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RESUMO

A identificacdo correta das espécies de anofelinos € de fundamental importancia para o plangamento
dos programas de controle dos vetores de malaria. A escassez de estudos sobre a distribuicdo
geografica e a dinamica de cada vetor na transmissdo da malaria limita o completo entendimento da
transmissio desta doenca na Amazonia brasileira. As espécies Anopheles oswaldoi e A. konderi
constituem compl exos de espéci es cripticas, com distribuicdo geografica em paises da América do Sul,
sendo a primeira incriminada como vetor de maléria humana na Col6mbia e em algumas |ocalidades
da Amazonia brasileira. O presente estudo teve como objetivo identificar molecularmente e inferir as
relacBes evolutivas das espécies dos complexos A. oswaldoi e A. konderi, com o emprego de dois
marcadores moleculares, a regido do DNA barcode (gene COI) do DNA mitocondria e o segundo
espacador interno transcrito (ITS2) do DNA ribossoma. As sequéncias de COIl (n=83) e de IT2
(n=27) foram obtidas de 18 localidades procedentes de cinco Estados da Amazénia brasileira Acre
(3), Amapa (7), Amazonas (5), Para (1) e Rondbnia (2). As sequéncias consenso de COIl apresentaram
comprimento de 663 pb que geraram 43 haplétipos e sas redes ndo conectadas sugerindo cinco
espécies distintas, enquanto para o ITS2 foram identificados dez gendtipos. As sequéncias de ITS2
variaram em comprimento de 441 pb a 511 pb entre as espécies. Anopheles oswaldoi B foi a espécie
que apresentou maior nimero de mutacdes, com quatro transversdes, umatransicao e uma delecdo. Os
valores médios de distancias genéticas intraespecificas variaram de 0,007 a 0,014 e as distancias
genéticas médias interespecificas variaram de 0,038 a 0,062. As andlises filogenéticas separadas e
concatenadas usando os respectivos agoritmos e mode os evolutivos Neighbor Joining (NJ - K2P),
Méaxima Verossimilhanca (MV - HKY) e Inferéncia Bayesiana (IB - HKY/GTR), resultaram em
topologias com moderado a ato suporte para os clados. As andlises de NJ e MV apresentaram
mel hores resol ugbes, com dois maiores dados e um clado mais basal. Um dos clados foi representado
por A. oswaldoi s.s. e A. oswaldoi B, o outro agrupou A. konderi e A. sp. nr. konderi. A. oswaldoi A
formou um clado separado e basal. Todos os d ados e subclados tiveram e evado va ores de suporte de
bootstrap e probabilidade posterior e sugerem monofilia reciproca. A arvore de espécie por meio de IB
no *BEAST agrupou A. oswaldoi A e A. konderi como clados relacionados, indicando parafilia do
complexo A. konderi. Tanto as andises filogenéticas, quanto as distancias genéicas sugeriram a
presenca de provavei s linhagens genéticas especia mente em A. oswaldoi A. As andises deinferéncias
filogenéticas sugerem que as cinco espécies podem ser agrupadas em um mesmo complexo. Os
estudos de distribuicdo geogréafica associados com retrospecto de A. oswaldoi s.l. infectado sugerem
que A. oswaldoi B pode ser o vetor de malaria do complexo no extremo norte da regido Amazonica
brasileira.

Palavras-chave: Especiacéo, Anopheles oswaldoi, Anopheles konderi, Amazonia brasileira, espécies

cripticas e vetores de malaria.



ABSTRACT

The correct identification of Anopheles spedes is of fundamenta importance for planning the contral
programs of malaria vectors. The lack of studies regarding the geographical distribution and the
dynamics of each vector in the transmission of malaria, limits the full understanding of the
transmission of this disease in the Brazilian Amazon. Anopheles oswaldoi and A. konderi constitute a
species complex with geographical distribution in countries of South America, the first being
incriminated as a vector of human malaria in Colombia and in some areas of the Brazilian Amazon.
This study is aimed to identify molecular and evolutionary relationships of species of complex A.
oswaldoi and A. konderi, with the use of two molecular markers, the DNA barcode region (COI gene)
of the mitochondrial DNA and the Second Internal Spacer Transcript (ITS2) of ribosomal DNA. COI
sequences (n = 83) and ITS2 (n = 27) were obtained from 18 sites of five states in the Brazilian
Amazon: Acre (3), Amapa (7), Amazonas (5), Para (1) and Rondénia (2). The consensus sequences of
COlI exhibited a length of 663 bp which generated 43 hapl otypes and five species, represented by six
networks which are not connected, whereas for 1TS2 marker, ten genotypes were identified. ITS2
sequences varied in length from 441 bp to 511 bp between species. Anopheles oswaldoi B was the
species with the highest number of mutations with four transversions, a transition and a deletion. The
results suggest five species for the two complexes (A. oswaldoi ss., A. oswaldoi A, A. oswaldoi B, A.
konderi and A. sp. nr. konderi). The values of intra-specific genetic distances were 0.007 to 0.014,
whereas the interspecific genetic distances were 0.038 to 0.062. The separate and concatenated
phylogenetic anal yses were performed using respective algorithms and evolutionary models, such as
the Neighbor Joining (NJ - K2P), Maximum Likdihood (ML - HKY) and Inference Bayesian (IB -
HKY / GTR), which resulted in distinct topologies. Analyses of NJ and ML showed better resolutions,
with two mgjor clades and a more basal clade. One of the clades was represented by A. oswaldoi ss.
and A. oswaldoi B, the other grouped A. konderi and A. sp. nr. konderi. The A. oswaldoi A formed a
separate and basal clade. All clades and subclades had high bootstrap support values and posterior
probability, and suggest reciprocal monophyly. The tree species recovered by IB with concatenated
data in * BEAST grouped A. oswaldoi A and A. konderi as rdated clades, indicating paraphilia for the
complex A. konderi. The phylogenetic analyses as well as the genetic distances values suggested the
presence of probable genetic lineages, especially within A. oswaldoi A. The phylogenetic inferences
suggested that the five species can be clustered into a single complex. The studies of infection and
geographic distribution suggest that A. oswaldoi B can be the malaria vector in the northern Brazilian
Amazon.

Keywords: Speciation, Anopheles oswaldoi, Anopheles konderi, Brazilian Amazon, cryptic species
and malaria vectors.
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1. INTRODUCAO

A maléria humana, também conhecida como maleita ou paludismo, € uma doenca
considerada um problema de salde publica global, sendo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em muitos paises tropicais. Segundo a Organizagdo Mundiad da
Salde (OMS) em 2013, foram registrados no mundo 198 milhdes de casos e 584 mil ébitos.
Cerca de 80% dos casos e 90% das mortes ocorrem na Africa, sendo as criangas menores de 5
anos as maiores vitimas, enquanto os demais casos e mortes ocorrem principalmente no
sudeste Asiético e regido leste do Mediterréneo (WHO, 2014).

No Brasil, quase toda a transmissdo de maléaria (99,7%) ocorre na Bacia Amazonica,
que é habitada por mais de 25 milhdes de pessoas, perfazendo cerca de 10% da populacdo
brasileira (WHO, 2014; IBGE, 2014). Embora a incidéncia de maéria tenha apresentado uma
reducéo nos Ultimos anos, reflexos dos dtos investimentos no controle desta endemia, em
2013 foram notificados no Brasil 178.208 casos e 41 6bitos (SIVEP/Maaria, 2014). De
acordo com a Organizagd Mundial de Salde, o financiamento disponivel ainda fica aquém
dos recursos necess&rios para se atingir o acesso universal as intervengdes de combate a
malaria (WHO, 2014) e aiado a isso, a migragdo humana desordenada, o desmatamento, a
resisténcia do parasita aos medicamentos antimaléricos e as mudangas no comportamento das
espécies de anofelinos vetores, caracterizam aregido amazonica como um hot spot da maléria,
umaregido de dificil controle (Bousemaet al., 2010).

A transmissio da maléria humana se d& pela picada da fémea de anoféino infectado
com protozoarios do género Plasmodium. As espécies de plasmddios que afetam o homem
sa0: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e
Plasmodium knowlesi (Cox-Singh e Singh, 2008). Para completar o ciclo de vida, o
Plasmodium sp. necessita infectar um vertebrado. Os mosquitos do género Anopheles Meigen
transmitem a doenga quando a fémea se alimenta do sangue infectado contendo formas
gametocisticas do hospedeiro vertebrado. Resumidamente, essas formas infectantes ja no
hospedeiro invertebrado, apés um processo de fecundagdo, passam de gametOcitos para
oocineto, que atravessa a membrana peritrofica e o epitélio do intestino do mosquito,
invadindo células epiteliais, formando oocistos, que se multiplicam e, por fim, estes oocistos
se rompem liberando milhares de formas denominadas esporozoitos, as quais atingem as
glandulas salivares do inseto, tornando-se apto a infectar outro hospedeiro vertebrado. A

fémea permanece infectada por toda a vida. O ciclo no mosquito pode durar, em média, de 10



a 14 dias (Coura, 2013). Atuamente conhece-se mais de 40 espécies de anofelinos no Mundo
que podem transmitir a malaria humana, embora com eficiéncia varidvel (Michalakis e
Renaud, 2009).

Dentre as espécies de anofelinos registradas na Amazénia, Anopheles darlingi Root é
considerada a mais importante (Davis, 1931; Deane, 1947; Tadei et al. 1988; Lourenco-de-
Oliveira, 1995; Povoaet al., 2001; Conn et al., 2006; Galardo et al., 2009). Além desta, outras
espécies tém sido implicados como vetores locais, vetores secundarios ou ainda como
provaveis vetores, tais como: Anopheles aquasalis Curry, Anopheles marajoara Galvéo &
Damasceno, Anopheles janconnae Wilkerson & Sallum, Anopheles nuneztovari s.|. Galbadén,
Anopheles triannulatus sl. (Nelva & Pinto), Anopheles brazliensis Chagas, Anopheles
intermedius Peryasstl e Anopheles oswaldoi s.I. (Peryassll), dependendo da densidade e/ou da
elevada taxa de inoculagdo entomoldgica (Branquinho et al., 1993; Gadardo et al., 2007;
Gdardo et al., 2007; Dusfour et al., 2012; Rosero et al., 2013). Muitos destes vetores
consistem ou estdo incluidos em complexos de espécies cripticas, que em aguns casos
coexistem em simpatria e com diferentes nivels de susceptibilidade ao Plasmodium spp. e
respostas imunol égicas distintas aos inseticidas (Mulamba et al. 2014). Portanto, a elucidacdo
taxondmica dos membros destes complexos é importante para a epidemiologia da transmisséo
da maléria e resulta no controle mais efetivo (Rosa-Freitas et al., 1998; Naranjo-Diaz et al.,
2013).

Atualmente, o complexo Anopheles albitarsis s.|. agrupa oito membros, com cinco
espécies descritas. A. albitarsis s.s., A. deaneorum Rosa-Freitas, A. janconnae, A. marajoara,
A. oryzalimnetes Wilkerson & Motoki. Destes, apenas A. deaneorum é distinguivel
morfologicamente dos outros membros do complexo. A identificacdo dos demais membros é
realizada com base na identificagdo molecular e inferida posteriormente por origem
geogréafica (Brochero et al., 2007; Gutierrez et al., 2010; Ruiz-Lopez et al., 2012). Além
destas espécies, trés provaveis espécies do complexo A. albitarsis s.|. foram caracterizadas
molecularmente e designadas informalmente como: espécies F, G e |; além de uma provével
linhagem H (Motoki et al., 2009, Ruiz-Lopez et al., 2012). Este grupo de espécies varia no
grau de importéncia como vetores de malaria, como j& descrito acima. Similarmente, A.
triannulatus é reconhecido como um complexo de trés membros, tais como: A. triannulatus
s.S., Anopheles halophylus Silva-do-Nascimento & Lourengo-de-Oliveira e A. triannulatus C
(Silva-do-Nascimento et al., 2011; Rosero et al., 2012), sendo os dois Ultimos muito

estreitamente relacionados ou espécies incipientes (Moreno et al. 2013). Das sete linhagens



identificadas, no complexo A. albitarsis com o gene COlI, alinhagem E encontrada no Brasil,
Bolivia, Argentina e Colémbia, pode estar envolvida na transmissdo de maaria. A.
nuneztovari também é reconhecida como complexo com pelo menos trés membros A.
nuneztovari s.s., Anopheles goeldii e Anopheles dunhami (Fgjardo Ramos et al., 2008;
Mirabello e Conn, 2008; Scarpassa e Conn, 2011; Caado et al., 2008; Foster et al., 2013),
sendo a diferenciacéo destas espécies realizada pela andlise da genitdlia masculina. A.
nuneztovari s.s. € um importante vetor de maléria na Coldmbia e Venezuela, enquanto A.
goddii pode exercer papel de vetor local (Galardo et al., 2007).

As espécies A. oswaldoi (Peryasst, 1922) e A. konderi Galvéo & Damasceno (1942)
eram consderadas como uma Unica especie (Lane, 1953). Posteriormente, com a constatacdo
de plasticidade comportamental e relatos positivos de inoculag@o em laboratério por Marrelli
et al., (1999a), testes ELISA com mosquitos procedentes do campo por Branquinho et al.
(1993) e Povoacet al. (2001) e dissecagdo de glandulas salivares por Branquinho et al. (1996)
geraram dividas quanto a0 status taxénomico destas espécies. As duas espécies possuem a
morfologia externa da fémea idéntica, apresentando 1) o terceiro e quarto articulos tarsais
posteriores totalmente brancos e o quinto com anel basal escuro, 2) o quarto segmento palpa
branco com as extremidades escuras, 3) a mancha preta préumeral menor do que a mancha
branca posterior e4) o segundo articulo tarsa posterior com até 10% de preto basal (Forattini,
2002). Estas espécies foram sinonimizadas por Lane, (1953) e, em seguida, separadas por
FloresMendoza et al. (2004b) como espécies distintas, com base em diferengas na
morfologia da genitélia masculina. Nas Ultimas décadas estudos moleculares sugerem que as
espécies A. oswaldoi e A. konderi formam dois complexos distintos com no minimo trés
espécies cada (Marrelli et al., 1999b; Scarpassa e Conn, 2006; Motoki et al., 2011; Ruiz et al.,
2013). A identificagdo destes membros tornou a incriminagdo vetorial dos dois complexos
ainda mais obscuros, em virtude de sua distribui¢io geogréfica ndo totalmente compreendida,
baixa densidade das espécies em estudos de inventérios, dificultando a obtencéo de espécimes
para acriagdo até o estégio adulto.

O presente estudo apresenta resultados de taxonomia molecular dos complexos A.
oswaldoi s.l. e A. konderi sl., pela primeira vez analisados conjuntamente. S&o discutidas as
relacles evolutivas inferidas por meio de dois marcadores moleculares, o DNA mitocondria
(DNAmt) do gene COl, regido do DNA barcode e o DNA ribossomal (DNAr) o fragmento
ITS2 (Segundo Espacador Interno Transcrito). A partir destas ferramentas moleculares foi

possivel estimar a distncia genética, 0 nimero provavel de espécies e linhagens e o tempo de



diversificagio entre elas. E discutida a juncéo dos dois complexos em um complexo. Também
com base em estudos anteriores e 0 presente estudo, apresenta-se a distribuicéo geogréfica e
as &eas de smpatria destes membros que dificultam a incriminagdo vetoriad e 0 uso

generalizado de estratégias de control e entomolégico.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Familia Culicidae

Os mosquitos estéo classificados na ordem Diptera, infraordem Culicomorpha e
familia Culicidae (Forattini, 2002). Esta familia consiste atuamente de 3.492 espécies, sendo
a regido Neotropical detentora da maior diversidade e endemismo, com aproximadamente
1.069 espécies (Rueda, 2008). No entanto, as estimativas sugerem que este nimero pode ser
maior principamente em florestas tropicais (WRBU, 2015).

A etapa fundamental para desvendar esta diversidade passa inicialmente pela
identificag@o correta das espécies, que é acancada examinando caracteres morfoldgicos
principalmente das fémeas adultas e das larvas de 42 estadio. Nos grupos taxonomicamente
proximos, a andlise de caracteres da genitalia masculina torna-se necessaria (Salum et al.,
1999). Vérias espécies estreitamente relacionadas sdo confundidas em decorréncia de suas
semelhancas morfoldgicas, onde a variagdo intraespecifica pode exceder a variagdo
interespecifica tornando dificil a identificacdbo morfolégica das mesmas (Lounibos e Conn,
2000).

2.2. Subfamilia Anophelinae

A subfamilia Anophelinae apresenta 493 espécies catalogadas e esta subdividida em
trés géneros: Bironella Theobald (8 espécies), Chagasia (5 espécies) e Anopheles (480
espécies) (WRBU, 2015). O género Bironella apresenta distribuicdo restrita a regido
Australasia; 0 género Chagasia Cruz esté limitado a regido Neotropical e o género Anopheles
possui distribuicdo cosmopolita (Rueda, 2008). Este Ultimo € o mais importante género desta
subfamilia, pois reline os mais importantes vetores de Plasmodium spp. da maléria humana
(Faran e Linthicum, 1981; Manguin et al., 2008).



2.3. Género Anopheles

O género Anopheles inclui espécies que estdo globalmente distribuidas, exceto na
Antértica (Rueda, 2008). Este género se subdivide em sete subgéneros: 1) Anopheles Meigen;
2) Nyssorhynchus Blanchard; 3) Cellia Theobald; 4) Stethomyia Theobald; 5) Kerteszia
Theobald; 6) Lophopodomyia Antunes e 7) Baimaia Harbach, Rattanarithikul & Harrison.
Destes, apenas Cellia e Baimaia ndo ocorrem na regido Neotropical, enquanto que, 0s
subgéneros Stethomyia e Lophopodomyia sdo restritos a América do Sul (Reinert, 2009). No
Brasil foram registradas até o momento 69 espécies (WRBU, 2015).

Além das caracteristicas de diagnose para a subfamilia Anophelinae, o género
Anopheles apresenta um mesonoto relativamente achatado, escutelo arredondado dotado de
uma fileira de cerdas por toda a sua extensdo, nas pernas o quinto tarsdmero € mais longo do
que o quarto e a genitalia masculina possui lobo parabasal com cerdas parabasais internas
(Forattini, 2002). As espécies que ocorrem no Brasil podem ser identificadas por meio de
chaves dicotdmicas propostas por diferentes autores (Deane et al.,1947; Gorham et al., 1973;
Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994; Faran, 1980) e ainda pelas descricbes das espécies
contidas em bibliografias pertinente a0 grupo. Entretanto, gpesar da disponibilidade desta
literatura, principalmente para os anofelinos sul-americanos, verificase a ocorréncia de
individuos com morfologia semelhante ou idéntica (Galvéo e Barreto, 1938; Harbach et al.,
1993) que podem constituir uma variagdo intraespecifica ou caracterizar um complexo de
espécies, conhecidas como espécies cripticas, que dificultam a identificacdo morfoldgica
precisa das mesmas (Marrelli et al., 2006; Ruiz-Lopez et al., 2012; Coetzee et al., 2013).

2.4. Subgénero Nyssorhynchus

Os principais anofelinos transmissores da maéria humana no Brasil estdo incluidos
nos subgéneros Nyssorhynchus e Kerteszia, mas o primeiro contém maior nimero de vetores
(primé&rios e/ou secundérios) da maléria (Consoli e Oliveira, 1994). Em decorréncia desta
importancia, as espécies envolvidas na transmissdo sdo as que tém sido mais estudadas (Tadei
e Dutary-T hatcher, 2000).

Somente no subgénero Nyssorhynchus sio conhecidas 39 espécies que estéo
distribuidas em trés secdes, quatro séries, oitos grupos e dois subgrupos (Harbach, 2004;
2007). No Brasil, foram registradas 35 espécies; destas, 23 foram encontradas na regido
amazonica (Tadei e Dutary-Thatcher, 2000; WRBU, 2015).



2.5. Anopheles oswaldoi e Anopheles konderi

2.5.1. Histéria Taxondmica

Os primeiros estudos com A. oswaldoi sdo de espécimes coletados no Vale do Rio
Doce (Estado do Espirito Santo) e na Baixada Fluminense (Estado do Rio de Janeiro), Brasil.
Inicialmente esta espécie foi denominada de Cellia oswaldoi por Peryasst (1922). A posterior
sinonimia por Dyar (1923) com A. tarsimaculatus (Goeldi, 1905) permitiu o inicio de um
rearranjo no téxon. Bonne (1923) subdividiu A. tarsimaculatus em duas espécies, a primeira
com caracteristicas exofilicas (equivalente a A. oswaldoi) e a segunda, com distribuicdo
restrita & costa continental, denominada de A. aquasalis. Analisando as genitélias masculinas
de Celia oswaldoi e A. tarsmaculatus, Root (1924) considerou as duas espécies
morfologicamente idénticas, colocando Cellia oswvaldoi na sinonimia de A. tarsimaculatus e
sugeriu também que as espécies americanas do género Cellia fossem incluidas no género
Anopheles do subgénero Nyssorhynchus. Posteriormente, Lima (1928) por meio de andlises
dos caracteres dos adultos e dos estagios imaturos, observou diferencas morfolégicas
significantes e considerou A. oswaldoi var. A. tarsmaculatus. Gavéo e Lane (1937)
propuseram a divisdo em A. oswaldoi oswaldoi, A. oswaldoi var. metcalfi e A. oswaldoi var.
noroestensis. Galvéo e Damasceno (1942) descreveram A. konderi a partir de andlises da
genitdlia masculina de exemplares procedentes do municipio de Coari, Estado do Amazonas,
considerando a seguinte classificagdo: A. noroestensis como espécie distinta de A. oswaldoi e
A. metcalfi como nomen dubium.

Mais tarde, Lane (1953), analisando os ovos, larvas de 4° estadio, pupa e fémeas
adultas de A. konderi e A. oswaldoi, considerou que estes dois tdxons eram morfologicamente
idénticos, sinonimizando A. konderi com A. oswaldoi. FloresMendoza et al. (2004),
entretanto, designaram o nedtipo e retiraram a sinonimia de A. konderi com A. oswaldoi, pois
0s autores detectaram diferencas da forma apical do edeago em que A. oswaldoi apresenta
contorno arredondado e em A. konderi formato triangular, limitando a diferenciagdo aos
machos. Com base na distribuicdo geogréfica, variagdo morfologica, preferéncia por repasto
sanguineo, capacidade vetorial, bionomia e mais recentemente as fortes evidéncias dos
estudos com marcadores moleculares (COIl e ITS2) os quais geraram arvores com clados
fortemente suportados (Marrelli et al., 1999b; Ruiz et al., 2005; Scarpassa e Conn, 2006)



apoiaram fortemente que A. oswaldoi s.l. € um complexo de espécies cripticas (Klein e Lima,
1990; Rosa-Freitas et al., 1998; Ruiz et al., 2005).

No estudo redizado por Marrdli et al. (1999b), foram observadas quatro provaveis
espécies dentro de A. oswaldoi sl., representadas por quatro grupos baseando-se em
sequéncias da regido 1TS2 de populagdes do Brasil, Peru e Venezuela. Scarpassa (2005)
realizou estudos com isoenzimas e ndo encontrou diferenca entre as populagdes de A
oswaldoi dos Estados do Acre, Rondénia e Amazonas. Entretanto, Scarpassa e Conn (2006),
utilizando um longo fragmento do gene COI sequenciado de 45 espécimes de quatro
municipios da Amazdnia brasileira: Sena Madureira (Acre), Coari (Amazonas), Sdo Miguel
(Ronddnia) e Moju (Pard), encontraram 25 haplotipos e 123 sitios variaveis. Nenhum destes
hapl étipos foi compartilhado entre as localidades e as distncias geneéticas foram de 0,08% a
5,3%. As andlises filogenéticas evidenciaram quatro clados digtintos fortemente suportados
sugerindo quatro espécies no complexo A. oswaldoi e A. konderi.

Motoki et al. (2007) redescreveram e designaram lect6tipo para o A. oswaldoi s.s.
usando caracteres morfol6gicos da fémea, do macho, incluindo genitdlia masculina, e das
formas imaturas. Analisaram também sequéncias de I TS2, para fixar a identidade molecular
dessa espécie. Consequentemente, Motoki et al. (2011) consideram a existéncia de dois
complexos, um deles seria representada por A. konderi e 0 outro representado por A.
oswaldoi. Recentemente Ruiz et al. (2013) identificaram quatro espécies no complexo A.
oswaldoi s.l., sendo elas; A. oswaldoi s.s., A. oswaldoi A, A. oswaldoi B e A. sp. nr. konderi,
sendo a segunda e terceira espécies putativas (provaveis espécies) e a Ultima como espécie
nomeada como proxima de A. konderi (near=nr: proximo). Os autores destacaram a
necessidade de esclarecer também a posicdo taxondmica de A. konderi, visto que em suas
andlises esta espécie que foi selecionada a priori como grupo externo; no entanto, apos as
andlises filogenéticas A. konderi caiu dentro do grupo interno no complexo A. oswaldoi.

Como base no exposto acima, apesar de vérios estudos realizados neste complexo,
ainda permanecem duvidas sobre 0 nimero de espécies e suas relagdes filogenéticas. Além
disso, permanecem problemas de baixa amostragem e localidades que nunca foram
amostradas, principalmente onde A. oswaldoi s.l. foi encontrada infectada (Rubio-Palis et al.,
1992; Branquinho et al., 1993; 1996; Pbvoaet al., 2001; Santos et al., 2005).



2.5.2. Distribuicéo geogréfica

Os complexos A. oswaldoi e A. konderi encontram-se distribuidos por toda a América
do Sul, desde o leste dos Andes até o Norte da Argentina (Faran, 1980; Faran e Linthicum,
1981). Estudos relatam a ocorréncia de A. oswaldoi s.|. no Panaméa (Simmons, 1979), Costa
Rica (Faran, 1980), Trinidad (Rozeboom, 1942), Col6mbia (Ruiz et al., 2005), Equador
(Pinault e Hunter, 2011; Pinault e Hunter, 2012), Venezuela (Rubio-Palis e Curtis, 1992),
Suriname (Lounibos e Conn, 2000), Guianas (Laubach et al., 2001), Brasil (Peryassu, 1922;
Klein e Lima, 1990; Forattini et al., 1993; Tadei et al., 1998; Scarpassa, 2005), Bolivia
(Peyton et al., 1983), Peru (FloressMendoza et al., 2004) e Paragua (Faran, 1980). O
complexo Anopheles konderi s.l., segundo dados da literatura, foi registrado no Brasil
(Estados do Amazonas, Amap4, Acre, Ronddnia e Parand), Peru (Departamento de Loreto) e
Bolivia (Cochabamba) (Gavao e Damasceno 1942; FloresMendozaet al., 2004; Bergo et al.,
2007; Motoki et al., 2011) (Figural).
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Figura 1. Areas de ocorréncia e estimativa de distribuicio de A. oswaldoi s.|. naAméricado Sul. Fonte:
Adaptado de Faran e Linthicum (1981).



No Brasil, A. oswaldoi s.l. e A. konderi s.I. podem ocorrer dentro ou proximo as areas
de floresta imida na Amazobnia (varzeas e florestas ripérias ou ciliares) e raramente sdo
encontradas em grandes extensdes de campos (cerrados), sendo classificadas como espécies
umbrofilas, ou sgja, que preferem criadouros sombreados no interior de florestas densas,
denominadas de florestas Ombrdfilas (Deane et al., 1948; Forattini, 2002). De acordo com
Guedes (2012) também podem ocorrer em aguns fragmentos de Caatinga, Mata Atlantica e
Pantanal .

2.5.3. Importancia como vetor de maléria e complexo de espécies cripticas

Segundo Forattini (2002) A. oswaldoi s.l. é exofilica e zoofilica. Entretanto, Quifiones
et al. (2006) relataram a captura de especimes em ambiente domiciliar, alertando que a
espécie possui alta plasticidade comportamental. Infecgdes por Plasmodium spp. neste
complexo foram observadas por Hayes et al. (1987) no Peru, por Rubio-Palis et al. (1992) na
Venezuela, por Quifiones et al. (2006) na Coldmbia, por Hiwat et al. (2011) no Suriname e
por Dusfour et al. (2012) na Guiana Francesa. No Brasil, A. oswaldoi s.I. é capturada com
frequéncia em regides florestadas ou com moderada antropizacdo (Pbvoa et al., 2001).
Marrelli et al. (1999a) testaram a capacidade vetorial em condic¢Oes de laboratdrio e obtiveram
maior taxa de infecgdo para A. oswaldoi s.l. (13,8%) do que para A. konderi s.l. (3,3%) do
Estado do Acre. Observagbes sobre a atividade hematéfaga realizadas por Rubio-Palis e
Curtis (1992) na Venezuela, demonstraram que A. oswaldoi s.l. tém um pico de atividade por
volta das 19:00 horas no extra domicilio, com um segundo pico menor que o primeiro
préximo a meia-noite, com preferéncia por sangue humano. Enquanto que na grande maioria
da sua distribuicdo na Amazonia brasileira comporta-se como vetor secundario ou sem
importancia vetorial de habito zoofilico (Klein et al., 1991; Rubio-Palis et al., 1992).

No Brasil, o primeiro registro de infec¢do por Plasmodium spp. em A. oswaldoi s.l. foi
relatado por Arruda et al. (1986) no Estado do Parg, seguido por Ferreira et al. (1990) no
Estado de Rondbnia e Branquinho et al. (1993) no Estado do Acre. Em areas de ocorréncia de
malaria simiana na Amazobnia, Lourenco-de-Oliveira e Luz (1996) capturaram esta espécie
principalmente no interior da floresta, sendo ligeiramente mais abundante na copa das &rvores
do que no solo. Consequentemente, esses autores incriminaram como potencial vetor de P.

bradlianum. Tade et al. (1998) encontraram um espécime infectado com P. falciparum em
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Cachoeira da Porteira, Estado do Pard e Povoa et al. (2001) registraram um espécime
infectado com o mesmo parasita no municipio de Serrado Navio, Estado do Amapé O ultimo
relato de infecgdo foi descrito por Santos et al. (2005) que encontraram dois espécimes
parasitados com P. vivax no municipio de Angjas, Estado do Para. Com base em distribuicdo
geogréfica, Ruiz et al. (2013) incriminaram as espécies A. oswaldoi A, A. oswaldoi B e A. sp.
nr. konderi como vetor de malé&ria. Entretanto, Galardo et al. (2007) ndo obtiveram nenhum
espécime de A. oswaldoi s.l. infectado com Plasmodium spp. em trés localidades rurais no
municipio de Mazagdo, Estado do Amap4, onde A. darlingi e A. marajoara foram abundantes
e incriminados como principas vetores. Este resultado, entretanto, pode ser decorrente da
baixa densidade de A. oswaldoi s.I. nestes locais.

Considerando-se a diversidade comportamental do A. oswaldoi e A. konderi, e apesar
das tentativas dos estudos morfolégicos visando caracterizar e separar as espécies desses
complexos, ainda é dificil a ddimitagdo morfologica, mesmo concernente a estrutura dos
estadios larvais estudados por Flores-Mendoza et al. (1998) e estrutura externa dos ovos por
Lounibos et al. (1997). A principd diferenca morfoldgica esta no &pice do edeago que é mais
dilatado do que a base e de contorno triangular em A. konderi s.l., enquanto em A. oswaldoi
s.l. € aproximadamente cilindrico e com o épice arredondado ou oval (FloresMendoza et al .,
2004; Motoki et al., 2007).

A corretaidentificagdo dos membros dos complexos A. oswaldoi s.l. e A. konderi sl. é
0 ponto de partida para separar 0s potenciais vetores dos ndo vetores e, consequentemente,
aprimorar as estratégias de controle, focando diretamente sobre aguelas espécies envolvidas
na transmissio. E importante também identificar as espécies com precisio, a fim de resolver
problemas taxondmicos, reconhecer novas espécies e estabelecer a sua distribuic¢do (Esquivel

et al., 2009), contribuindo também para o conhecimento da biodiversidade dos anofelinos.

2.6. Marcadores moleculares na identificagdo de espécies cripticas

Espécie é a unidade fundamental da biologia, comparével em importéncia aos genes,
células e organismos, dai a importancia de sua delimitagdo (Queiroz, 2007). Mudangas
morfoldgicas, entretanto, nem sempre ocorrem durante o processo de especiacdo (Queiroz et
al.,, 2006). Assim, metodologias alternativas & morfologia convencional sdo utilizadas,
podendo ser destacados os estudos de cruzamentos experimentais (quando possivel),

citogenéticos, isoenziméticos (produtos dos genes-pds-traducdo) e os demais marcadores
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moleculares analisados diretamente em nivel de DNA (pré-traducdo) presentes no genoma dos
individuos.

Considerando que os caracteres morfoldgicos sdo o ponto de partida essencia na
identificag@o das espécies de mosquitos, algumas vezes ela é dificultada em decorréncia da
presenca de espécies cripticas e grupos de espécies morfologicamente semelhantes e
filogeneticamente relacionadas (Wilkerson e Peyton, 1990; Reinert et al., 1997; Rosa-Freitas
et al., 1998; Coluzzi et al., 2002) podendo resultar em identificages incorretas. Nestes casos,
0 problema da identificagéo tem sido resolvido com o emprego da taxonomia integrada: uso
conjunto de marcadores moleculares e analises morfol6gicas, ecoldgicas e comportamentais
(Dayrat, 2005; Fujita et al., 2012). Os marcadores moleculares mais utilizados s&o
sequenciamento de genes ou fragmentos de genes do DNA mitocondrial e do DNA nuclear,
que além de auxiliar na taxonomia, também proporcionam informagdes para a reconstrugéo
das relacOes filogenéticas (Walton et al., 1999; Sallum et al., 2002; Foster et al., 2013).

A regi@o conhecida como DNA barcode do gene COI do DNA mitocondrial é
atualmente a mais utilizada em estudos de taxonomia molecular (Hebert et al., 2004; Barrett e
Hebert, 2005; Hajibabae et al., 2006; Rubinoff, 2006; Kumar et al., 2007). A idéiacentral do
DNA barcode estéa fundamentada na premissa de que certos fragmentos de DNA possuem
uma baixa taxa de variac8o intraespecifica e uma elevada variagdo interespecifica. Portanto,
um limite de variagdo pode ser caracterizado para cada grupo taxondmico, acima do qual um
grupo de individuos pode ser considerado como ndo pertencendo & mesma especie, portanto,
representando uma nova espécie (Hebert et al., 2003). Esta abordagem, que explora a
diversidade entre sequéncias de DNA para identificar organismos, teria vantagens, tal como
identificar espécies cripticas ou muito similares quando analisadas por meio de caracteres
morfol dgicos, mas que sdo geneticamente diferenciaveis (Stoeckle, 2003).

A regido do DNA barcode compreende os 648 paes de bases (pb) a partir da
extremidade 5 do gene COI, o qual consiste de aproximadamente 1.500 pb. O gene COI
codifica a proteina heme (Citocromo c), que esta envolvida no transporte de eétrons, na
translocacéo de protons da membrana, no mecanismo de apoptose celular e narespiragéo em
diversos organismos. A terceira posi¢cdo do cédon mostra uma ata incidéncia de substituicéo
de bases, com uma taxa de evolugdo de aproximadamente trés vezes maior em relacdo a
regido 16S ou 12S (Hebert et al., 2003). O DNA mitocondrial possui algumas vantagens
quando comparado com 0s genes nucleares, pois possui taxa de evolugdo rdpida, auséncia de

introns, heranca predominantemente materna, elevado nimero de copias por cdula, portanto,
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de fécil isolamento e disponibilidade de iniciadores (primers) conservados. Estas
caracteristicas, o torna atrativo para estudos de populagdes, taxonomia molecular e andlises
filogenéticas (Hajibabael et al., 2007).

O gene COI é amplamente utilizado para distinguir espécies de varios grupos de
insetos, incluindo aquelas de divergéncia evolutiva extremamente recente e de dificil
separacd morfoldgica (Hajibabag et al., 2006) e com distancia genética de 2% entre as
espécies (Hebert et al., 2003; Will e Rubinoff, 2004; Scarpassa e Conn, 2011), sendo possivel
resolver problemas de taxonomiainterna (Ruiz et al., 2012; 2013). A existéncia do Barcoding
gap consiste na auséncia de sobreposicdo de disténcia genética, entre as variagcdes genéticas
interespecifica e intraespecifica de tal forma que uma lacuna € evidenciada (Hebert et al.,
2004), permitindo atribuir aos individuos ndo identificados, a qual espécie este
correspondente, com uma menor taxa de erro representada principalmente por espécies
incipientes com linhagem ou a formagdo de linhagens incompletas (Hebert et al., 2003;
Hebert et al., 2004; Barret e Hebert, 2005). Criticas relacionadas a esta abordagem sdo
discutidas em Meyer e Paulay (2005), Wiemers e Fiedler (2007) e Meier et al. (2008).

Os primeiros codigos de barras analisados em mosquitos da familia Culicidae foram
realizados por Cywinska et al. (2006). As divergéncias nas sequéncias foram 20 vezes
maiores em espécies congeneéricas do que entre membros de uma mesma espécie de mosquito
(Culicidae), sendo este marcador recomendado para a identificagéo deste grupo. As mutagdes
no gene COI ocorrem de forma lenta comparada a outros genes mitocondriais (Cywinska et
al., 2006); portanto, utilizado com sucesso em diversos estudos taxondmicos no género
Anopheles (Sallum et al., 2002; Scarpassa e Conn, 2006; Kumar et al., 2007; Nagaki et al.,
2010; Pedro et al., 2010; Laboudi et al., 2011; Wang et al., 2012; Bourke et al., 2013).

Além daregi@o do DNA barcode, o DNA ribossomal DNAr (especialmente 0 ITS2) é
freqlientemente empregada para a distingéo de espécies cripticas em anofelinos (Gomez et al .,
2015). Cada unidade de repeticdo do DNAr de eucarionte possui uma organizagdo
conservada, sendo congtituida por um espacador inter-génico ndo transcrito (IGS) que é
atamente varidvel, um espacador externo transcrito (ETS), que é transcrito em uma sequéncia
que contém a extremidade 5’ da molécula precursora do RNAr, trés regifes transcritas, cada
uma delas com as respectivas sequéncias que codificam trés genes ribossdmicos: 5.8S, 18S e
28S (regides conservadas) e dois espagadores internos transcritos (ITSL e 1TS2) (Collins e
Paskewitz, 1996). A regido | TS2 também tém sido um marcador eficiente na identificagdo de

membros de complexos de espécies cripticas de anofelinos pertencentes a vérios subgéneros,
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tais como os complexos Anopheles (Cellia) maculipennis (Porter e Collins 1991), A. (Céllia)
punctulatus (Beebe e Saul 1995), A. (Anopheles) quadrimaculatus (Cornel et al. 1996), A.
(Anopheles) crucians (Wilkerson et al., 2004), A. nuneztovari (Calado et al., 2008), A.
triannulatus (Moreno et al., 2013) e A. (Nyssorhynchus) oswaldoi (Marrelli et al. 1999;
Motoki et al. 2011; Ruiz-Lopez et al. 2013). O ITS2 é parte de um grupo de genes do DNA
ribossomal dispostos em tandem, que evoluem por meio de um padréo em conserto. Assm,
sequéncias de ITS2 podem acumular rapidamente mutagdes dentro de populagbes
reprodutivamente isoladas e podem ser o primeiro indicador de descontinuidade genética
entre as populagdes. Adicionalmente, este marcador, apesar do alinhamento ser desafiador,
apresenta diferencas no comprimento e substituicdes fixas entre as sequéncias, 0s quais sdo
fortes evidéncias de divisdo de linhagens ou de espécies distintas, espedalmente se tais

linhagens/espécies estdo geograficamente co-distribuidas (Li e Wilkerson, 2007).

3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Estudar a taxonomia molecular dos complexos A. oswaldoi s.|. e A. konderi sl. da
Amazonia brasileira, com o emprego de dois marcadores moleculares, a regido do DNA
barcode do DNA mitocondrial e 0 Segundo Espagador Interno Transcrito (ITS2) do DNA

ribossomal.

3.2. Especificos

e Identificar o nimero de espécies nos complexos A. oswaldoi s.l. e A. konderi s.l.;

o Estimar a disténcia genética intra e interespecifica e as relagdes filogenética dos
membros destes complexos,

e Testar aexisténcia do barcoding gap;

e Estimar o tempo de divergéncia dos membros dos complexos,

o Inferir preliminarmente a distribuicdo geogréfica e &reas de simpatria das espécies na
Amazbnia brasileirg;

e Associar a distribuicéo e relatos anteriores de infecgdo por Plasmodium spp. com as

provaveis espécies dos complexos na Amazonia brasileira
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4.1. Locaisde coletas e preparo deamostras
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Os mosquitos foram coletados em cinco Estados da regi&o amazonica do Brasil (Acre,

Amapa, Amazonas, Rondbnia e Pard), totalizando 18 localidades amostradas. A escolha

destas localidades se deve: 1) as lacunas de amostragens, 2) possiveis éreas de simpatria e 3)

relatos de encontro de espécimes de A. oswaldoi/konderi s.l. infectados. A tabela 1 apresenta

as informagtes geograficas dos locais amostrados neste estudo.

Tabda 1. InformagBes sobre as localidades de coletas de A. oswaldoi s.l|./A. konderi s.l. por Estado (UF),
Municipios, Localidades, Coordenadas geogréficas e Caletores.

o ) Coordenadas UTM
UF Municipio L ocalidade - - Coletores
Latitude Longitude

AC RioBranco Senador Guiomar -9,93266 -67,8667 Scarpassa, V. M.
SenaMadureira Sena Madureira -9,05 -68,65 Scarpassa, V. M.
Acrelandia Transacreana -8,07663 -71,3935 Scarpassa, V. M.

AM Autazes Autazes -3,69916 -59,1318 Saraiva, J. F.
Coari Igarapé do Isidoro -0,08333 -63,1333 Scarpassa, V. M.
Lébrea Lébrea -7,66452 -65,0697 Alencar, R. B.
Nova Olindado Norte Rodovia AM 254 -3,83694 -59,0215 Saraiva, J. F.
Presidente Figueiredo  Pitinga -0,78238 -60,0604 Saraiva, J. F.

AP Cacgoene Lourenco 2,45713 -51,2675 Saraiva, J. F.
Ferreira Gomes Ferreira Gomes 0,83555 -51,2087 Saraiva, J. F.
Macapa Mata Fome 0,21266 -50,9727 Saraiva, J. F.
Macapa Fazenda Santa Barbara 0,29122 -50,902 Saraiva, J. F.
Santana Ilha de Santana -0,08383 -51,1637 Saraiva, J. F.
Serrado Navio Pedra Preta 0,89363 -52,0116 Saraiva, J. F.
Tartarugalzinho Tartarugazinho 1,51641 -50,9171 Saraiva, J. F.

PA Oriximina Serrado Cachorro -1,002 -57,1265 Alencar, R. B.

RO PortoVeho Parque Municipa -8,70822 -63,9332 Scarpassa, V. M.
S%0 Miguel S30 Miguel -0,14333 -63,8166 Scarpassa, V. M.

* UF = Unidades Federativas. AC = Estado do Acre; AM = Estado do Amazonas; AP = Estado do Amapa; PA =
Estado do Pard e RO = Estado de Rondbnia. Coletores. Scarpassa, V. M.= Dra. Vera Margarete Scarpassa;

Saraiva, J. F.= José Ferreira Saraivae Alencar, R. B.= Dr. Ronildo Baiatone Alencar.

As coletas dos adultos foram realizadas entre 2013 a 2014 com uma armadilha

luminosa de Shannon instalada no interior da floresta, nos horérios entre 18:00 e 22:00 horas.

Os espécimes adultos foram capturados com aspirador manual (capturador de Castro),

transferidos vivos para copos plésticos ou parafinados, contendo no méximo 20 espécimes por
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copo, para evitar danos aos mosquitos durante o transporte. Houve também coletas de larvas
nos horarios das 7:00 as 10:00 horas, como apresentado nafigura 2. No criadouro natural, as
larvas e pupas foram coletadas com auxilio de uma concha de cabo longo e, em seguida,
transferidas para garrafas tipo pet (600 mL) com auxilio de um conta-gotas, juntamente com
agua do criadouro (Consoli e Oliveira, 1994). As amostras foram transportadas ao L aboratério
de Genética e Evolugdo de Mosquitos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia
(INPA). No insetéario, os imaturos foram criados até a emergéncia do estégio adulto. Em
seguida os mosquitos foram mortos em freezer -20°C e imediatamente as fémeas foram
identificadas morfol ogicamente com auxilio de chaves dicotdmicas de Lane (1953) e de Faran
e Linthicum (1981). As identificacbes foram conforme as descri¢cbes de A. oswaldoi sl.,
portanto, ndo houve separacdo entre A. oswaldoi e A. konderi. Apos a identificacdo, os
espécimes foram preservados em Etanol a 95% e armazenados no freezer -20°C até a extracao

do DNA genbmico.

g 2

Coletados estégios imaturos.

Figura 2. Coleta de mosquitos em campo: a) Armadilhade ann eb)

Para a extracdo do DNA gendmico, uma das pernas de cada mosguito adulto foi
removida e transferida para tubos eppendorf o espécime adulto restante foi armazenado no
freezer -80°C. Um exemplar de cada espécie provavel foi depositado como Voucher na

colecdo entomoldgica do INPA.
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4.2. Andlise Molecular

4.2.1. Extracdo de DNA

O protocolo de extracdo foi com base em Sambrook e Russell (2001), com o método
fenol-cloroférmio modificado no Laboratério de Genética e Evolugdo de Mosquitos Vetores.
As amostras foram maceradas individuamente em tubos do tipo eppendorf de (1,5mL)
contendo 100uL de solugdo tampdo de lise, composta por NaCl [0,08M], Sucrose [0,16M],
EDTA [0,06M], SDS (Dodecil Sulfato de Sadio) [0,05%] e Tris-Cl [0,1M]. Em seguida
levadas a0 banho-maria a temperatura de 65°C por 30 minutos, gpds este periodo de
incubagdo foi acrescentado Acetato de Potéssio (KAc) 8M para a precipitacéo das proteinas,
incubadas a uma temperatura de 4°C por 30 minutos e centrifugadas. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. O DNA foi precipitado com etanol 95% e em seguida deixado
em Overnight no freezer a -20°C. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas e o
precipitado foi lavado em Etanol 75% para uma nova centrifugacdo e descarte do
sobrenadante. O pellet resultante foi seco em temperatura controlada (37°C). Por fim, 0 DNA

foi ressuspendido em &gua MilliQ e armazenado em ultra-freezer a -80°C para posterior
amplificagéo.

4.2.2. Amplificagdo do gene COI

A regido do DNA barcode foi amplificada com os primers universais: LCO- 1490 [59
— GGTCAACAAA TCATAAAGTATTGG — 39] e HCO- 2198 [59 — TAAACTTCAG
GGTGACCAAAAATCA — 39] descritos por Folmer et al. (1994). Cada reagdo de PCR
consistiu de um volume de 25uL, contendo 1uL de DNA, 10 mM Tris-HCI, pH 8,3, KCI
50mM, MgCI2 [1,5mM], 5pmol de cada primer, 200mM de dNTP e 2,5U de Taq polimerase
(Invitrogen Inc., Carlsbad, CA). Na amplificacéo deste fragmento foi adotada a programagéo
descrita por Motoki et al. (2011), com o seguinte perfil: uma desnaturagéo de trés minutos a
94°C e 35 ciclos a 94°C, 55°C e 72°C durante um minuto cada, seguindo de uma extenséo de
sete minutos a 72°C.
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4.2.3. Amplificagdodo ITS2

Na amplificacdo do ITS2 foram utilizados os primers 5.8SF [59-
ATCACTCGGCTCGTGGATCG-39] e 28SR [59-ATGCTTAAATTTAGGGGGTAGTC-
39] de Sallum et al. (2008). A reacdo de PCR foi realizada em uma mistura aquosa de 25 puL
de reacdo contendo 1L de DNA, 10 mM TrissHCI, pH=8,3, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM, 5
pmol de cadainiciador, 200 mM de cada desoxinucl eotideo-trifosfatos (ANTP), e 2,5U de Taq
polimerase (Invitrogen Inc., Carls bad, CA). A programacdo de amplificagdo consistiu de uma
desnaturagéo a 94°C por dois minutos e 34 ciclos de 94°C, 57°C, e 72°C durante 30 segundos
cada, seguido por uma extensdo de 10 minutosa 72°C (Motoki et al., 2011).

4.24. Purificagéo do produto de PCR

Apos a amplificagdo, os produtos de PCR foram checados em géis de agarose a 1% e
fotodocumentados. Em seguida, os produtos de PCR foram purificados com PEG 8000,
seguindo-se o protocolo ja estabelecido no Laboratério de Genética e Evolucéo de Mosquitos
do INPA. A purificacgo permite a eliminagdo de residuos de baixo peso molecular, tais como,

excessos de sais, primerse dNTP' s, otimizando areagdo de sequenciamento do DNA.

4.2.5. Reagao de sequenciamento

No sequenciamento foi utilizado o kit Big-Dye (Life Technology). Para cada amostra,
duas reagdes foram preparadas (primers Forward e Reverse) com volume total de 10uL,
composto por 1pL de DNA, 2uL de primer, 2ul. de tampao 5x, 0,6uL de Big Dye e &gua
estéril (4,4 uL) para completar o volume final de 10uL. As reagdes foram amplificadas e
precipitadas e, por fim, diluidas em formamida e submetidas a eletroinjecdo no Analisador de
DNA ABI da Applied Biosystems, Modelo 3130 xI disponivel no INPA.

4.2.6. Alinhamento das sequéncias

O ainhamento das sequéncias foi realizado automaticamente no Clustal W e editadas
manualmente com o Programa Bioedit, v. 7.1.11 (Hall, 1999) com o auxilio do Programa
Chromas Lite (Technelysium, 2012). As sequéncias consenso de COIl e ITS2 geradas no

presente estudo foram comparadas com as sequéncias previamente depositadas no GenBank,
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utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), disponivel em

http://blast.nchbi.nim.nih.gov/Blast.cai. Em seguida uma andlise de Inferéncia Bayesiana

usando o modelo HKY +1+G foi realizada com todas as sequéncias identificadas disponiveis
no GenBank para identificar as sequéncias obtidas, por meio do critério de monofilia
reciproca (APENDICE A).

4.3. Andlisssestatisticas e filogenéticas

A partir do banco de dados do COI, as analises populacionais € 0 nimero de
haplétipos foram calculados no DnaSP e em seguida foram analisadas no programa TCS
v.1.21 (Crandall e Templeton, 1993), utilizando um limite de conexéo de 95%, com base no
método da parcimobnia, parainvestigar se A. oswaldoi s.l. e A. konderi s.l. consistem de meta-
populagdes, ou sga, representadas por uma Unica rede, ou se compreendem téxons separados,
ou sgja, representados por duas ou mais redes de hapl 6tipos ndo conectadas.

As Unidades Taxondmicas Operacionais Moleculares (MOTUS) foram identificadas
de acordo com o critério de monofilia reciproca para as diferentes abordagens filogenéticas
utilizando os marcadores separados (COIl ou ITS2) ou concatenados (COI + ITS?2). A distancia
genética dentro e entre os membros (disténcias genéticas intra e interespecificas) foi estimada
utilizando o modelo de substituicdo Kimura 2-Parametros (K2P). Esta andlise foi realizadano
programa MEGA v.6 (Tamura et al., 2011). O modelo de K2P considera as substituigdes
multiplas e a razdo de transi¢bes e transversdes, assumindo que as frequéncias dos quatro
nucleotideos sdo as mesmas e que a taxa de substituicdo ndo varia entre os sitios (Kimura,
1980). O tempo de divergéncia entre as espécies foi estimado somente para o gene
mitocondrial COI, na arvore de espécies com dados combinados, onde foi assumida uma
calibragdo de 2.3% de divergéncia por cada milh& de ano (Brown, 1994). O programa
*BEAST v 1.6.1 (Bayesian Ewvolutionary Analysis Sampling Trees) foi utilizado para a
inferéncia dos tempos de divergéncias durante a andlise Bayesiana (Drummond et al., 2010).
Nesta andlise, utilizou-se a opcéo Relaxed clock: uncorrelated lognormal, que assume taxas
independentes de evolug&do molecular nos diferentes ramos de uma filogenia

A partir das disténcias genéticas de COI foram construidas arvores com agoritmo de
Neighbor-Joining (NJ) com 2.000 pseudoréplicas, que produziram arvores de consenso. Esta
andlise foi realizada no programa MEGA v.6. As relagdes filogenéticas utilizando Maxima

Parciménia (MP) no programa PAUP* v.4 (Swofford, 2000) e Mé&xima Verossimilhanca
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(MV) no programa Garli v.0.95 (Adam et al., 2014) foram realizadas somente com COI e a
Inferéncia Bayesiana (IB) com os dados de COIl e ITS2 separados e concatenados
(combinados) no programa MrBayes v.3.2.2 (Ronquist et al., 2011). Uma érvore de espécies
foi gerada no programa* BEAST (Heled e Drummond, 2010).

Arvores mais parcimoniosas foram obtidas com pesquisas heuristicas com 1.000
réplicas, seguida de pesquisa da &rvore de consenso edtrito com suporte de bootstrap nos
ramos. A andlise de MV conduzida no Garli, utilizou o melhor modelo evolutivo selecionado
no jModel Test v.2.1.5, usando o Critério de Informagdo Akaike (AIC) (Darribaet al. 2012). A
IB redlizada no MrBayes, foi gerada com 10.000.000 de geraghes, sendo duas pesguisas
paralelas, usando quatro cadeias de Markov (sendo trés cadeias quentes e umafria). Por fim, a
&rvore de espécies no programa * BEAST, que infere as relaches entre as espécies mesmo em
casos onde existe incongruéncia entre arvores de genes, foi analisada usando 10.000.000 de
geracdes, descartando as arvores obtidas antes da corrente de Markov atingir valores de
verossimilhanga estéveis e convergentes (~25%) do total de &rvores (Huelsenbeck e Ronquist,
2001). No programa Tracer v.1.4 (Rambaut e Drummond 2007) foi verificado se os valores
de tamanho da amostra efetiva (ESS) atingiu valor superior a 200, segundo recomendagédo de
Drummond et al. (2007), para em seguida assumir um burnin de 25%. As topologias foram
avaliadas considerando a formagdo de clados fortemente suportados por valores de bootstrap,
probabilidade posterior e quanto & monofilia das provaveis espécies. Em todas as andlises
foram utilizados como grupo externo Anopheles goeldii e Anopheles marajoara. As &rvores
foram visualizadas e editadas no FigTree v.1.4.1 (Rambaut, 2014).

Para mapear as distribuicbes geogréficas dos membros foi utilizado o programa
Quantum Gis v.2.4 (Qgis, 2013). Cada espécie foi plotada no mapa utilizando-se cores
diferentes, sendo possivel delimitar as éreas e pontos de simpatria. Mapas de distribuicdo
geral das espécies foram estimados com base em dados gerados neste estudo e da literatura
(Marréelli et al., 1999b; Scarpassa e Conn, 2006; Motoki et al., 2006; Salum et al., 2008;
Motoki et al., 2009; Motoki et al., 2011; Ruiz et al., 2013).

A incriminagdo preliminar de cada membro como possivel vetor de mdéria, foi
realizada cruzando os dados de ocorréncias de cada espécie dos complexos e os relatos de

infeccdo por Plasmodium spp. encontrados para A. oswaldoi s.l. disponiveis naliteratura.
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5. RESULTADOS

Considerando todos os anofelinos capturados, 95 fémeas foram identificadas
morfologicamente como Anopheles oswaldoi/konderi s.I. (83 adultos e 12 larvas) procedentes
de 18 locdidades. Destes, 83 extragOes foram redizadas (78 adultos e 5 larvas) e amplificadas
83 (100%) parao COIl e 27 (32%) para o | TS2, pertencentes a cinco provaveis espécies, sendo
duas espécies formalmente descritas, A. oswaldoi s.s. e A. konderi e trés espécies putativas
(provaveis), que ainda ndo foram descritas morfologicamente: A. oswaldoi A, A. oswvaldoi B e
A. sp. nr. konderi (nr: referente a near = proximo de A. konderi), confirmadas por meio de
comparagdes com as sequéncias depositadas no GenBank (APENDICE B) e identificadas por
meio de Inferéncia Bayesiana conjunta dos dados coletados mais as sequéncias de estudos
anteriores depositadas no GenBank (APENDICE A).

5.1. Anéalisesdo DNA barcode do Gene COI

As 83 sequéncias analisadas para a regido do DNA barcode, consistiram de 663pb.
Nas sequéncias consenso a regido de sobreposicdo atingiu 626pb, excluindo os primers. O
banco de dados ndo apresentou inser¢cbes e/ou delegdes, assm como na traducdo para
aminoé&cidos ndo revelou a presenca de stop codons, indicando a auséncia de pseudogenes ou
NUMTs. Portanto, este banco de dados representa genes que codificam proteinas funcionais.
Das mutagbes observadas, as transicdes foram mais frequentes que as transversdes (Figura 3).
As relagBes entre as taxas de transicdo (Tg), transversdo (Ty) e distdncia genética ndo
evidenciaram a existéncia de saturacdo sugerindo que estes dados séo informativos para as
andlises filogenéticas nestes complexos. A composi¢do meédia de nucleotideos foi de A=29%,
C=15,5%, G=16,5% e T=39%, e o contelido de A+T foi de 68%. A tabela com sitios variaveis
esta apresentadano APENDICE C.
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Figura 3. Relagdo das taxas de transi¢do (Ts) e transversdo (Tv) e disténcias genéticas (K2P) obtidas para as
sequéncias de COI.

As espécies mais frequentes foram A. konderi (45,8%) e A. oswaldoi A (30,1%),
seguidas por A. oswaldoi B (9,6%), A. sp. nr. konderi (8,4%) e A. oswaldoi s.s. (6%)
gpresentadas na tabela 2.

Tabda 2. Numero de sequéncias de COI analisadas por |ocalidade e espécie.

. *Espécies
UF L ocalidades Adulto Larva OSW. SS  0sw. A osw. B kond. nr. kond.
Senador Guiomar 5 2 3
AC SenaMadureira 1 1
Transacreana 2 1 1
Autazes 11 11
Igarapé do Isidoro 5 2 3
AM Léabrea 12 12
Rodovia AM254 1 1
Pitinga 4 4
Lourenco 1 1
Ferreira Gomes 3 3
Mata Fome 4 1 3
AP Faz. SantaBarbara** 3 3
Ilha de Santana 4 4
Pedra Preta 4 4
Tartarugalzinho 1 1
PA Serado Cachorro 7 3 4
RO Porto Velho 2 1 1
Sao0 Miguel 15 15
Total 78 5 5 25 8 38 7

*osw ss. A. oswaldoi s.s., 0swA: A. oswaldoi A, oswB: A. oswaldoi B, kond: A. konderi, nr.kond: A. sp. nr.
konderi. **Faz.: Fazenda. Siglas. UF = Unidades Federativas, AC = Estado do Acre, AM = Estado do
Amazonas, AP = Estado do Amap4, PA = Estado do Para e RO = Estado de Rondbnia.
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De acordo com os dados desta tabela, A. oswaldoi s.s. foi registrada nos Estados do
Amazonas e Acre. A. oswaldoi B foi observada somente no Estado do Amapa A. oswaldoi A
nos Estados do Amapa, Amazonas e Par. A. konderi nos Estados do Amapé, Amazonas, Para
e Rondbnia, enquanto a espécie A. sp. nr. konderi nos Estados do Acre, Amazonas e Rondbnia
(Figura 5). As éreas de simpatria foram detectadas em seis localidades das 18 amostradas
neste estudo: Macapa, Mata Fome (A. oswaldoi A e A. konderi), Coari (A. oswaldoi A e A.
oswaldoi s.s.), Rio Branco (A. oswaldoi s.s. e A. 5. nr. konderi), Acrelandia (A. oswaldoi s.s.
e A. sp. nr. konderi), Serra do Cachorro (A. oswaldoi A e A. konderi) e Porto Velho (A.
konderi e A. sp. nr. konderi).

A tabela 3 apresenta os 43 hapldtipos observados para aregido do DNA barcode, com
suas respectivas frequéncias por espécie e por locdidade. A maioria dos haplétipos
identificados consistiu de apenas um individuo. A espécie A. oswaldoi A apresentou 0 maior
nimero (n=20) de haplétipos (H6 a H25) e esteve presente em seis localidades das 18
amostradas, seguida por A. konderi, com oito haplétipos (H31 a H38) distribuidos em sete
localidades.

A andlise realizada no programa TCS subdividiu as sequéncias do DNA barcode em
seis redes independentes, sugerindo a existéncia de provaveis espécies distintas, assim
representadas. A. oswaldoi s.s. (vermelha), A. oswaldoi B (azul), A. oswaldoi A (verde), A.
konderi (amarela) e A. 9. nr. konderi (roxa). No caso de A. oswaldoi B, dois haplétipos (H29
e H30) n&o foram conectados na rede, mas nas analises filogenéticas estes haplétipos foram
incluidos no mesmo clado dos demais hapl6tipos detectados para A. oswaldoi B (Figura 5),
excluindo a possibilidade de identificagéo errdnea. A auséncia de conexéo entre estes dois
hapl6tipos e os demais podem indicar sub-amostragem ou “gaps de amostragem” onde 0s

hapl 6tipos intermediérios ndo foram amostrados ou extintos.



Tabda 3. Distribui¢ao dos hapl 6tipos observados para o gene COI por espécie e por localidade.
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H N° ESPECIE LOCALIDADES
H1 1 A. oswaldoi s.s. Rod. Transacreana
H2 1 A. oswaldoi s.s.  lgarapé do Isidoro
H3 1 A. oswaldoi s.s. lgarapé do Isidoro
H4 1 A. oswaldoi s.s. Senador Guiomar
H5 1 A. oswaldoi s.s. Senador Guiomar
H6 2 A. oswaldoi A Pitinga
H7 2 A. oswaldoi A Pitinga (1) e Lourenco (1)
H8 1 A. oswaldoi A Pitinga
H9 1 A. oswaldoi A Serrado Cachorro
H10 1 A. oswaldoi A Serrado Cachorro
H11 2 A. oswaldoi A Labrea
H12 1 A. oswaldoi A Labrea
H13 1 A. oswaldoi A Labrea
H14 1 A. oswaldoi A Labrea
H15 1 A. oswaldoi A Labrea
H16 2 A. oswaldoi A Labrea
H17 1 A. oswaldoi A Labrea
H18 1 A. oswaldoi A Labrea
H19 1 A. oswaldoi A Labrea
H20 2 A. oswaldoi A Labrea(1) e lgarapé do Isidoro (1)
H21 1 A. oswaldoi A lgarapé do Isidoro
H22 1 A. oswaldoi A lgarapé do Isidoro
H23 1 A. oswaldoi A MataFome
H24 1 A. oswaldoi A Fazenda Santa Barbara
H25 1 A. oswaldoi A Serrado Cachorro
H26 4 A. oswaldoi B Ferreira Gomes (1) e Pedra Preta (3)
H27 1 A. oswaldoi B Tartarugazinho
H28 1 A. oswaldoi B Ferreira Gomes
H29 1 A. oswaldoi B PedraPreta
H30 1 A. oswaldoi B Ferreira Gomes
H31 7 A. konderi Fazenda Santa Barbara (1), Ilha de Santana (3) e Mata Fome (3)
H32 3 A. konderi Autazes
H33 3 A. konderi Autazes
H34 3 A. konderi Autazes
H35 2 A. konderi Autazes
H36 17 A. konderi S0 Miguel (14) e Serrado Cachorro (3)
H37 2 A. konderi S8 Migue (1) e Porto Velho (1)
H38 1 A. konderi Serrado Cachorro
H39 2 A. sp. nr. konderi  Senador Guiomar
H40 1 A. sp. nr. konderi  Porto Velho
H41 1 A. sp. nr. konderi Rodovia AM254
H42 1 A. sp. nr. konderi Rodovia Transacreana
H43 2 A. sp. nr. konderi  SenaMadureira (1) e Senador Guiomar (1)
*H= hapl 6tipos.

A tabela 4 apresenta um sumario das medidas de diversidade genética intraespecifica
para as cinco espécies identificadas molecularmente. Embora o tamanho da amostra tenha
variado entre as espécies, o que dificulta a comparacéo entre elas, A. oswaldoi s.s. e A.
oswaldoi A apresentaram os maiores valores de diversidade genética quando comparadas com

A. konderi. Por outro lado, A. sp. nr. konderi, A. oswaldoi A e A. oswaldoi B apresentaram 0s
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maiores valores de diferencas nucleotidicas (K), sugerindo a existéncia de linhagens distintas
ou a presenca de hapl6tipos altamente divergente.

Tabda 4. Resumo das medidas de diversidade genética intraespecifica estimadas para cada espécie dos
compl exos A. oswaldoi e A. konderi da Amazonia brasileira.

Espécie n° NH NS K h+8SD 7+ SD

A. oswaldoi s.s. 5 5 10 4,60 1,000+0,126 0,00694+0,0015
A. oswaldoi A 25 20 29 8,94 0,983+0,015 0,01349+0,0014
A. oswaldoi B 8 5 19 8,03 0,786+0,151 0,01212+0,0029
A. konderi 38 8 14 3,02 0,761+0,058 0,00455+0,0005
A. sp. nr. konderi 7 5 20 8,95 0,905+0,103 0,01350+0,0020
Total 83 43 89 23,3 0,947+0,017 0,03513+0,0017

*n; ndmero de sequéncias, NH; nimero de haplétipos, NS; nimero de sitios variave's, K; média de diferencas
nucleotidicas, h; diversidade haplotipica, «r; diversidade nucleotidica, SD; desvio padrao.

Considerando todas as sequéncias analisadas dentro de cada espécie, a tabela 5
apresenta os valores minimos e méximos de distancias genéticas intraespecificas, e os valores
médios estimados sob 0 modelo de K2P. A. oswaldoi A foi a espécie que mostrou a maior
variagdo entre os valores minimo (0,000) e mé&ximo (0,029=2,9%) e uma média de 0,015 +
0,010, seguidas por A. oswaldoi B e A. sp. nr. konderi, que apresentaram um limite de
variagdo idéntico, com minima (0,000) e maxima (0,023=2,3%) e com médias de 0,012+
0,008. As outras duas espécies (A. oswaldoi s.s. e A. konderi) tiveram os menores valores
médios (0,006 + 0,003 e 0,006 + 0,004, respectivamente). No entanto, as cinco espécies
apresentaram os valores maximos de distancias acima de 1%. Embora A. oswaldoi A tenha
apresentado a maior variagdo genética e provaveis linhagens nas andlises filogenéticas, todos
os hapldtipos foram conectados em uma Unica rede sugerindo a existéncia de apenas uma

espécie.

Tabda 5. Vaores minimos, maximos e médios de distancia genética intraespecifica por meio do modelo K2P
para o gene COI.

Distancia genética

Especies Minima Maxima Média+ D.P.
A. oswaldoi s.s. 0,002 0,011 0,006+ 0,003
A. oswaldoi A 0,000 0,029 0,015+ 0,010
A. oswaldoi B 0,000 0,023 0,012+ 0,008
A. konderi 0,000 0,012 0,006+ 0,004
A. sp. nr. konderi 0,000 0,023 0,012+ 0,008

*+ D.P. — Desvio padréo.

A tabela 6 apresenta os valores minimos, maximos e médios de distancia genética

interespecifica inferida com o modelo K2P. O valor minimo de 0,033 (3,3%) foi observado
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entre A. oswaldoi s.s. e A. konderi, e entre A. konderi e A. . nr. konderi, e o valor maximo
foi de 0,070 (7,0%) entre A. oswaldoi A e A. oswaldoi B. O maior valor médio foi observado
entre A. oswaldoi A e A. oswaldoi B (6,2%).

Tabda 6. Vaores minimos, maximos, médios e desvio padrdo das disténcias genétices interespecificas
calculadas por meio do model o K2P para o gene COI.

Espécies Min. M ax. Med *D.P.

A. oswaldoi s.s. Versus A. oswaldoi A 0,041 0,061 0,052 +0,014
A. oswaldoi s.s. Versus A. oswaldoi B 0,034 0,044 0,039 + 0,007
A. oswaldoi s.s. Versus A. konderi 0,033 0,044 0,039 + 0,008
A. oswaldoi s.s. Versus A. sp. nr. konderi 0,044 0,052 0,048 + 0,006
A. oswaldoi A Versus A. oswaldoi B 0,057 0,070 0,062 + 0,009
A. oswaldoi A Versus A. konderi 0,039 0,061 0,052 +0,016
A. oswaldoi A Versus A. sp. nr. konderi 0,047 0,062 0,054 +0,011
A. oswaldoi B Versus A. konderi 0,051 0,061 0,053 + 0,007
A. oswaldoi B Versus A. sp. nr. konderi 0,050 0,069 0,059 +0,013
A. konderi Versus A. sp. nr. konderi 0,033 0,044 0,038 + 0,008

Valores de distancia genética: Min. = minima, Max. = maxima, Med = média e DP = desvio padro.

A divergéncia média interespecifica encontrada foi 0,038 entre A. konderi e A. sp. nr.
konderi e entre A. oswaldoi s.s. e A. konderi, e de 0,039 entre A. oswaldoi s.s. e A. oswaldoi
B, que estdo relacionados nas andlises filogenéticas. Dentro de cada espécie (em negrito), os
maiores valores foram observados para A. oswaldoi A (0,013), A. oswaldoi B (0,012) e A. sp.
nr. konderi (0,014) (Tabela 7).

Tabda 7. Médiadas distancias entre as sequéncias de nucl eotideos do gene COI nos complexos A. oswaldoi e A.
konderi, utilizando o modelo K2P.

Espécie 0oSW SS O0SWA oswB kond nr.kond
A. oswaldoi s.s. 0,007

A. oswaldoi A 0,052 0,013

A. oswaldoi B 0,039 0,062 0,012

A. konderi 0,039 0,052 0,053 0,005

A. sp. nr. konderi 0,048 0,054 0,059 0,038 0.014

*osw ss. A. oswaldoi s.s., 0swA: A. oswaldoi A, oswB: A. oswaldoi B, kond: A. konderi, nr.kond: A. sp. nr.
konderi.

O histograma da figura 4 apresenta as frequéncias das disténcias genéticas
intraespecificas (azul) e interespecificas (vermelha) estimadas sob o modelo K2P. As
distdncias resultaram no valor minimo interespecifico de 0,033 (3,3%) e maxima

intraespecifica de 0,029 (2,9%) resultando em um barcoding gap de 0,004 (0,4%). A maior
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distancia intraespecifica foi observada entre os espécimes de Labrea (4060swALab-AM,
4080swALab-AM) e Coari (4730swACoaAM).
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Figura 4. Histograma representando as disténcias genéticas intra e interespecifica para as cinco espécies
candidatas dos complexos A. oswaldoi sl. e A. konderi s.l.

A figura 5 sumariza as andlises do gene COI barcode nas espécies dos complexos A.
oswaldoi e A. konderi, onde sdo representadas a distribuicdo geografica, as redes de
haplétipos e a avore de Neighbor Joining (NJ) gerada a partir do modelo K2P e as
respectivas linhagens.
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A tabela 8 gpresenta os valores de disténcias genéticas calculadas entre as linhagens de
A. oswaldoi A, A. oswaldoi B e A. sp. nr. konderi. Trés provaveis linhagens dentro de A.
oswaldoi A, cujos valores variaram de 1,5% (entre osSwA2 e 0swA3) a 2,4% (entre oswA1l e
oswA2). Similarmente, o valor entre as duas linhagens de A. oswaldoi B foi de 2,1%.

Tabd a 8. Distancias genéticas calculadas entre as linhagens de A. oswaldoi A, A. oswaldoi B, A. konderi e A. sp.
nr. konderi.

Linhagens Média +D.P.
A. oswaldoi A

0SWA 1 Versus oswA 2 0,024 + 0,004
0SwA 1 Versus oswA3 0,023 + 0,002
OSWA 2 Versus oSwA3 0,015 +0,003
A. oswaldoi B

oswB1 Versus oswB2 0,021 +0,002
A. konderi

kond1l Versus kond2 0,006 =+ 0,006
A. sp. nr. konderi

nr 1Versusnr 2 0,019 +0,002

*osw ss. espécie A. oswaldoi s.s.; oswAl a A3: linhagens de A. oswaldoi A; oswB1 a B2: linhagens de A.
oswaldoi B; kondl a2: linhagens de A. konderi; nr 1 a2: linhagens de A. sp. nr. konderi.

5.2. Segundo Espacador Interno Transcrito - I TS2

Foram analisadas 27 sequéncias de ITS2, que variaram em comprimento entre 0s
membros dos complexos. Em A. oswaldoi s.s. este fragmento apresentou entre 445 pb e 506
pb, em A. oswaldoi A comprimentos de 441 pb e 507 pb, em A. konderi comprimentos de 441
pb e 506 pb e em A. sp. nr. konderi comprimentos de 441 pb e 511 pb. As sequéncias de A.
oswaldoi B n&o apresentaram variagdo no comprimento, sendo todas do mesmo tamanho (502
pb). Observou-se 20 pb variaveis entre os sitios 194 e 497, concentrando-se do meio para o
final do fragmento. Indels (insergdes/delecbes) foram observados nas posi¢oes 325, 351, 471,
479 e 497 (APENDICE D). A composicio média de nucleotideos foi de; A=28%, C=27%,
G=25% e T=20%. O contelido de C+G=52% foi maior que o contelido de A+T=48%, como
esperado para este marcador.

O ITS2 apresentou indels (inser¢des/delegdes) que distinguiram cada uma das espécies
analisadas dos complexos (APENDICE D). A. oswaldoi s.s. apresentou uma transversio na
posicdo 393 (A-T) e umatransicdo na posicao 432 (C-T). Anopheles oswaldoi A apresentou
uma transi¢do na posicao 194 (A-G), A. oswaldoi B foram detectadas uma delecéo na posicéo
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351, quatro transversdes nas posi¢oes 389 (C-A), 393 (C-G), 397 (A-C) e 453 (G-C) e uma
transi¢éo na posicéo 462 (G-A). A. konderi mostrou apenas uma transi¢do na posicéo 440 (C-
T) eem A. sp. nr. konderi foi detectada uma inser¢do na posicdo 325 (G). Neste mesmo sitio
também ocorreram inser¢des do nucleotideo adenosina (A) em A. oswaldoi B e A. konderi.

No ITS2 divergéncia média interespecifica, com base na distancia K2P, alcangou
maxima de 0,021 (2,1%) entre A. oswaldoi s.s. e A. oswaldoi B, e minima de 0,007 (0,7%)
entre A. oswaldoi A e A. konderi. O maior valor médio de divergéncia intraespecifica (0,007)

ocorreu na espécie A. konderi. (Tabela 9).

Tabda 9. Média das distancias entre as sequéncias de nucleotideos do gene ITS2 nos complexos A. oswaldoi e
A. konderi, utilizando o model o K2P.

Espécie oSw SS O0SWA oswB kond nr.kond
A. oswaldoi s.s. 0,003

A. oswaldoi A 0,012 0

A. oswaldoi B 0,021 0,017 0

A. konderi 0,015 0,007 0,017 0,007

A. sp. nr. konderi 0,019 0,012 0,020 0,009 0.002

*osw ss. A. oswaldoi s.s., 0swA: A. oswaldoi A, oswB: A. oswaldoi B, kond: A. konderi, nr.kond: A. sp. nr.
konderi.

A tabela 10 apresenta 0 nimero de gendtipos e sua distribuicéo. Dentre os membros,
A. sp. nr. konderi apresentou maior diversidade de gendtipos (n=3), seguida por A. oswaldoi
s.s., A. oswaldoi A e A. konderi, cada uma com dois gendtipos. A. oswaldoi B apresentou

apenas um genatipo.
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Tabda 10. Relacdo e nimero de gendtipos do marcador molecular I TS2 seguidos de espécies e localidades.

GEN. N° ESPECIE LOCALIDADES
HI 1 A. oswaldoi s.s. Igarapé do Isidoro
HIl 2 A. oswaldoi s.s. Igarapé do Isidoro (1) e Rio Branco (1).
HIE 9 A. oswaldoi A Pitinga (3), Coari (1), Serrado Cachorro (4) e Cacoene (1).
HIV 1 A. oswaldoi A Mata Fome.
HV 5 A. oswaldoi B Pedra Preta (2), Ferreira Gomes (2) e Tartarugal zinho (1).
HVI 2 A. konderi Fazenda Santa Barbara (1) e Mata Fome (1).
HVII 3 A. konderi Mata Fome (2) e Sdo Miguel (1).
HVIIT 1 A. sp. nr. konderi Rod. Transacreana.
HIX 2 A. sp. nr. konderi  Sena Madureira (1) e Rod. AM254 (1).
HX 1 A. sp. nr. konderi Rio Branco.

*GEN = genctipos, N° = NUmero de individuos sequenciados. Entre parénteses representa o nimero de
individuos analisados dentro das localidades.

Este marcador, a0 contrario do que ocorreu com o gene COIl, apresentou répida

saturacdo das taxas de Transicdo (Ts) e Transversdo (Tv). Aproximadamente entre 3,0 e 3,5%

de disténcia genética ataxa de Tv ultrapassa ataxade Ts(Figura6).
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Figura 6. Relagdo das taxas de transicdo (Ts) e transversdo (Tv) e distancia genética (K2P) para as sequéncias de

ITS2.
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5.3. Andlisesfilogenéticas

A topologia da arvore de Neighbor Joining (NJ) do gene COI separou os membros dos
complexos em cinco provaveis espécies, com valores de suporte de bootstrap igual ou
superior a 93%. O clado representado por A. oswaldoi A, apresentou ato suporte para trés
linhagens respectivamente, 81%, 96% e 100%, e as espécies A. oswaldoi B e A. sp. nr.
konderi tiveram suporte para divisdo em duas linhagens, a primeira com 92% e 100% e a
segunda espécie com 64% e 99% (Figura5).

As andlises filogenéticas com dados do gene COI, por meio da MP, MV e IB e a
andlise concatenada com os dois marcadores (COl + ITS2) por meio de IB, também
recuperaram cinco clados reciprocamente monofiléticos (Figura 8). Estes clados representam
as cinco espécies dos complexos A. oswaldoi s.l. e A. konderi s.l. Asandlises com os dados do
COI apresentaram topologias distintas, principalmente em relagdo a A. oswaldoi A que foi
incluido em posigdes distintas das érvores.

Na MP foram obtidas 448 &vores igualmente parcimoniosas, com comprimento de
ramos igua a 218. De um total de 663 caracteres, apenas 81 foram informativos, com indices
de C.I. = 0.615 e R.l. = 0.935. A topologia interna da arvore gerou uma politomia, mas 0s
clados que representam as especies tiveram ato suporte de bootstrap, como segue: A.
oswaldoi s.s. (87%), A. oswaldoi B (100%), A. oswaldoi A (96%), A. konderi (99%) e A. p.
nr. konderi (93%). Anopheles oswaldoi A, A. oswaldoi B, A. sp. nr. konderi e A. konderi
apresentaram subdivisdes em seus respectivos clados, com valores de bootstrap que variaram
de 57% a 100%. Na M P apenas a relacdo filogenética entre A. oswaldoi s.s. e A. oswaldoi B
como clados préximos, foi resolvida (Figura 7).

A andlise de MV (Figura 8) do gene COI foi inferida com o modelo de evolugéo
molecular HKY + | + G (Hasegawa et al. 1985), que assume taxas de variagdo ao longo dos
sitios seguindo uma distribui¢do gama e uma proporcdo dos sitios tida como invaridvel. Desta
forma foi obtida a arvore do gene COl mais verossimil com Ln = -1182.9913. Esta arvore
apresentou melhor resolugdo em relagdo a MP, com cinco clados reciprocamente
monofiléticos. Anopheles oswaldoi s.s. e A. oswaldoi B tiveram relag&o filogenética proxima
O outro grande clado basal representado por dois subgrupos que incluiram A. konderi e A. sp.
nr. konderi. Este resultado sugere que estas duas egpécies sdo filogeneticamente mais
relacionadas entre si. A partir deste clado basa foi gerado outro clado representado por A.

oswaldoi A, sugerindo que esta Ultima espécie pode ser mais estreitamente relacionada com A.
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konderi e A. sp. nr. konderi do que com A. oswaldoi s.s. e A. oswaldoi B. As possiveis
linhagens (subclados) detectadas na &rvore de NJ para A. oswaldoi A, A. oswaldoi B, A.
konderi e A. . nr. konderi também foram recuperadas na arvore de MV (Figura 8), com
suportes variados.
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34

Antes da IB, as sequéncias de COI e ITS2 foram testadas quanto aincongruéncia nos
comprimentos de ramos diferentes ILD (Incongruence Lenght Difference) no programa
PAUP*. Esta andlise resultou no valor de p=0,001 que indica incongruéncia entre os
marcadores. Na IB redlizada separadamente, os modelos evolutivos utilizados foram,
respectivamente, HKY + | + G paraCOIl eo GTR + G (General Time Reversible) paral TS2.

A topologia gerada por IB com dados do gene COI também revelou a separagdo dos
clados, representando as espécies com alto suporte de probabilidade posterior (Figura 9).
Entretanto, as topologias das &rvores foram distintas para cada marcador. No gene COI todas
as especies tiveram ato valor de probabilidade pogerior e monofiliareciproca. As espéciesA.
oswaldoi ss. e A. oswaldoi B, mantiveram relacdo filogenética proxima, assim como A.
konderi e A. 9. nr. konderi. A diferenca foi encontrada em A. oswaldoi A, que teve relagéo
basd com o clado maior que representa as quatro espécies. Na arvore do gene ITS2, A.
oswaldoi s.s. ficou proxima de A. oswaldoi A e estes dois subclados mais estreitamente
relacionados a A. oswaldoi B, formando assim, um clado somente de espécies do complexo A.
oswaldoi s.|. Enquanto que, as espécies A. konderi e A. sp. nr. konderi apresentaram baixa
resolucéo, com ramos curtos (Figura 9).

Na IB com dados concatenados, em que a matriz de dados do COI foi reduzida parao
mesmo numero de sequéncias de I T2 (n=27), o modelo evolutivo para COI foi GTR + | + G.
Neste modelo, além dos par@metros descritos acima, assume também a propor¢do de sitios
invaridveis. A arvore de gene com dados concatenados separou as cinco espécies em clados
com elevado suporte de probabilidade posterior, mas as relactes filogenéticas entre espécies
s0 foram observadas, novamente, entre A. oswaldoi s.s. e A. oswaldoi B. As subdivisdes
(provaveis linhagens) observadas nos subclados representados por A. oswaldoi B, A. oswaldoi
A, A. konderi e A. . nr. konderi também foram obtidas na andlise de IB com dados
concatenados (Figura 10).
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A andlise de IB realizada no *BEAST, com dados combinados (COI e ITS?), para

estimar uma &rvore de espécies, utilizou os mesmos modelos selecionados na IB. A arvore
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gerada resultou da andlise de métodos de inferéncia conjunta das topologias das érvores,
assumindo um prior Yule-Coalescence (YC), com uma taxa (desconhecido) constante de
nascimento de linhagens para cada ramo da arvore, considerando o tamanho das populagdes e
das arvores de genes amostrados. A relacdo recuperada entre as espécies foi, respectivamente,
A. oswaldoi s.s. e A. oswaldoi B como clados proximos. A. oswaldoi A, A. konderi e A. sp. nr.
konderi em um outro grande clado, sendo esta Ultima espécie a irma das demais (Figura 11).

Dentre as andlises evolutivas realizadas, a &vore de espécies forneceu resolugéo filogenética

A, oswaldoi 5.5,

0.7203

A. oswaldoi B

09381

A, oswaldoi A

0.7762

A. kondert

0.9061

A. sp.ur. konderi

A. goeldii

0,007

Figura 11. Arvore de espécies por meio de Inferéncia Bayes ana com dados concatenados. Os val ores de
probabilidade posterior representados sobre os ramos. Andlise realizada no programa* BEAST.

O tempo de divergéncia obtido a partir da andlise bayesiana (Figura 12) indicou uma
idade de 0,9 (0.7 a 1.0) Milhdes de anos (Ma) para 0 evento de diversificagdo mais recente
que foi entre A. oswaldoi s.s. e A. oswaldoi B. Em seguida, 1.1 (0.8 a1.3) Ma para as espécies
A. oswaldoi A e A. konderi e o evento de cladogénese entre A. sp. nr. konderi com o clado
formado por A. oswaldoi A e A. konderi foi datado de aproximadamente 1.8 (1.3 a 2.2) Ma.
Por fim, o n6 que indica o primeiro evento de cladogénese entre os dois grandes clados foi de
gproximadamente 2.8 (1.4 a 5.0) Ma. Portanto, o processo de diversificacdo deste grupo de
espécies ocorreu no limite entre os periodos do Neogeno (Plioceno) e do Quaternério
(Pleistoceno).
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Figura 12 Tempo de diversificagdo das espécies estimado no Programa BEAST com dados mitocondriais (COI
barcode) usando critério de Inferéncia Bayesiana e taxa de calibragdo de 2.3% para cada milh&o de anos.

5.4. Distribuicdo dos complexos A. oswaldoi e A. konderi

A partir dos dados existentes na literatura (Marreli et al., 1999b; Scarpassa e Conn,
2006; Motoki et al., 2006; Sallum et al., 2008; Motoki et al., 2009; Motoki et al., 2011; Ruiz
et al., 2013) e do presente estudo foi possivel estimar preliminarmente a distribuicdo gera dos
membros de A. oswaldoi s.|. e A. konderi s.l.

Anopheles oswaldoi s.s. apresentou distribuicdo digunta, com ocorréncia até o
momento na Amazonia oriental brasileira e naregido sudeste do Brasil. Os estudos anteriores
indicavam a presenca de A. oswaldoi s.s. nos Estados de Espirito Santo e Rio de Janeiro
(localidades tipo) por Peryassi (1922), Estado de Sdo Paulo por Motoki et al. (2007),
Amazonas (Tefé) por Ruiz et al. (2013) e no Estado de Ronddnia por Scarpassa e Conn
(2006). Os resultados do presente estudo confirmam a presenca desta espécie nos Estados do
Acre, Amazonas e Rondbnia. Anopheles oswaldoi B foi registrada por Ruiz et al. (2013) na
Colébmbia (Antioquia, Caqueta, Meta, Norte de Santander e Putumayo), Equador (Orellana) e
Trinidad e Tobago (Vaéncia), na Venezuela (Ocamo), Peru (Yurimaguas) e por Marrelli et
al. (1999b) no Brasil (Estado do Amapé, municipio de Santana). O presente estudo confirmou
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aocorrénciade A. oswaldoi B em trés localidades do Estado do Amapéa (municipios de: Serra
do Navio, Ferreira Gomes e Tartarugalzinho). Estudos anteriores indicaram a espécie A.
oswaldoi A nos municipios de Tefé (Amazonas), Mato Grosso e na Amazbnia colombiana por
Ruiz et al. (2013), municipio de Acreléndia (Acre) por Sadlum et al. (2008), Plécio de Castro
(Acre), Costa Marques (Rondonia) e Novo Airdo/ (Amazonas) por Marrelli et al. (1999b) e
Moju (Pard) por Scarpassa e Conn (2006). O presente estudo registrou esta espécie nos
municipios de: Coari, L&brea, Presidente Figueiredo (todas no Amazonas), Calgoene, Macapa
(Amapd) e Oriximiné (Pard) (Figura12A).

No complexo A. konderi s.l., a espécie A. konderi também gpresentou distribuigdo
geogréfica disjunta, com populaces no sul e norte do Brasil. Esta espécie foi registrada no
municipio de Coari (Amazonas) (localidade tipo) por Galvé e Damasceno (1942), nos
Estados do Acre e Amapa por Sallum et al. (2008) e Parana por Motoki et al. (2011). Neste
estudo, esta espécie foi registrada também nos municipios de Autazes (Amazonas), Santana
(Amapd) e Oriximina (Pard). A espécie A. sp. nr. konderi sO havia sido registrada no Equador,
Peru e no Brasil (Estado do Acre) por Ruiz et al. (2013). No presente estudo, A. sp. nr.
konderi foi encontrada nos municipios de Sena Madureira/ (Acre), Porto Velho (Rondbnia) e
Nova Olindado Norte (Amazonas) (Figura 12B).

Com base na distribui¢éo geral dos membros dos complexos e dos resultados deste
estudo, areas de simpatria, entre as cinco espécies na Amazonia brasleira foram constatadas
nos Estados do Amapa (M ata Fome), Paré (Serra do Cachorro), Amazonas (Coari), Acre (Rio
Branco e Transacreana) e Rondonia (Porto Velho) (Figura 13).
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6. DISCUSSAO

6.1. Taxonomia molecular de A. oswaldoi s.I. e A. konderi s.l.

As andlises realizadas com os dois marcadores moleculares mostraram clara evidéncia
de que os complexos A. oswaldoi sl. e A. konderi s.l. sGo congtituidos de cinco espécies
distintas com evidéncias de pardfilia entre A. konderi e A. oswaldoi A. As andlises
filogenéticas realizadas com o fragmento COI barcode evidenciaram o processo de formagéo
de linhagens, especialmente para A. oswaldoi A. Todas as espécies destes complexos ocorrem
naregido amazonicabrasleira, conforme previsto por Ruiz et al. (2013).

Neste estudo, os dois marcadores utilizados foram eficientes para separar
taxonomicamente os membros de cada complexo, como foi observado por Motoki et al.
(2011) no complexo A. konderi s.l., por Ruiz et al. (2013) no complexo A. oswaldoi s.l. e por
Marrelli et al. (1999b) e Scarpassa e Conn (2006) em separar grupos em ambos 0s compl exos.
Estes marcadores foram utilizados com sucesso na identificagcdo taxondmica de membros de
complexos de espécies cripticas em mosquitos por Hackett et al. (2000), Sedaghat et al.
(2003), Cywinska et al. (2006) e Kumar et al. (2007).

As disténcias genéticas obtidas com o COIl barcode (modelo K2P) evidenciaram
barcoding gap de 0,004 (0,4%). Hebert et al. (2004) demonstraram que o barcoding gap
permite a descoberta de novas espécies. Contudo, em espécies estreitamente relacionadas,
como em complexos de espécies cripticas, pode ocorrer sobreposicdo de disténcias, isso se
deve principalmente aos processos de formagéo de linhagens (Meyer e Paulay, 2005; Elias et
al., 2007) e de divisdo incompleta de linhagens. Os resultados sugerem a presenca de trés
linhagens genética em A. oswaldoi A, com disténcia genética de 1,5% entre oswA2 e 0SwWA3,
de 2,3% entre oswA1l e oswA3 e de 2,4% entre oswA1 e oswA2. Além de A. oswaldoi A,
detectou-se também provével existéncia de linhagens genéticas dentro de A. oswaldoi B, de A.
konderi e de A. sp. nr. konderi, cada uma com duas provaveis linhagens. A presenca de
linhagens dentro destas espécies, especialmente para A. oswaldoi A, provavelmente tenha
influenciado no baixo barcoding gap (0,4%) obtido neste estudo. Além da divisdo incompleta
de linhagens e de espécies com divergéncia muito recente, outros fatores também podem
influenciar no baixo ou na auséncia do barcoding gap, tais como, espécies que contém

populagbes significantemente estruturadas, populagdes com tamanhos efetivos elevados ou
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ainda a presenca de hapl6tipos atamente divergentes entre populacfes (Scarpassa e Alencar,
2013).

Ruiz et al. (2013), utilizando o mesmo gene, obtiveram distancias genéticas
intraespecificas de 0.7% em A. oswaldoi s.s. e de 2% em A. oswaldoi B. As disténcias
genéticas interespecificas atingiram 6,4% entre A. oswaldoi A e A. oswaldoi B. Motoki et al.
(2011) obtiveram diferencas de 0,3% a 1,2% em espécimes do Parana e Rondbnia de A.
konderi s.|. e variac8o de 2,9% a 3,7% entre espécimes do Amapa e as do Parana e Ronddnia.
Apenas um espécime do Acre diferiu de todos os outros em 3,4% a 4,6%. Este resultado ndo
foi observado no presente estudo, em que as linhagens kond1 e kond2 de A. konderi (Figura5)
mostraram valores muito baixos de distancia genética, de 0,006 (0,6%) e sobreposicdo de
0,009 (0,9%) entre as distancias intra e inter-linhagem. Sobreposi¢des de distancias genéticas
intra e interespecificas foram evidenciadas por Bourke et al. (2013) no complexo A. strodei
que é atualmente reconhecido com sete espécies estreitamente relacionadas. Similarmente,
Moreno et al. (2013) encontraram valores de distancias genéticas de 0,2% entre A. halophylus
e A. triannulatus C, onde os autores interpretaram que estas “ espécies’ sG0 mais estreitamente
relacionadas e podem ser consideradas como espécies i ncipientes.

Gutiérrez et al. (2010) estudaram populagdes de A. janconnae da Venezuela e Brasil e
obtiveram valor médio de distancia genética de 2,8% (2,4%-3,1%). Ruiz et al. (2005)
recomendaram um limite de distdncia minima de 2% para separar espécies de anofelinos. No
entanto, distancias inferiores ou sobreposicéo de distancias segundo Meyer e Paulay, (2005)
também podem ser resultados de subamostragens de espécies estreitamente relacionadas.
Scarpassa e Alencar, (2013) estudaram o DNA barcoding de dois vetores de Leishmania na
Amazonia brasileira, Lutzomyia umbratilis e Lutzomyia anduzei e obtiveram distancia
genética média intraespecifica de 0,8% (0,2%-1,0% e 0,8%-1,4%, respectivamente), enquanto
que a distancia genética média interespecifica foi 4,4% (4,1%-4,6%), apoiando o barcoding
gap. Entretanto, em grupos atamente diversos como o género Culex estudado por Laurito et
al. (2013), este método foi sensivel ao reconhecimento de linhagens. Os autores identificaram
12 linhagens em cinco espécies morfologicas deste género, onde as divergéncias
intraespecificas alcancaram 3%, quase o dobro da distncia interespecifica entre Culex
quinquesfaciatus e Culex pipiens (1,6%).

Embora no presente estudo tenha havido barcoding gap de 0,4%, este valor estd muito
abaixo do recomendado para separar espécies. Por outro lado, as andlises filogenéticas e a

andlise de hapl6tipos (rede de haplétipos) do COI barcode evidenciaram uma clara separacéo
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das espécies com elevado suporte estatistico, além da congtatagdo que os dois complexos sio
parafil éticos.

Os hapl étipos identificados formaram seis redes independentes representando as cinco
espécies identificadas. De acordo com um conceito biol6gico de espécie, o que permite algum
grau de hibridacéo entre espécies (Coyne e Orr, 2004), uma espécie deve corresponder auma
populagdo interconectada na rede de haplétipos. Estas populagdes sdo subconjuntos de nos
com uma densidade elevada de ligagOes dentro do grupo e uma densidade baixa ou auséncia
de ligages entre diferentes grupos (Newman, 2003).

As cinco espécies foram representadas por seis redes de haplétipos no gene COI
barcode, indicando auséncia de fluxo génico. A maior estruturag@ genética encontradafoi na
espécie A. oswaldoi A e A. konderi (Avise e Wollenberg, 1997) e a menor estruturagéo foi
evidenciada nas espécies A. sp. nr. konderi. A. oswaldoi B apresentou duas populagdes
desconexas, mesmo apos serem inseridas sequéncias disponiveis no GenBank e uma nova
andlise no TCS, os haplétipos H29 e H30 (Ferreira Gomes e Serra do Navio) permaneceram
isolados. Hipoteses de especiacdo incipiente dentro de A. oswaldoi A ndo sdo conclusivas com
nossos dados. Portanto, estes dados sugerem a necessidade de se redizar estudo de genética
de populagdes analisando espécimes e locaidades adicionais, com o objetivo de identificar
hapl étipos perdidos €ou inferir se existe ou ndo estrutura genética nesta espécie ou ainda,
confirmar um evento de cladogénese recente em A. oswaldoi A.

Na divergéncia média intraespecifica das espécies, calculada com o marcador ITS2, as
disténcias foram baixas (0,4% em A. konderi, 0,3% em A. oswaldoi s.s., 0,2% em A. sp. nr.
konderi e 0% em A. oswaldoi A e A. oswaldoi B). Entretanto, o gene ITS2 anaisado
separadamente, por meio de IB, foi sensivel para subdividir as cinco espécies observadas nas
andlises com o gene COI barcode, embora tenha apresentado ramos curtos, suporte baixo e
topologia distinta de COl. Em estudos de taxonomia molecular, o marcador | TS2 teve sucesso
na separacdo dos membros de cada complexo (Porter e Collins, 1991; Crabtree et al., 1997;
Miller et al., 1996; Lounibos et al., 1998; Marrelli et al., 1999b, Hackett et al., 2000;
Manonmari et al., 2001; Garros et al., 2004; Wilkerson et al., 2004 e Motoki et al.,2007). Por
outro lado, estudos que arangem a sistemética molecular e a filogeografia em anofelinos, os
resultados com ITS2 ndo sdo conclusivos (Gémez et al., 2015). Enquanto que diversos
processos no marcador mitocondrial, como introgressdo ou divisdo incompleta de linhagens,
também podem ser responsaveis pela andlise filogenética inconclusiva dentro de espécies
cripticas (Moreno et al.,2013).



6.2. Relacgbesfilogenéticas

As andlises filogenéticas evidenciaram cinco clados reciprocamente monofiléticos
com alto suporte de bootstrap. No entanto, variaram na topologia interna de acordo com as
andlises filogenéticas realizadas. O teste ILD de Farris et al. (1995) aplicado nas sequéncias
de COI barcode e ITS2 foram incongruentes. O teste de incongruéncia foi realizado em
caréter exploratorio e ndo restritivo, pois estudos prévios mostram que mesmo diante de uma
provavel incongruéncia, resultados importantes podem ser obtidos em andlises concatenadas
de grupos aparentemente conflitantes (Remsen e DeSalle, 1988, Driskell et al., 2004 e Gatesy
et al., 2004). Além disso, os valores de P, do teste de incongruéncia (ILD), apresentam baixa
correlacdo com a melhora na resolucdo filogenética resultante da concatenacdo (Barker e
Lutzoni, 2002).

Dessa forma, neste estudo mesmo diante de heterogeneidade edatistica, a
concatenacdo e andlise simultanea das sequéncias foram realizadas. A principa diferenca
encontrada foi em relacdo & espécie A. oswaldoi A que apresentou estar mais relacionada ao
complexo A. konderi s.l. naandlise de MV e obteve uma posi¢éo basal em relacdo aos demais
clados, na andlise de 1B, ambas com o gene COIl barcode. Diferencas nas topologias das
&rvores também foram observadas com a IB analisada separadamente com COI barcode e
ITS2. NalB com ITS2, A. oswaldoi A foi mais estreitamente relacionado ao A. oswaldoi s.s. e
A. oswaldoi B foi mais basal em relagdo as duas espécies. Na andlise concatenada esta relacéo
néo foi recuperada permanecendo apenas alto valor de probabilidade posterior nos grupos
identificados, levando a considerar que na realidade os complexos A. oswaldoi sl. e A.
konderi sl|. compreendem um Unico complexo de espécies com estreito relacionamento
filogenético, como foi sinalizado por Ruiz et al. (2013), no entanto, estes autores analisaram
apenas uma sequéncia de A. konderi s.l., enquanto que no presente estudo, 38 sequéncias de
A. konderi foram avaliadas conjuntamente com as demais sequéncias de A. oswaldoi s.I.

No complexo A. oswaldoi sl|. as andlises filogenéticas evidenciam subclados
(linhagens), nas espécies A. oswaldoi A, A. oswaldoi B, A. sp. nr. konderi e A. konderi. Com
excegdo de A. oswaldoi A e A. konderi, o limitado nimero de espécimes analisados, tornam a
evidéncia de linhagens inconclusivas (Meier et al., 2008). Na espécie A. oswaldoi A todas as

andlises filogenéicas apresentaram uma topologia comum com trés subclados. O primeiro
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subclado formado por espécimes de L&brea e Coari (Amazonas), o segundo por individuos da
Serra do Cachorro (Pard), Pitinga (Amazonas) e Calcoene (Amapd) e o terceiro por Mata
Fome e Fazenda Santa Barbara (Amapad).

Para A. konderi Motoki et al. (2011) sugeriram trés espécies para este complexo.
Nossos dados corroboram apenas a ocorréncia de dois clados no complexo A. konderi sl., o
primeiro representa a espécie A. . nr. konderi e o segundo A. konderi. No presente estudo,
também foram congtatados dois subclados dentro da espécie A. konderi, mas o suporte e as
distancias genéticas foram baixos. Um dos subclados esta representado por espécimes do
Amapa e Amazonas, e 0 segundo por individuos de Rondbnia e Para. Porém, na analise
conjunto dos dados obtidos e as sequéncias do GenBank, as amosiras de Motoki et al. (2011),
especificamente o clado representando os Estados do Parané e Ronddnia, agruparam no clado
de A. oswaldoi s.s. refutando a existéncia de umaterceira ‘ espécie’ neste complexo. Portanto,
com base na nossa IB o clado A. konderi (Paran&Rondonia) de Motoki et al. (2011) sdo na
verdade A. oswaldoi ss. Esta informagdo foi confirmada com as demais sequéncias
disponiveis neste banco de dados, incluindo as de Motoki et al. (2007) e de Ruiz et al. (2013).

Na andlise de IB realizada com o ITS, a topologia da arvore gerou grupos que
permitiram separar as cinco espécies identificadas. Contudo, em decorréncia da presenca dos
ramos curtos obtidos, nenhuma linhagem ou subclado dentro das espécies identificadas foi
observada com este marcador. O I TS2 apresenta el evada taxa de variagéo, comparado a outros
marcadores nucleares e as suas multiplas copias in tandem tendem a evoluir de forma
semel hante dentro de uma mesma populagéo, devido & agdo de mecanismos conhecidos como
evolucéo em conserto (Dover, 1982). O efeito da evolugéo em conserto em homogeneizar as
multiplas copias dos espacadores de DNAr intrapopulacionalmente, associado com a
tendéncia a rapida divergéncia de suas sequéncias entre populagdes, conferem a este gene a
propriedade de marcador molecular recomendével para separar espécies proximas (Correa et
al., 2014). Para contornar os vieis da opcéo de se utilizar gpenas um marcador em taxonomia
molecular, o uso concatenado de dois ou mais genes tém sido o método de escolha em muitos
estudos recentes (McKeon et al., 2010; Foster et al., 2013; Bourke et al., 2013; Moreno et al.,
2013).

Na andlise de IB concatenada, as relacOes evolutivas das espécies ndo foram
recuperadas, exceto na andlise Bayesiana para inferéncia da &rvore de espécie (Figura 11). A
IB concatenada suportou grupos separados. A érvore de espécies gerou dois grandes clados.

Um dos clados agrupou A. oswaldoi s.s. e A. oswaldoi B, sugerindo que as duas sé0 mais
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estreitamente relacionadas. O outro clado foi constituido por A. oswaldoi A e A. konderi,
seguido por A. sp. nr. konderi, esta Ultima de posicéo basal. A topologia obtida na arvore de
espécie sugere que A. oswaldoi A e A. konderi sdo mais estreitamente relacionadas do que
entre A. konderi e A. nr. konderi. Todos 0s ramos na évore de espécies apresentaram
probabilidade posterior que variou de baixo a moderado, e de moderado a ato nas demais

inferéncias bayesianas.

6.3. Tempo dedivergéncia, distribuicdo e incriminagéo de vetor da malaria

De acordo com a datagdo molecular, etimada por meio do gene COI, o primeiro
evento de diversificacdo neste grupo ocorreu no limite entre os periodos Neogeno (Plioceno) e
Quaternério (Pleistoceno). Durante o Plioceno, grandes lagos formava a paisagem amazonica
resultante de intervalos de incursdo marinha provocadas provavelmente pela orogénese da
cordilheira dos Andes e a elevagdo no nivel do mar (Webb, 1995). Segundo Conn e
Mirabello, (2007) o primeiro evento de diversificagdo em Anopheles nuneztovari ocorreu no
intervalo do Mioceno-Plioceno. Este evento teria isolado trés regides com relevo mais altos,
representado pelos Escudos das Guianas, Escudo brasileiro e a cordilheira dos Andes. Esta
hipotese também é corroborada pela distribuicdo e tempo de divergéncia entre A. marajoara e
A. albitarsis E por Conn e Mirabello, (2007), em Lutzomyia longipalpis s.l. por Arrivillaga et
al. (2002) e entre Rhodinus prolixus e Rhodinus robustus por Monteiro et al. (2003).

Segundo revisdo recente, de Turchetto-Zolet et al. (2013), sobre os padrbes
filogeogréficos na América do Sul, oscilagdes climéticas ocorridas no Pleistoceno como o0s
eventos orogénicos do Mioceno/Plioceno gjudaram a moldar adiversidade e adistribui¢éo das
linhagens recentes. Durante os ciclos glaciais do Pleistoceno, acredita-se que os eventos de
expanséo e retracdo florestal somado a presenga de grandes rios teriam possivelmente
funcionado como barreiras fisicas para as espécies terrestres promovendo eventos de
diversificag&o por vicariancia. Haffer (1969) sugeriu que no Pleistoceno a floresta amazonica
retraiu e expandiu segundo os eventos climéticos, gerando reflgios florestais que teriam
isolado as populagdes fundadoras. Entretanto, evidéncias recentes apontam que neste periodo
a floresta amazonica se manteve resiliente, e, portanto, florestada (Colinvaux et al., 2000;
Bush e de Oliveira, 2006). Com base nas evidéncias apontadas por estes estudos, € possivel
que as incursdes marinhas, com a formacdo de trés regides contribuiram no processo inicial de

diversificacdo dos membros de A. oswaldoi sl. e A. konderi sl. via especiacdo alopétrica
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(Mayr, 1998) e posteriormente, devido ao isolamento dos ambientes e consequentemente as
grandes extensbes dos rios estas populagbes, ao longo do tempo, foram acumulando
diferencas a cada um dos ambientes e mais tarde com a expansdo de seus limites geogréficos
tiveram contato secundario, no entanto, ja como espécies distintas (zonas de contato
secundério). Contudo, enfatizamos que estas estimativas de tempo de diversificacdo poderdo
ser mais bem suportadas com o emprego de outros marcadores genético-moleculares,
incluindo o nuclear (Mirabello e Conn, 2006, 2008; Conn e Mirabello, 2007).

Quanto a distribuicdo geogréfica, a egpécie A. oswaldoi s.s. teve sua ocorréncia
confirmada, além da localidade tipo Espirito Santo e Rio de Janeiro, também para os Estados
de Amazonas (municipio de Coari) e Acre (rodovia Transacreana e Rio Branco). Estudos
prévios também registraram esta distribuicdo (Motoki et al. 2007, Ruiz et al ., 2013).

Anopheles oswaldoi B foi detectada no municipio de Serrado Navio, Tartarugazinho
e Ferreira Gomes, todas no Estado do Amapa Marrelli et al. (1999b) registraram esta espécie
na llha de Santana (Estado do Amapd). Neste estudo, apenas A. konderi foi registrada na llha
de Santana. A egpécie denominada por Ruiz et al. (2013) como A. sp. nr. konderi foi
registrada neste estudo nas localidades de Nova Olinda do Norte (Estado do Amazonas),
Senador Guimar, Sena Madureira e Rodovia Transacreana (Estado do Acre).

Dentre as espécies encontradas neste estudo, verificou-se preliminarmente que
espécies podem apresentar preferéncias ecoldgicas especificas, que agora precisam ser
melhores investigadas. Estudos que fornecem as preferéncias ambientais e comportamentais
para A. oswaldoi s.l. e A. konderi s.l. ja haviam detectado esta heterogeneidade na bionomia
(FloressMendoza, 2004; Quifiones et al., 2006; Dusfour et al., 2012; Pinault e Hunter, 2012).

A grande é&rea de simpatria na Amazobnia oriental, que compreende os Estados do
Acre, Amazonas e Rondonia, dificulta a incriminagéo dos membros de A. oswaldoi e A.
konderi. Marrelli et al. (1999b) detectaram maior taxa de inoculacéo em A. oswaldoi s.l. do
que em A. konderi, Ruiz et al. (2013) haviam incriminado as espécies A. oswaldoi A, A.
oswaldoi B e A. sp. nr. konderi, considerando a origem geogréfica das mesmas. Nossos dados
registram trés membros do complexo A. oswaldoi s.|. nestaregido. Portanto, a presenca de trés
espécies simpétricas deste complexo gera dividas de qud espécie Marrelli et al. (1999b)
haviam incriminado como vetor.

Tadel et al. (1998) coletaram um espécime infectado por P. falciparum em Cachoeira
da Porteira (Pard), localidade proxima a Serra do Cachorro (Pard) registrada como &rea de
simpatria entre A. oswaldoi A e A. konderi deste estudo. Segundo os resultados de Marrelli et
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al. (1999b) e de Ruiz et al. (2013), a espécie A. oswaldoi A poderia ser incriminada como
vetor, entretanto, as amostras analisadas por Marrelli et al. (1999b) foram de localidades
detectadas posteriormente como éreas de simpatria (AC e RO), em que nossos dados e da
literatura confirmaram a presenca de trés espécies (A. oswaldoi s.s,, A. konderi e A. sp. nr.
konderi). Santos et al. (2005) coletaram dois espécimes infectados com P. vivax em Anajés
(Pard). De acordo com dados da literatura, nesta localidade foi somente capturada A. konderi.
Portanto, nossos resultados demonstraram que a0 menos uma espécie ou linhagem do
complexo A. konderi s.|. possa ser vetor de maléria na porgéo oriental da Amazonia brasileira.

Nossos resultados confirmam que A. oswaldoi B é potencialmente vetor de maléria no
norte da Amazonia (Escudo das Guianas). Ruiz et al. (2013) e Quifiones et al. (2006)
incriminaram A. oswaldoi B na Coldmbia e Rubio-Palis et al. (2013) na Venezuela. Dusfour
et al. (2012) encontraram um espécime de A. oswvaldoi s.l. infectado na Guiana Francesa e
Povoa et al. (2001) na Serra do Navio (Amapd), ambos com P. falciparum. Nossos estudos
confirmam a ocorréncia de A. oswaldoi B em Serra do Navio (Amapd). Com base em nossos
resultados e dos estudos anteriores, € possivel inferir a ocorréncia de A. oswaldoi B em toda a
faixa norte da América do Sul. Devido a possivel distribuicdo aopétrica de A. oswaldoi B,
bionomia e relatos confirmados com identificagdo molecular e infeccdo desta espécie, €
possivel também que A. oswaldoi B seja vetor de maléria, além das listadas acima, no norte
do Estado do Amagp4, Guiana Francesa, Suriname, Guiana Inglesa e norte do Estado de
Roraima (Brasil).

Uma amostragem mais ampla na Amazonia brasileira deve ser realizada, com
identificagdo molecular acompanhada com testes de infeccéo para Plasmodium spp. nas
espécies dos complexos A. oswaldoi e A. konderi, com o objetivo de identificar os potenciais
vetores, considerando que apenas uma espécie foi incriminada neste estudo e que pelo menos
duas ou mais sejam vetores (locais, secundarios ou potenciais) de maéaria na regido
amazonica (Tadei et al., 1998, Marrdli et al., 1999a e Santos et al., 2005).
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7. CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos neste estudo foi possivel formular as seguintes
conclusdes:

= Os dois marcadores moleculares mostraram-se eficientes para separar 0s membros do
(s) complexo (s) A. oswaldoi sl. e A. konderi sl. corroboradas por meio de redes de
hapl étipos, distancias genéticas e relacOes filogenéticas. Confirmou-se a presenca de cinco
provaveis espécies. A. oswaldoi s.s., A. oswaldoi A, A. oswaldoi B, A. konderi e A. sp. nr.
konderi na Amazonia brasileira

» Asandlises filogenéticas permitiram inferir que os dois complexos sdo parafiléticos, e,
portanto, podem ser considerados como um tnico complexo (complexo Oswaldoi-Konderi).

» Os elevados vdores de distancias genéticas intra/interespecifica, média de diferencas
nucleotidicas (K) e as relagdes filogenéticas sugerem formagdo de linhagens especialmente
em A. oswaldoi A. O baixo valor do barcoding gap ocorreu devido a0 elevado valor de
distancia genética encontrada dentro da espécie A. oswaldoi A.

= O tempo de divergéncia estimado a partir do DNA barcode indicou que 0 mais antigo
evento de diversificagdo ocorreu ha aproximadamente 2.8 milhdes de anos atrés (Plioceno),
suportando a hip6tese de incursdo marinha.

= A patir de dados de distribuicdo geogréfica e relatos positivos de infeccdo por
Plasmodium spp. so foi possivel inferir que A. oswaldoi B é potencialmente vetor de maléria
no extremo norte da Amazonia, conforme sua distribui¢do. Para as regides: Central e Sul da
Amazonia possivelmente existe (m) outra (S) espécie (s) com capacidade de transmitir o
parasita da maaria neste complexo.

» Considerando as areas de simpatria, estudos concomitantes de taxonomia molecular e
andlises de infecc@o para deteccdo de Plasmodium spp. em espécimes procedentes da natureza
S80 agora necessérios para avaliar o potencial envolvimento de cada membro na transmisséo
damaaria

= Por fim, o presente estudo apresenta uma contribuicdo significante ao entendimento
das relacOes evolutivas dos membros do complexo A. oswaldoi s.l. e A. konderi sl., assm
como a distribuicdo geogréfica destes membros, incluindo as &reas de simpatria e o provavel

vetor no extremo norte da Amazonia brasileira.
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APENDICES



APENDICE A. IB dos espécimes de A. oswaldoi sl. e A. konderi sl. coletados (Negrito) e sequéncias
identificadas no GenBank (Sallum et al., 2008; Motoki et al., 2011; Linton et al., 2013; Ribio-Pdis et al.,
2013 e Ruiz et al., 2013). Moddlo evolutivo — HKY +I+G. Sequéncia destacada em azul pertence a espécie
Anopheles oswaldoi ss. da localidade tipo: Estado de Espirito Santo. A esquerda, cladograma geral e adireita

detal he da rel agdo fil ogenética recuperada.
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GRUPO EXTERNO



APENDI CE B. Identificag&o dos espéci mes de A. oswaldoi s.l. coletados (codigo, localidade e Estado) comparadas com sequéncias do GenBank. Sdo apresentados
os valores maxi mos de Score da identidade e a respectiva sequéncia que gpresentou maior identidade com as amostras obti das.

AMOSTRAS OBTIDAS

IDENTIFICAGCAO NO BLASTn

SCORE DA
0 . IDENTIDADE - N° SEQUENCIA
N° CODIGOUSADO LOCALIDADE/ESTADO AUTOR ESPECIE COMPARADA
1  4740swssCoa-AM Coari/AM 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi ss KF809129
2  4750swssCoa-AM Coari/AM 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi ss KF809129
3  478oswssRBra-AC Rio Branco/AC 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi ss KF809126
4  4820swssRBra-AC Rio Branco/AC 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi ss KF809124
5 4700swssTra-AC Transacreana/ AC 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi ss KF809126
6 5340swBFGo-AP Ferreira Gomes/AP 99% Rubio-Palis et al., (2013) A. oswaldoi B KC555073
7 5350swBFGo-AP Ferreira Gomes/AP 99% Rubio-Palis et al., (2013) A. oswaldoi B K C555056
8 5410swBFGo-AP Ferreira Gomes/AP 99% Rubio-Palis et al., (2013) A. oswaldoi B K C555056
9  5950swBSNav-AP Pedra pretal AP 98% Rubio-Palis et al., (2013) A. oswaldoi B KC555073
10 5960swBSNav-AP Pedra preta/ AP 98% Rubio-Palis et al., (2013) A. oswaldoi B KC555073
11  61loswBSNav-AP Pedra preta/ AP 99% Rubio-Palis et al., (2013) A. oswaldoi B KC555056
12 6120swBSNav-AP Pedra pretal AP 98% Rubio-Palis et al., (2013) A. oswaldoi B KC555073
13 543oswBTat-AP Tartarugal zinho/AP 98% Rubio-Palis et al., (2013) A. oswaldoi B KC555073
14  46loswACoa-AM Coari/AM 100% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809050
15  4720swACoa-AM Coari/AM 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809050
16 473oswACoaAM Coari/AM 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809079
17 396oswALab-AM L&breal AM 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809068
18  398oswALab-AM L&breal AM 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809034
19  4000swALab-AM L&breal AM 100% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809034
20  4020swAlLab-AM L&breal AM 100% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809079
21 404oswAlLab-AM L&breal AM 100% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809068
22 4060swAlLab-AM L&breal AM 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809050
23 408oswAlLab-AM L&breal AM 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809079
24 4100swAlLab-AM L&breal AM 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809079
25  4120swAlab-AM L&breal AM 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809079
26  414oswAlab-AM L&breal AM 99% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809079
27  4160swAlLab-AM L&breal AM 100% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809068
28  418oswALab-AM Labreal AM 100% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809050
29  594oswACac-AP Cd coene/ AP 98% Ruiz et al., (2013) A. oswaldoi A KF809069
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espécies

APENDICE C. Composi¢do de sitios variaveis e fixos (negrito) entre
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APENDICE D. Sitios variaveis e fixos (em destague) entre espécies obtidas nas sequéncias de I TS2.

1

2 2333333334444 14

Genotipos Espécie N 9491225789 934455
467 9591693720613

HI A. oswaldoi s.s. 1 ACTC-ACACCIAITICCCG

HIl A. oswaldoi s.s. 2 ACTC-ACACCIAITICGTG

HIIl A. oswaldoi A 9 GICTC-ACACAACCATG

HIV A. oswaldoi A 1 GICTA -ACACAACCATG

HV A. oswaldoi B 5 ATTCAABAAGCCCATC

HVI A. konderi 2 ATAAAGCACAACTATG

HVII A. konderi 3 ATTCAACACAACTIATG
HVIIl A sp. nr. konderi 1 ATTAEGCACAACCATG
HIX A. sp. nr. konderi 2 ATAAGIGCACAACCATG

HX A. sp. nr. konderi 1 ATAAGGCTCAACCATG




