cobertura da diversidade de taxons, se
sequéncias de somente parte dos tdxons de um determinado grupo estiverem depositadas no
banco de dados, a identificagdo de uma espécie pertencente a esse grupo pode ndo ser realizada
(FREZAL et al., 2008).

A taxa de evolugdo de genes mitocondriais pode ser outro fator prejudicial a eficacia
desse método, pois essa taxa pode variar dentro e entre grupos de espécies relacionadas
(FREZAL et al. 2008), e isto pode resultar na sobreposi¢ao dos niveis de variacao intra- e
interespecificos, ou seja, ndo had uma lacuna entre essas variagdes. Por exemplo, Rodrigues et

al. (2020), em um estudo, por meio do uso de sequencias COI de flebotomineos do subgénero
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Evandromyia (Aldamyia), mesmo considerando suas claras diferengas morfologicas, nao
conseguiram distinguir Evandromyia carmelinoi (Ryan, Fraiha, Lainson & Shaw),
Evandromyia evandroi (Costa Lima & Antunes) e Evandromyia lenti (Mangabeira). Nao houve
lacuna de codigo de barras entre esses trés tdxons do complexo Evandroi. Apesar de Herbert et
al. (2003), sugerirem que os valores de distancia intraespecifica sdo menores que os valores de
distancia interespecifica para o gene mtDNA.

Além do mais, o uso desse unico fragmento do mtDNA na identificagdo das espécies
pode nao ser informativo o suficiente para descrever a grande diversidade bioldgica e,
consequentemente essa sequéncia padronizada pode ndo contribuir com o desafio de identificar
taxons e aumentar a taxa de descri¢do da diversidade biologica (WILL et al., 2004). O
fragmento do gene COI tem se mostrado bastante efetivo na identificacao de diversas espécies
animais, mas pode falhar em alguns grupos proximamente relacionados, sendo necessario a

analise adicional de regides nucleares.

1.4 O estado da arte

O Brasil, pais de propor¢des continentais, com clima tropical e densa area silvestre,
possui condigdes favoraveis para abrigar diversas espécies de flebotomineos. Das 1.003
espécies ou subespécies de flebotomineos reconhecidas, aproximadamente 530 estdo presentes
nas Américas, e destas, 277 foram registradas no Brasil (SHIMABUKURO et al., 2017;
GALATI, 2003). Esta alta riqueza de espécies no Brasil estd associada a diversidade dos
biomas, que vai desde florestas tropicais, como Amazonia e a Mata Atlantica, até areas secas
do cerrado e da caatinga.

Segundo Vilela et al. (2015), no estado de Tocantins (TO) foram registradas 70 espécies,
e destas, 32 ocorrem no Distrito de Taquarugu, municipio de Palmas (MACHADO et al., 2012).
Dentre as espécies registradas no Distrito de Taquarugu as mais abundantes foram:
Micropygomyia villelai (Mangabeira, 1942), Sciopemyia sordellii (Shannon & Del Ponte,
1927), Evandromyia carmelinoi (Ryan, Fraiha, Lainson & Shaw, 1986), Evandromyia
termitophila (Martins, Falcao & Silva,1964), Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939)
e Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912). Apesar do estado de Tocantins apresentar alta
diversidade (MACHADO et al., 2017), nos estudos realizados at¢ o momento sobre a fauna de
flebotomineos e registro de novas espécies, a identificagdo das mesmas foi realizada apenas
através de andlises morfoldgicas (LUSTOSA et al., 1986; ANDRADE-FILHO et al., 2001,
2004a; VILELA et al., 2011, 2013, 2015; MACHADO et al., 2012, 2017). Sabendo que as
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espécies cripticas podem representar uma fragdo substancial da biodiversidade (STRUCK et
al., 2018) e que tanto as espécies cripticas e fémeas isomorficas s6 podem ser reconhecidas por
métodos mais sensiveis como a andlise genética (KORSHUNOVA et al., 2019; STRUCK et al.,
2018; SOUSA-PAULA et al., 2021), faz-se necessario estudos moleculares, visto que no estado
e consequentemente em Palmas podem existir espécies morfologicamente indistinguiveis. Das
espécies relatadas no municipio, encontram-se pelo menos trés tidxons, Bichromomyia
flaviscutellata (Mangabeira, 1942), Lutzomyia longipalpis e Nyssomyia whitmani os quais
diferentes linhas de evidéncias sugerem que esses grupos possuem um numero incerto de
espécies cripticas (RANGEL et al., 1996; SPIEGEL et al., 2016; SOUZA et al., 2017; SOUSA-
PAULA et al., 2021).

Além de ser importante para contribuir com o conhecimento da biodiversidade global,
as delimitagcdes precisas de espécies sdao de importdncia em muitas areas, como em
biodiversidade (fornecendo numeros preciosos acerca da riqueza) biologia da conservagao
(designando espécies ameacadas), biologia evolutiva (descrevendo padrdes de diversificagdo)
(RANNALA et al., 2010) e epidemiologia (quando se trata de vetores de patogenos). No caso
dos flebotomineos, esses insetos apresentam uma alta diversidade criptica e problemas
taxondmicos, o que pode ter implicagdes praticas quando o complexo de espécies refere-se a
vetores de patdgenos, visto que as medidas de controle e vigilancia baseiam-se no conhecimento

sobre biologia e a correta identificacdao das espécies (SOUSA-PAULA et al., 2021).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Descrever a fauna de flebotomineos no municipio de Palmas, através da identificagdo
morfoldgica e molecular e verificar o grau de divergéncia das sequéncias obtidas com

exemplares de outras regides do Brasil.
2.2 Objetivos Especificos

Esse trabalho tem como objetivos especificos:
I. Descrever a fauna de flebotomineos coletadas no municipio, através de identificagdo

morfoldgica;

II. Realizar a identificagdo molecular das espécies de flebotomineos coletadas no municipio de

Palmas TO;

II1. Comparar as sequencias de DNA de flebotomineos capturados no municipio de Palmas/ TO

com flebotomineos provenientes de outros estudos que estejam depositadas no GenBank.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

O Municipio de Palmas, capital do estado do Tocantins, possui uma populagdo estimada
de 228.332 habitantes, apresenta area de 2.218.943 km? (IBGE, 2014). Esta situado na regiao
central do estado, nas coordenadas geograficas 10°12°46” de latitude Sul, 48°21°37” de
longitude Oeste, altitude média de 260 metros acima do nivel do mar. Apresenta clima do tipo
umido subumido, apresentando moderada deficiéncia hidrica no inverno (SEPLAN, 2012). A
temperatura média de Palmas ¢ de 28 °C e a precipitagdo média anual varia de 1.600 a 1.700
mm; o ribeirdo Taquarugu Grande, o cérrego Brejo Comprido e o ribeirio Agua Fria tém
destaque na hidrografia da area da cidade; a cobertura natural do solo apresenta varios tipos:
Cerrado Sentido Restrito Ralo e Rupestre, Cerrado Sentido Restrito Denso e Tipico, Cerradao,
Mata Ciliar e de Galeria; os solos sdo do tipo latossolo vermelho-amarelo (GEOPALMAS,
2015a). Além disso, diferentes formas de relevo estdo presentes, tais como: Depressao do

Meédio Tocantins e Planalto Dissecado do Tocantins (IBGE, 2007).

3.2 Captura dos flebotomineos

As coletas dos flebotomineos foram realizadas em propriedades particulares, com
autoriza¢do prévia dos proprietarios, em duas localidades (Figura 1): em um distrito do
Municipio de Palmas, Taquarucu, sendo um ponto de coleta na caverna Boa Esperanca
(10°3°86” S; 48°05°35” W) e outro na Gruta do Evilson (10°2* 317 S; 48° 12° 22” W). Em cada
um dos pontos de coleta citados foram instaladas duas armadilhas, uma na zona afotica e outra
na zona f6tica de cada cavidade. Outras duas armadilhas foram instaladas em chécaras da regiao
Norte de Palmas, Chacara Serra do Carmo (10° 4’ 39” S; 48° 20° 8” W) e Chécara do Iago (10°
77177 S; 48°19° 48” W), sendo uma armadilha em cada chacara (Tabela 1). Em cada ponto de
captura foram instaladas mensalmente armadilhas luminosas modelo HP (PUGEDO et al.,
2005), no periodo das 18:00 as 6:00 horas, a 1,5 metros acima do nivel do solo, por trés noites
consecutivas (Figura 2). As capturas iniciaram em janeiro de 2022 e finalizaram em maio de

2022, totalizando cinco meses de capturas.
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Figura 1 - Regides amostrais para coleta de flebotomineos no municipio de Palmas/TO.
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Tabela 1 - Regides amostrais com suas respectivas localidades e sitios de captura de
flebotomineos com armadilha modelo HP, no municipio de Palmas/TO no periodo de janeiro a

maio de 2022.

Regidao amostral

Localidade

Sitio amostral

Legenda

Taquarucu
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Esperanca

Gruta do Evilson

Chacara Serra do
Carmo

Chacara do lago

Zona fotica

Zona afotica

Zona fotica

Zona afotica

Area Silvestre

Peridomicilio

PIEXTERNO

PTINTERNO

PII EXTERNO

PII INTERNO

PIII

PIV

Fonte: o autor, 2023.
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Figura 2 - Pontos de coleta, Taquarugu e Regido Norte - Palmas TO.

PII INTERNO PIINTERNO

Fonte: o autor, 2022.

3.3 Processamento das amostras

3.3.1 Identificagdo morfologica dos flebotomineos

As gaiolas contendo o material resultante das capturas foram transportadas até a Unidade
de Vigilancia e Controle de Zoonoses (UVCZ) de Palmas, envoltas por sacos plésticos. Os
exemplares foram mortos por congelamento e logo apos realizou-se a triagem em microscopio
estereoscopio binocular. Os flebotomineos foram acondicionados em tubos de 1,5 mL contendo
alcool 70%, com a devida identificacdo. Antes da realizacdo do processo de clarificagdo dos
espécimes, foi feita a coleta e congelamento a -20°C das pernas de cada exemplar para posterior
amplificacdo do DNA. Para o estudo taxonomico morfolégico, os flebotomineos foram

submetidos ao processo de clarificacdo através do uso de detergente liquido comercial diluido
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em agua destilada, (1:1), ap6s 12 horas nesta solucdo, retirou-se os exemplares e foram
colocados 15 minutos em solu¢do salina a 0,9%, e em seguida em lactofenol por mais 24 horas.
Apos retirados do lactofenol, com o uso de microscopio estereoscopio binocular e agulha de
insulina estéril, as fémeas foram dissecadas, separando a cabeca e a porcao final do abdome
(trés ultimos segmentos), que foram fixadas em meio de montagem berlese e montadas entre
lamina e laminula. Os machos foram montados inteiros usando-se o mesmo fixado. A
identificacao morfologica dos flebotomineos foi realizada com o uso de microscopio bioldgico
digital (Zeiss Axioscope Al modelo 11114), no Instituto René Rachou (IRR), seguindo as

chaves de identificagdo e a classificagdo proposta por Galati (2018).

3.3.2 Identificagdo molecular
Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR)

A perna do inseto coletada antes da clarificagdo ¢ armazenada a -20 °C foi diretamente
adicionada ao mix de Reag¢do em Cadeia de Polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction)
para amplificacdo do fragmento do gene, citocromo C oxidase subunidade I (COI), do DNA
mitocondrial. Para um volume final de 10 pL de mistura de reacdo, utilizou-se o par de
iniciadores LCO1490 5° -GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ ¢ HCO2198 5° -
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3* (FOLMER et al.,, 1994), enzima DNA

polimerase Green GoTag™ mastermix (Promega) e dgua MilliQ esterilizada (Tabela 2).

Tabela 2 - Reagentes utilizados para a rea¢dao de amplificacdo do alvo COI de flebotomineos
capturados no municipio de Palmas/TO, no periodo de janeiro a maio de 2022.

Reagente Concentracao Volume
Primer LCO1490 2mM 1 uL
Primer HCO2198 2mM 1 pL
Green GoTaq™ mastermix 2X 5uL
Agua MilliQ esterilizada - 3uL
Volume final 10 uL

Fonte: o autor, 2023.
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A amplificagdo foi realizada em termociclador Applied Biosystems Proflex PCR
System, nas seguintes condigdes: 95 °C por dois minutos para a desnaturagdo inicial do DNA,
seguido de 35 ciclos a 95 °C por um minuto para desnaturacao 52 °C por um minuto para
anelamento, e 72 °C por um minuto e 30 segundos para extensao ¢ de 72 °C por 10 minutos
para uma extensdo final (PINTO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2020). Como controle
positivo usou-se 1 pL DNA de Lutzomyia longipalpis e como controle negativo 1 pL de dgua
MilliQ estéril.

A confirmacdo da PCR foi realizada através de eletroforese, usando-se gel de agarose
1%, corados com brometo de etidio 5%. Para o preparo do gel usou-se 1 g de agarose para 100
mL de solugao tampao TBE 05X. Em cada pogo de gel adicionou-se 5 pLL das amostras de DNA
e 5 uL de marcador peso molecular Kasvi 100 bp e realizou-se uma corrida de 100 watts/hora.
Apos a eletroforese as bandas foram visualizadas usando transiluminador Loccus L-PIX.

Todas as amostras positivas foram purificadas usando Exosap-It® (Thermo Fisher), no
qual foi adicionado 2 pL do reagente ¢ 5 uL do produto da PCR. A mistura foi incubada em
banho seco a 37 °C /15 min, seguido de mais 80 °C /15 min. Os fragmentos purificados foram
preparados para sequenciamento bidirecional. Para o sentido forward usou-se 1 uL da PCR para
6.75 pL de mastermix, para o sentido reverse foram usados 1 pL. da PCR para 6.75 pL de
mastermix. Preparo da reacdo de master MIX para ambos os sentidos, conforme tabela 4.

Os produtos foram sequenciados utilizando-se BigDye Terminator® v3031 Sequencing
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.) em sequenciador ABI 3730xL da Plataforma

Sequenciamento de DNA por eletroforese capilar do Instituto René Rachou.

Tabela 3 - Reagentes usados para preparo do master mix para sequenciamento do gene COI, de
flebotomineos capturados no municipio de Palmas/TO, no periodo de janeiro a maio de 2022.

Sentido Primer Agua
Forward 1 uL LCO1490 5SmM 5,75 uL
Reverse 1 uL HCO2198 5SmM 5,75 pL

Fonte: o autor, 2023.
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3.4 Analise descritiva

Apos identificacdo dos espécimes através do uso de chave dicotdmica, os dados foram

tabulados e analisados no software Microsoft Excel (2016).

3.5 Analise das Sequéncias

As sequéncias “Forward” e “Reverse” de cada espécime foram conferidas no programa

SeqTrace 0.9.0. (https://bio.tools/seqtrace) (STUCKY et al. 2018), para avali¢ao da qualidade.

Posteriormente foram editadas manualmente, quando necessario, para gerar as sequéncias de
consenso que foram exportadas no formato FASTA.

Para verificar o posicionamento taxonomico, todas as sequéncias de consenso foram
comparadas com sequéncias existentes no banco de dados genético GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST).

O alinhamento das sequéncias foi feito usando o algoritmo ClustalW (THOMPSON et
al., 1994) implementado no software MEGA 11 (TAMURA et al., 2021).

As analises filogenéticas dos arquivos do sequenciamento foram realizadas com o
software MEGA 11 (TAMURA et al., 2021) e a partir do alinhamento calculou-se:

a) a frequéncia de nucleotideos para cada sequéncia;

b) a frequéncia de C (sitios conservados), V (sitios variados), Pi (analise de parcimonia),

S (singleton);
¢) a estimativa de divergéncia evolutiva entre sequéncias (pairwise genetic distance and
overall mean distance) (TAMURA et al. 2021);

d) a estimativa do melhor modelo evolutivo de substitui¢do de nucleotideos;

Para delimitar as espécies foram conduzidas duas analises:

a) constru¢do de uma arvore de maxima verossimilhanca (ML) (FELSENSTEIN, 1981),
implementada no programa phyML (http://www.atgc-montpelleir.fr/phyML/), sob o modelo de

substitui¢do de nucleotideos GTR+GI, o suporte para os noés foi estimado através de andlise
de aLRT (approximate Likelihood Ratio Test). As arvores de méxima verossimilhanga sao
construidas para verificacdo de uma hipdtese mais aproximada da real histéria evolutiva, pois
se baseia em métodos evolutivos explicitos.

b) constru¢do de uma arvore de Neighbour-Joining (NJ) (SAITOU et al.,1987),
implementada no programa MEGA 11 (TAMURA et al., 2021), as distancias evolutivas foram


https://bio.tools/seqtrace
http://www.atgc-montpelleir.fr/phyML/
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calculadas usando o método Maximum Composite Likelihood (TAMURA et al., 2004), o
suporte estatistico dos ramos foi obtido através dos valores de bootstrap com 2.000 replica¢des
ao acaso. Para a construcao dessa arvore, criou-se um novo banco de dados com adicao de
sequéncias do GenBank com maior grau de similaridade com as sequéncias de cada espécie
deste estudo. A espécie Sergentomyia hamoni Abonnenc 1958, cddigo de acesso GenBank
(AB787193.1) foi selecionada como grupo externo nas duas arvores. Ambas foram editadas no

programa FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).



4. RESULTADOS

4.1 Estudo descritivo da fauna de flebotomineos
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A identificagdo com critérios morfo-anatomicos de uma subamostra de 162

flebotomineos revelou um total de 28 espécies distribuidas em 13 géneros. Os géneros com

maior representagdo foram: Lutzomyia com (20,4%), seguido por Sciopemyia (19,1%),

Martinsmyia (9,3%), Psathyromyia (8,0%) e Edentomyia (7,4%), (Figura 3).

Figura 3 - Géneros pertencentes a subfamilia Phlebotominae amostrados com armadilha HP em

Palmas/TO, no periodo de janeiro a maio de 2022.
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Fonte: o autor, 2023.

A espécie Lutzomyia (Lutzomyia) sp. (Franga, 1924) (19,75%) e Sciopemyia sordellii

(Shannon & Del Ponte, 1927) (19,13%) foram as mais abundantes entre os espécimes

analisadas, seguida por: Martinsmyia oliveirai (Martins, Silva & Falcdo,1970) (9,25%);
Edentomyia sp. (Galati, Andrade Filho, Silva & Falcao,2003) (7,40%); Deanemyia samueli
(Deane, 1955) (6,79%) (Tabela 4). Nao foi possivel atribuir a identidade especifica aos

exemplares de Edentomyia sp., Lutzomyia sp., Evandromyia sp., e sete (7) exemplares fémeas

do género Psychodopygus série Chagasi, visto que muitas fémeas deste género sdo isomorficas

(Galati 2003). Do total de espécimes analisados, 59,25% eram fémeas e 40,75% machos. A
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ocorréncia de trés espécies, Deanemyia samueli (Deane, 1955), Pintomyia gruta (Ryan,1986),
Psathyromyia barretti (Alves & Freitas, 2016) foi observada pela primeira vez no Estado do

Tocantins.

Tabela 4 - Flebotomineos amostrados com armadilha HP no Municipio de Palmas/TO, no
periodo de janeiro a maio de 2022.

Género Espécie ? % J % Total %
Bichromomyia Bi. flaviscutellata 1 1,04 1 1,51 2 1,23
Brumptomyia Br. brumpti - - 1 1,51 1 0,61

Deanemyia De. samueli 8 8,33 3 4,54 11 6,79
Edentomyia Edentomyia sp. 4 4,16 8 12,12 12 7,40
Ev. begonae 1 1,04 - - 1 0,61
Ev. carmelinoi 2 2,08 2 3,03 4 2,46
‘ Ev. evandroi - - 1 1,51 1 0,61
Evandromyia Ev. walkeri 1 1,04 - - 1 0,61
Ev. lenti 2 2,08 - 0 2 1,23
Evandromyia sp. 1 1,04 2 3,03 3 1,85
Lutzomyia 17 17,7 15 15,62 32 19,75

Lutzomyia (Lutzomyia) sp.
Lu. longipalpis 1 1,04 - - 1 0,61
Martinsmyia Mt. oliveirai 8 8,33 7 10,60 15 9,25
Mi. acanthopharinx 2 2,08 - - 2 1,23
Mi. echinatopharinx 1 1,04 2 3,03 3 1,85
Micropygomyia Mi. longipennis 2 2,08 1 1,51 3 1,85
Mi. peresi 2 2,08 1 - 3 1,23
. Ny. antunesi - - 1 1,51 1 0,61
Nyssomyia Ny. whitmani 5 520 3 454 8 493
Pintomyia Pi. gruta 3 3,12 - 3 1,85
Pa. aragaoi 3 3,12 2 3,03 5 3,08
Pa. barretti - - 1 1,51 1 0,61
Bsathyromyia Pa. brasiliensis 1 1,04 - - 1 0,61
Pa. hermalenti 3 3,12 3 4,54 6 3,70
Ps. complexus - - 1 1,51 1 0,61
Psycodophygus Ps. wellcomei - - 1 1,51 1 0,61
Psycodophygus sp. 5 559 ; 7 432

série Chagasi
Sciopemyia Sc. sordellii 20 18,75 11 21,21 31 19,13
Total 96 59,25 66 40,75 162 100

Fonte: o autor, 2023.
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4.2 Analise filogenética do sequenciamento COI

De um total de 162 espécimes dissecados para montagem de lamina, 140 foram
submetidas a PCR para amplificacdo direta do alvo COI. Apds a eletroforese, observou-se um
total de 134 amostras amplificadas (Figura 4).

Figura 4 - Amostras nimero 1 a 19 visualizadas com uso de transiluminador Loccus L-PIX,
mostrando o alvo da regido COI do gene mtDNA amplificado.

PM = Marcador molecular; C += Controle positivo; B= Controle negativo.

Fonte: o autor. 2022.

Todas as amostras amplificadas foram sequenciadas, e apos conferéncia e edigdo, foi

possivel obter 133 sequéncias de consenso (contigs), contendo 658 pb cada.

Para as 133 sequéncias, a composicao média das bases nitrogenadas adenina (A), timina
(T), citosina (C) e guanina (G) do DNA barcode foram: A =28,9; T=238,3; C=16,9; G=15,9,

respectivamente.

O alinhamento das sequéncias do gene COI para as diferentes espécies analisadas neste
estudo apresentou 404 sitios conservados, 254 sitios variaveis, 240 sitios parcimoniosos ¢ 14

singleton (mutacao Unica). A distancia média observada entre as sequéncias foi de 0,15.



31

Segundo o critério AICc (Akaike Information Criterion, corrected) implementado no
programa MEGA, o modelo mais indicado para o conjunto de dados foi GTR+G+I,
(GTR=General Time Reversible model); G (pardmetro gamma) = heterogeneidade de taxa de
substitui¢do entre as posigdes); I = propor¢ao de sitios invariaveis; Esse modelo considera o
maximo de variabilidade existente no conjunto de dados, ou seja, a frequéncia de todas as bases
¢ diferente, bem como todos os seis pares de substituicdo nucleotidica (A-C#£A-G#A-T#C-
G#C-T#G-T) (RODRIGUEZ et al., 1990; YANG et al., 1996).

As 133 sequéncias de consenso representam 23 espécies identificadas
morfologicamente até o epiteto especifico e 4 apenas até nivel de género, totalizando 27
espécies com sequenciamento.

De acordo com a identificagdo molecular gerada pelo algoritmo BlastN no site do NCBI
todas as 133 sequéncias de consenso foram identificadas como pertencentes a subfamilia
Phlebotominae. Nove (9) (33,33%) exemplares foram identificadas de acordo com a
identificacdo morfologica, dez (10) (37,03%), concordaram apenas até o nivel de género e oito

(8) (29,62%) nao foram congruentes com a identificagdo morfoldgica (Tabela 5).

Tabela 5 - Identificacdo molecular das sequéncias COI (658pb) pelo algoritmo BlastN
(GenBank)

SEQUEN- IDENTIFICACAO IDENTIFICACAO SEME- NUMERO DE
CIAS MORFOLOGICA MOLECULAR LHANCA ACESSO
01 Bichromomyia Bi. flaviscutellata 100,00% MG234289.1
Sflaviscutellata
01 Brumptomyia brumpti Br. avellari 98,90% MG234295.1
10 Deanemyia samueli Mi. micropyga 87,19%  GU909466.1
09 Edentomyia sp. Mi. venezuelensis 88,04%  GU909484.1
. Evandromyia sp. o
01 Evandromyia begonae BOLD: ACK6875 89,18%  KP112550.1
04 Evandromyia carmelinoi Ev. carmelinoi 99,73%  KP112534.1
02 Evandromyia lenti Ev. carmelinoi 99,77%  KP112534.1
. Evandromyia sp. o
01 Evandromyia sp. BOLD: ACK6875 88,87%  KP112550.1
01 Evandromyia walkeri Ev. walkeri 98,63% MNI181563.1
01 Lutzomyia longipalpis Lu. longipalpis 99,39%  KP112586.1
27 Lutzomyia (Lutzomyia) sp. Lu. dispar 95.82%  KPI112578.1
11 Martinsmyia oliveirai Ny. umbratilis 90,64%  KF467547.1
02 Micropygomyia Pi. longiflocosa 90,00% MT339451.1
acanthopharynx
Micropygomyia . . o
03 . Lu. longipalpis 89,86%  KP112586.1

Continua na proxima pagina
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SEQUEN- IDENTIFICACAO IDENTIFICACAO SEME- NUMERO DE
CIAS MORFOLOGICA MOLECULAR LHANCA ACESSO
02 Micropygomyia Ny. anduzei 88,55%  KF467591.1
longipennis
03 Micropygomyia peresi Mi. trinidadensis 99,35% MG234371.1
01 Nyssomyia antunesi Ny. antunesi 99,54%  OP346794.1
08 Nyssomyia whitmani Ny. whitmani 98,72%  KP112766.1
01 Pintomyia gruta Ph. perniciosus 88,77%  JIN036765.1
05 Psathyromyia aragaoi Pa. aragaoi 97,69%  KX356042.1
01 Psathyromyia brasiliensis Pa. pascalei 89,97%  KP112948.1
05 Psathyromyia hermalenti Ny. anduzei 89,26%  KF467581.1
01 Psychodopygus complexus Ps. wellcomei 100% MH281938.1
01 RO GITS £, BT Ps. chagasi 99,85% MH281893.1
Chagasi
05 Psychodopygus‘sp. série Ps. wellcomei 100% MH281938.1
Chagasi
01 Psychodopygus wellcomei Ps. wellcomei 100% MH281938.1
25 Sciopemyia sordellii Sc. sordellii 99,64%  KP113043.1

Obs. O numero de acesso foi igual para todas as amostras com mais de um exemplar ¢ a semelhanga foi obtida
através da média.
Fonte: o autor, 2023.

A andlise da arvore processada com base no algoritmo de maxima verossimilhanca
(ML), sob o modelo evolutivo GTR+G+I, mostrou um filograma (Figura 5) onde inicialmente
pode ser observado que as espécies Nyssomyia whitmani, Psycodophygus sp. série Chagasi e
Psathyromyia aragaoi formaram dois agrupamentos bem definidos em ramos diferentes, com
suporte de no de 99,43%, 99,92%, 99,91%, respectivamente. Enquanto as espécies,
Martinsmyia oliveirai, Psathyromyia hermalenti, Micropygomyia longipennis, Micropygomyia
echinatopharynx, Micropygomyia acanthopharynx, Lutzomyia sp., Edentomyia sp., Sciopemyia
sordellii, Deanemyia samueli € Micropygomyia peresi, agruparam-se, cada uma delas, em um
unico ramo, nao havendo diferencas suficiente entre seus haplotipos para sustentar clados
diferentes (Figura 5). Psychodopygus wellcomei, Psychodopygus complexus e cinco espécimes
de Psychodopygus sp. série chagasi foram agrupadas no mesmo ramo. O mesmo ocorre com as
espécies de Evandromyia lenti e Evandromyia carmelinoi, onde ndo se observa diferenca
suficiente entre seus hapldtipos para separacao dessas espécies (Tabela 6). Observa-se ainda o
agrupamento em um unico ramo de um espécime de Evandromyia sp. com Evandromyia
begonae. Os resultados acima também podem ser observados na arvore de Neighbour-Joining

(Figura 6).
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Figura 5 - Arvore inferida pelo método de maxima verossimilhanca, baseada no modelo
evolutivo GTR+GAMMA, suporte dos ramos a partir do método aLLRT, a anélise envolveu 133

sequencias do fragmento do gene COI de flebotomineos do estado de Tocantins.
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Tabela 6 - Estimativa de divergéncia evolutiva entre sequencias, as analises foram conduzidas
usando o modelo Maximum Composite Likelihood, as posi¢cdes de codon incluidas foram

Ist+2nd+3rd+Noncoding.

DISTANCIA FREQUENCIA

GENERO/ESPECIE N "MENOR _MAIOR MEDIA _ C V. Si S
Mi. acanthopharynx 02 0,0045 0,0045 0,00 655 3 0 O
Deanemyia samueli 10 0,0015 0,0030 0,00 656 2 0 2
Mi. echinatopharynx 03 0,0030 0,0046 0,00 654 4 0 4
Edentomyia sp. 09  0,0000 0,0000 0,00 658 0 0 0
Evandromyia sp. 09 0,0014 0,1521 0,08 532 126 91 35
Psathyromyia hermalenti 05 0,0030 0,0061 0,00 651 7 0 7
Mi. longipennis 02 0,0076 0,0076 0,00 653 5 0 0
Lutzomyia sp. 27  0,0015 0,0076 0,00 651 7 6 1
Martinsmyia oliveirai 11 0,0015 0,0045 0,00 654 4 3 1
Nyssomyia whitmani 08 0,0030 0,0379 0,02 626 32 20 12
Psathyromyia aragaoi 05 0,0015 0,0397 0,02 627 31 15 16
Micropygomyia peresi 03 0,0015 0,0015 0,00 657 01 00 1
Psychodopygus sp. 08  0,0015 0,0404 0,01 635 23 00 23
Sciopemyia sordellii 25 0,0015 0,0061 0,00 648 10 02 08

C = sitios conservados; V= sitios variados; Si = andlise de parcimoénia; S = Singleton (mutacao tnica).

obs.: As sequencias das espécies do género Evandromyia ¢ Psychodopygus foram agrupadas.

Fonte: o autor, 2023.
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Figura 6 - Arvore inferida pelo método de Neighbour-joining, baseada no modelo Maximum
Composite Likelihood, valores de suporte de bootstrap (2000) replicas a analise envolveu 133
sequencias do fragmento do gene COI de flebotomineos do estado de Tocantins e 27 sequencias
de outras localidades.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo, através de analise morfoldgica identificou 28 espécies de
flebotomineos no municipio de Palmas, sendo trés espécies registradas pela primeira vez no
estado (Deanemyia samueli, Pintomyia gruta, Psathyromyia barretti), ressaltando a rica
biodiversidade do cerrado brasileiro. Estudos entomologicos anteriores identificaram 32
espécies no Distrito de Taquarugu (MACHADO et al., 2012) e em 2017, a mesma autora
(MACHADO et al.,2017) registrou a presenca de 30 espécies em matas de galeria e unidades
domiciliares no centro de Palmas e Distrito de Taquarugu. Outros municipios do estado também
apresentaram alta diversidade: Porto Nacional, 26 espécies e Guarai, 43 espécies, (ANDRADE-
FILHO et al., 2001; VILELA et al., 2011). Os estudos iniciais da fauna flebotominica do estado
do Tocantins, até o presente, identificaram 70 espécies (LUSTOSA et al., 1986; ANDRADE-
FILHO et al., 2001, 2004a; VILELA et al., 2011, 2013, 2015; MACHADO et al., 2012,2017),
porém com o registro de mais trés por esse estudo, a fauna Tocantinense passa a contar com 73
espécies de flebotomineos. Esses achados indicam uma grande diversidade de espécies de
flebotomineos no Estado, justificado, pelo fato deste apresentar areas de transi¢do, tanto
vegetacional quanto climatica, entre o cerrado e a Floresta Amazonica (BIBLIOTECA
DIGITAL, 2007).

Sistemas de identificacdo molecular se aprimoraram com os avangos dos métodos da
biologia molecular (AVISE, 2004). Marcadores moleculares t€ém se mostrado bastante efetivos
na diagnose de espécies de diversos grupos. A técnica do “DNA barcode” foi proposta por
Hebert et al. (2003), e tem se demonstrado uma ferramenta eficiente para identificacdo de
espécies entre varios grupos taxondmicos e util para identificacdo de diversas espécies de
insetos (SMITH et al., 2008a), incluindo a subfamilia Phlebotominae (PINTO et. al., 2015;
RODRIGUES et al., 2018).

A identificagao molecular das espécies gerada pelo algoritmo BlastN no site do NCBI,
¢ realizada pela comparacao de uma sequéncia de interesse com sequéncias 1a depositadas. Essa
comparagdo ¢ realizada por métodos de distancia genética, segundo o modelo de evolucdo
molecular Kimura-2-parametros (K2P) (KIMURA, 1980). Primeiramente a sequéncia de
interesse ¢ alinhada com as sequéncias depositadas no GenBank, em seguida ¢ feita uma busca
das 100 sequéncias mais similares com aquela de interesse, finalmente a espécie ¢ atribuida
aquela da sequéncia mais similar a ela (FREZAL et al., 2008). A identifica¢io da espécie de

insetos sO pode ser aceita se houver similaridade com alguma sequéncia do GenBank maior do
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que 97%. Ou seja, caso a diferenca seja maior que 3%, ndo € possivel identificar a amostra a
nivel de espécie (RUBINOFF, 2006).

Nesse contexto, observa-se que das 27 espécies que foram sequenciadas e comparadas
com as sequéncias depositadas no banco de dados GenBank, 18 (66,66%), ndo estavam de
acordo com a identificagdo morfoldgica (Tabela 6). A ocorréncia desse fato deve -se a falta de
sequéncias da mesma espécie no banco de dados, a identificagdes morfoldgicas errdneas, ou
ainda a ocorréncia de espécies estreitamente relacionadas com poucas diferencas morfoldgicas
e com diferencas genéticas muito pequenas (RODRIGUES et. al., 2018). As espécies
Martinsmyia oliveirai, Pintomyia gruta, Micropygomyia acanthopharynx, Micropygomyia
echinatopharynx, Micropygomyia longipennis, Psathyromyia hermanlenti e Evandromyia
begonae, sequenciadas neste estudo, tiveram suas sequencias disponiveis pela primeira, dessa
forma, ndo possuem sequéncias no GenBank. Dentre os géneros que ndo possuem sequéncia
depositada no banco de dados publicos encontram-se Deanemyia, Edentomyia (RODRIGUES
et. al., 2022), totalizando um niimero de nove (9) espécies e dois (2) géneros inéditos no banco
de dados (GenBank).

Estudos com o uso do codigo de barras COI demonstram que algumas espécies do
género Evandromyia sdo agrupadas em um tnico clado, sem diferenciagdo de espécie nominal.
Pinto et al. 2015, fez uso do cddigo de barras de DNA, através do algoritmo ABDG para
discriminar espécies de flebotomineos de diferentes regides do Brasil, dentre eles espécimes do
género Evandromyia. Os resultados deste estudo relatam que o algoritmo ABDG ndo foi capaz
de discriminar essas duas espécies, mostrando divergéncia de sequéncias muito baixas entre
elas (0,1%). Apesar dos autores esperarem que devido a distancia (Evandromyia carmelinoi de
Caceres, Estado de Mato Grosso e Evandromyia lenti de Pancas, Estado do Espirito Santo),
favoreceria a redu¢do de fluxo génico, aumentando assim a divergéncia entre sequéncias, esse
fato ndo foi observado. Os autores sugeriram revisao molecular e morfologica dessas espécies,
visto que Evandromyia lenti ndo foi registrada em Pancas/ES, e também poderia haver forte
hibridizagao introgressiva entre Evandromyia carmelinoi € Evandromyia lenti de Caceres/MT.
Rodrigues et al. 2018, avalia a diversidade criptica de espécies de flebotomineos (sequéncias
COI) em escalas espaciais fina e ampla, Evandromyia carmelinoi e Evandromyia lenti exibiram
diferencas genéticas muito pequenas e haplotipos compartilhados e foram fundidos em uma
OTU (Unidade Taxondmica Operacional). Rodrigues et al., (2020) em uma analise filogenética
de sequéncias COI do subgénero Evandromyia (Aldamyia), associado a quatro métodos
diferentes de delimitacdo de espécies para inferir Unidades Moleculares Taxonomicas

Operacionais (MOTUs), obteve resultados semelhantes aos de Pinto et al., 2015 e Rodrigues et
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al., 2018, quatro morfoespécies, Evandromyia carmelinoi, Evandromyia evandroi,
Evandromyia lenti e Evandromyia piperiformis foram fundidas em um tnico clado/MOTU.
Ambos os autores argumentam que a fusdo dessas duas espécies, provavelmente deve-se ao
seguinte fator: divergéncia recente, resultado de um evento de especiacdo recente, portanto
essas espécies ainda sdo capazes de hibridiza¢ao com introgressdo do mtDNA ou ndo, e apesar
das diferengas morfoldgicas nao houve tempo suficiente para diferengas no COI a ponte de
separacao destas espécies em clados diferentes.

Do mesmo modo, a analise da arvore de méxima verossimilhanga (figura 5) mostra trés
individuos de Evandromyia carmelinoi e dois de Evandromyia lenti no mesmo ramo, indicando
que as sequéncias do género Evandromyia do estado de Tocantins, também apresentam poucas
diferengas genéticas entre si.

De acordo com a arvore de ML, observa-se um padrao de diversificagao simpatrica para
as espécies Nyssomyia whitmani, Psycodophygus sp. série Chagasi e Psathyromyia aragaoi.
Esta ultima, formou dois grupos distintos com suporte de n6 de 99,9%. Outros estudos também
relatam Psathyromyia aragaoi como um complexo de espécie. Costa (2022), em um estudo
conduzido com sequéncias COI de flebotomineos amazonicos, relata que sequéncias de Pa.
aragaoi coletadas no estado de Rondonia/Brasil quando comparada com sequéncias
provenientes de outras regides sul americanas, apresenta uma média de divergéncia suficiente
para formar dois ou mais OTUs, a depender do valor de divergéncia e do método de delimitagao
usado. As sequéncias apenas do estado de Ronddnia apresentam divergéncia média maior que
1,89%, formando dois ou mais grupos distintos. Os resultados encontrados por Pinto et al.
(2023), também mostraram diversidade criptica para flebotomineos do estado do Acre, dentre
eles Pa. aragaoi. Young & Duncan (1994), fez observacgoes sobre as diferengas morfoldgicas
encontradas no pardmero de populagdes de Pa. aragaoi de diferentes localidades da América
do Sul. Esta espécie ¢ amplamente distribuida no continente americano, e no Brasil esta presente
em 16 unidades federativas e no Distrito Federal (GALATI, 2003), apresentando padrdes
alopatricos e simpatricos de diversidade criptica, que pode estar relacionado diversidade de
biomas no Brasil e continente Sul Americano, além das distancias geograficas, que podem ter
promovido o isolamento geografico dessas populagdes e a interrupgao do fluxo génico.

Nyssomyia whitmani ocorre no Brasil em associacao com diferentes tipos de vegetacao,
0 que evidencia sua presenga nos variados biomas, que compreendem a Floresta Amazonica,
Cerrado, Savana, Caatinga e Mata Atlantica. Claramente esta adaptada as diferentes condigdes

climaticas, areas preservadas e impactadas, onde apresenta comportamento diferenciado e
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distintos habitats, que vao desde o ambiente silvestre até o interior das residéncias. (YOUNG
& DUNCAN,1994; RANGEL & LAISON, 2009).

Critérios morfologicos e morfométricos associado a diferengas no comportamento entre
populagdes geograficamente distintas de Nyssomyia whitmani tém sustentado a hipotese que
esta ndo seria uma Unica espécie e sim um complexo de espécies cripticas. Nesta logica, este
flebotomineo esta representado por linhagens geograficas bem caracterizadas: Norte, Nordeste
e Sudeste (RANGEL et al. 1996), hipdtese corroborada por estudos com marcadores
moleculares (RANGEL et al. 1996; ISHIKAWA et al., 1999; MOYA et. al.,2020).

Conforme observado na arvore ML, Nyssomyia whitmani apresentou-se dividida em
dois ramos, nesse contexto, em parte, esses resultados estdo coincidentes com os resultados de
outros estudos, como Rangel et al. (1996), Margonari et al., (2004), apresentando, portanto,
uma evidéncia adicional a favor da hipotese de Nyssomyia whitmani como um complexo de
espécies cripticas, porém com padrdes simpatricos de diversidade criptica.

Considerando que as fémeas do género Psychodopygus série Chagasi sio
indistinguiveis (GALATI, 2003), ndo foi possivel atribuir identidade especifica a seis fémeas
deste género, visto que as mesmas foram agrupadas com dois exemplares machos identificados
morfologicamente como Psychodopygus wellcomei e Psychodopygus complexus.

Lutzomyia (Lutzomyia) sp. quando comparada com sequéncias no banco de dados
genético foi identificada com 95,82 de semelhanca com Lutzomyia dispar, uma diferenga maior
que 3%. Assim como o resultado da comparagdo das sequéncias, caracteristicas morfologicas
indicam que Lutzomyia (Lutzomyia) sp. ndo condiz com Lutzomyia dispar e provavelmente seja
uma nova espécie do género Lutzomyia (Lutzomyia).

O género Edentomyia (subtribo ndo determinada), ¢ representado por uma uUnica
espécie, Edentomyia piauiensis, com relatos de ocorréncia nos estados do Piaui e Para
(GALATI, 2003). No estado do Tocantins a ocorréncia desse género ¢ relatada pela primeira
vez por Andrade Filho et al. (2008). Edentomyia piauiensis ¢ uma espécie exclusiva de
ambientes cavernicolas (DUTRA-REGO et al., 2022), no estado do Tocantins o género
Edentomyia foi capturado na caverna Boa Esperanca, localizada no Distrito de Taquarugu. Os
ambientes cavernicolas por apresentarem caracteristicas especificas como temperatura e
umidade e ainda a presenca de vertebrados, podem fornecer excelentes condigdes para
manutengdo da fauna de flebotomineos (DUTRA-REGO et al., 2022). Esses ambientes tém
apresentado uma alta diversidade de flebotomineos. Andrade-Filho et al (2008), relatou a
presenga de 16 espécies na caverna Boa Esperanca no distrito de Taquarucu Palmas TO, de

Almeida et al (2019), registrou a presenca de 25 espécies na gruta do Pitoco em Alcinopolis,
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Mato Grosso do Sul. A unica espécie desse género nao possui sequéncias depositadas em banco
de dados genéticos, portanto, nao foi possivel distingui-la com o uso de DNA Barcode, e novos
estudos sobre a espécime encontrada no estado de Tocantins € necessario para verificar sua real
identidade taxondmica. Observa-se ainda, que por serem exclusivos de ambientes cavernicolas,
as sequéncias de FEdentomyia sp. ndo apresentam diferencas entre si, visto que esses

ecossistemas sdo considerados um dos mais estaveis (GOMES et. al., 2001).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho contribuiu para o estudo da diversidade de flebotomineos e
apresenta como resultado o aumento da riqueza de espécies da fauna de flebotomineos do
municipio e do estado, passando a ser composta por 35 e 73 espécies descritas, respectivamente;

O uso de DNA Barcode revelou a existéncia de diversidade criptica em duas espécies
no estado de Tocantins: Nyssomyia whitmani, Psathyromyia aragaoi € em individuos da série
Chagasi (Psychodopygus sp.) ndo identificados morfologicamente, e ainda contribuird com o
aumento do niimero de sequencias depositadas no banco de dados publico GenBank, sendo
nove (9) espécies e dois (2) géneros inéditos no banco de dados.

As espécies identificadas como cripticas, Nyssomyia whitmani e Psychodopygus
wellcomei da série chagasi, merecem estudos no que dizem respeito ao comportamento, visto

que estas sdo vetoras do agente infeccioso da Leishmaniose tegumentar.

O DNA barcode mostrou-se eficiente para identificagdo das espécies de flebotomineos
do estado do Tocantins, porém a quantidade de amostras ¢ um fator que influencia a eficacia da
técnica do DNA Barcode, um padrio 6timo de analise exigiria uma quantidade de pelo menos
cinco individuos sequenciados por espécie para que se tenha a possibilidade de compara-los
(Hebert et al. 2010). Dessa forma, o presente estudo encontrou dois obstaculos no que diz
respeito a identificagdo das espécies com o uso de sequéncias COI: o nimero de amostras de
algumas espécies, assim como a falta de sequéncias (BARCODE) no GenBank, que dificulta a

identificacdo através de comparacgdes.
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