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1. Introducdo

A validade de alguns subgéneros de Simuliidae na regido Neotropical é controversa, sendo um exemplo
dessa situagdo, os subgéneros Simulium (Thyrsopelma) Enderlein e S. (Trichodagmia) Enderlein.
Crosskey (1988) considerou os subgéneros S. (Trichodagmia), S. (Grenierella) Vargas & Diaz Najera e,
S. (Thyrsopelma) como sinénimos para fins de inventario pelo fato da taxonomia desses trés
subgéneros ndo ser amplamente conhecida. Essa classificagdo tem sido seguida por alguns autores
(e.g Shelley et al., 1997 e Hernandez et al.,  2005) e continua sendo utilizada no Inventério de
Simulidae do Mundo por Adler e Crosskey (2009). Entretanto, Miranda-Esquivel e Coscarén (2001)
consideraram os subgéneros S. (Trichodagmia) e S. (Thyrsopelma) como validos por meio de uma
analise filogenética, baseados em caracteres morfologicos. Simulium nunesdemelloi Hamada, Pepinelli
& Hernandez, 2006, descrita recentemente apresenta caracteres morfolégicos de ambos subgéneros,
indicando a necessidade de uma revisdo dos caracteres utilizados para definir esses dois subgéneros
ou para corroborar a sinonimia de S. (Thyrsopelma) com S. (Trichodagmia). Analises moleculares e
cromossOmicas poderdo auxiliar na elucidagdo das relagBes entre as espécies desses dois subgéneros.
Os subgéneros S. (Trichodagmia) e S. (Thyrsopelma) incluem algumas espécies altamente
antropofilicas e, pelo menos duas, estdo relacionadas com doengas que afetam o ser humano (Diaz
et al 1989; Shelley et al. 1997). Outras espécies antropofilicas, pertencentes a esses dois
subgéneros, mas que até o momento ndo foram classificadas como vetores de agentes etioldgicos
causadores de doenga ao ser humano, no Brasil, sdo Simulium orbitale Lutz, Simulium hirtipupa
Lutz, Simulium scutistriatum Lutz e Simulium lahillei Paterson & Shannon (Miranda-Esquivel e
Coscardn, 2001). Contrastando com o grande numero de estudos morfolégicos e citotaxondmicos
(e.g. Hamada & Adler, 1999; Campos et al., 2001; Hamada e Fouque, 2001), os estudos
moleculares sobre as relagdes filogenéticas de Simuliidae ainda sao escassos (e.g. Moulton, 2000;
Pruess et al., 2000; Adler et al.,, 2000). Os subgéneros S. (Thyrsopelma) e S. (Trichodagmia)
apresentam espécies relacionadas a transmissdo de doengas tropicais. Simulium (Trichodagmia)
nigrimanum Macquart é incriminada como transmissora do Pénfigo Foliaceo (Diaz et al, 1989),
doenca que acomete habitantes das areas rurais da regido Centro-Oeste do Brasil. Simulium
(Thyrsopelma) guianense Wise é o principal vetor de Onchocerca volvulus, agente etioldgico da
onconcercose na regido Amazédnica do Brasil e da Venezuela, cuja manifestagdo mais severa é a
cegueira. A necessidade do aumento do numero de informagdes sobre S. (Thyrsopelma) e S.
(Trichodagmia) € justificada pela inexisténcia de estudos baseados em dados moleculares que
incluam esses subgéneros. Estudos filogenéticos podem fornecer importantes dados sobre a
biologia das espécies em questdo, servindo de base para estudos de comportamento e controle, ja
que esses subgéneros compreendem diversas espécies antropofilicas e vetores de doengas na
regido Neotropical. Além disso, estudos sobre a evolugdo dos grupos com posterior inclusdo de
dados biogeograficos podem auxiliar no entendimento de sua distribuigdo no territorio brasileiro e
suas relagdes com os focos de doencas que acometem populagbes da regido Amazénica.

O objetivo do trabalho foi caracterizar molecularmente algumas espécies dos subgéneros S.
(Thyrsopelma), S. (Trichodagmia) e S. (Hemicnetha), sensu Miranda Esquivel & Coscardn para auxiliar
no esclarecimento sobre as relacBes entre as espécies desses subgéneros, estimando a distancia
genética das mesmas através de analises filogenéticas com base em seqliéncias do gene mitocondrial
citocromo oxidase subunidade II (COII).

2. Material e métodos

Foram analisados individuos das seguintes espécies do subgénero S. (Thyrsopelma): S. guianense,
S. hirtipupa, S. itaunense, S. scutistriatum, S. duodenicornium e S. perplexum; subgénero S.
(Trichodagmia): S. nigrimanum; subgénero S. (Hemicnetha): S. cristalinum, S. lobatoi e S.
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rubrithorax. Simulium perflavum, do subgénero S. (Ectemnaspis) foi incluido nas analises como
grupo externo. Populacdes provenientes de diferentes areas geograficas foram, quando possivel,
analisadas para avaliar a variagdo intraespecifica.

O DNA foi extraido por kit de extragdo da Qiagen e amplificado pela reacdo de PCR, com o0s
iniciadores desenhados por Simon (1994) e utilizando reagentes da PROMEGA. A purificagdo dos
produtos amplificados foi realizada por kit da PROMEGA e o seqlienciamento foi feito em
seqienciador MegaBace 1000.

Foram obtidas 23 seqiiéncias de boa qualidade, as quais foram conferidas em cromatograma pelo
programa Chromas e devidamente alinhadas no programa Clustal X (parédmetro de abertura 15 -
6,6) e BioEdit 7 (manualmente).

As andlises filogenéticas seguiram o modelo de Pruess et al. (2000), através do programa PAUP* e
visualizacdo das arvores no programa TreeView. As arvores iniciais foram obtidas através de uma
busca heuristica, com a opcdo de rearranjo de ramos de 30 réplicas com bisecg@o-reconexdo de
arvores (“tree bisection-reconnection” - TBR).

Uma busca heuristica também foi usada para produzir uma arvore de maxima verossimilhanga
(maximum likelihood tree — ML tree). O rearranjo de ramos foi feito utilizando-se do rearranjo TBR.
A andlise também assumiu o modelo HKY dois-pardmetros para frequéncias de bases desiguais
(Hasegawa et al., 1985). Sitios variaveis foram assumidos a refletir uma distribuigdo gama.

Para arvores de parcimonia, o suporte de nos foi estimado por suporte de ramos (“bootstrap”) com
500 réplicas.

3. Resultados e discussao
Duas arvores foram geradas: maxima verossimilhanga (ML) e parcimOnia, as quais apresentaram a
mesma topologia (Figura 1).
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Figura 1: Arvore consenso das analises filogenéticas.

Simulium scutistriatum e S. perplexum ndo se posicionaram no grupo formado pelas outras
espécies do subgénero S. (Thyrsopelma), conforme esperado pela andlise morfoldgica realizada por
Miranda-Esquivel e Coscardn (2001), enquanto que S. /obatoi foi inserida mais préxima do grupo
formado pelas espécies desse subgénero do que de S. (Hemicnetha), conforme sugerido por Adler e
Crosskey (2009).Simulium scutistriatum foi inserida no mesmo grupo que S. nigrimanum, nas
arvores geradas por parciménia e por verossimilhanga de acordo com Miranda-Esquivel e Coscarén
(2001) e Coscarén e Coscarén-Arias (2007), essas duas espécies pertenceriam a subgéneros
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diferentes, como ja mencionado acima. Uma comparagdo morfolégica entre essas duas espécies,
indica que o padrdo de coloragao dos adultos, a placa ventral dos machos e a forma do paraprocto
das fémeas sdo mais semelhantes entre S. scutistriatum e S. nigrimanum, do que essa primeira
espécie e as outras espécies do subgénero S. (Thyrsopelma), sensu Miranda-Esquivel e Coscarén
(2001). A monofilia de S. (Thrysopelma), de acordo com Miranda-Esquivel e Coscarén (2001), é
indicada pelo formato dos dentes do hipostdomio da larva, pela presenca de cerdas lanceoladas na
cuticula da larva, por garras tarsais sem denticulos e pelo tamanho da gonapodfise. Embora
Coscaron e Coscaron-Arias (2007) indiguem a presencga de cerdas lanceoladas na cuticula de larvas
de S. scutistriatum, cerdas com esse formato ndo foram observadas nas larvas dessa espécie
coletadas e examinadas no presente estudo. A larva de .S. perplexum ndo era conhecida
anteriomente e, um trabalho descrevendo esse estagio de vida estd sendo realizado por Gomes e
Hamada (comunicagdo pessoal). As larvas dessa espécie, assim como larvas de S. scutistriatum
ndo possuem cerdas lanceoladas na cuticula, como as outras espécies de S. (Thyrsopelma). Além
disso, o paraprocto da fémea e a placa ventral do macho dessa espécie apresentam formatos bem
distintos das outras espécies do subgénero S. (Thyrsopelma), sensu Miranda-Esquivel e Coscarén
(2001) e, as garras tarsais apresentam um denticulo basal. Na analise filogenética realizada nesse
estudo, utilizando informagGes moleculares, essa espécie ndo foi incluida no grupo que continha a
maioria das espécies do subgénero S. (Thyrsopelma). Simulium guianense apresentou diferengas
bastante relevantes entre as duas populagdes, do norte e do sul do Brasil. Embora a pupa de
Simulium guianense do Parana seja semelhante a S. guianense sensu strictu, espécimes
examinados dessa populacdo agrupou-se com a espécie S. itaunense, corroborando informagoes
morfolégicas j& observadas no estagio adulto. Nossos resultados posicionaram Simulium lobatoi
mais proxima do grupo de espécies formado pelo subgénero S. (Thyrsopelma) do que do grupo de
espécies formado pelo subgénero S. (Hemicnetha). Dias et al. (2004) ao descreverem essa espécie
ndo a inseriram em nenhum subgénero, entretanto, ela foi inserida em S. (Hemicnetha) por Adler e
Crosskey (2009). Dessa forma, nossos resultados ndo corroboram a insercdo de Simulium lobatoi
nesse subgénero, como sugerido por Adler e Crosskey (2009). Miranda-Esquivel e Coscaréon (2001)
consideraram S. (Thyrsopeima) como grupo irmdo de S. (Trichodagmia), mas nossas analises
indicam que S. (Thyrsopelma) tem como grupo-irmdo S. (Hemicnetha). Apds as analises utilizando
dados moleculares (COII) sugerimos que as espécies atualmente inseridas nos trés subgéneros
avaliados devem ter sua posicdo subgenérica revista. Espera-se que com a inclusdo de espécies
adicionais, dos diferentes subgéneros na anélise, as relagdes entre as espécies se tornem mais
claras.

4. Conclusao

Nossas andlises preliminares sugerem que a insercdo de algumas espécies nos subgéneros S.
(Thyrsopelma), S. (Trichodagmia) e S. (Hemicnetha) devem ser reavaliadas uma vez que, de
acordo com os caracteres moleculares obtidos pelo gene COII, eles ndo representam um grupo
monofilético.

Palavras-chave: Simuliidae, COII, Filogenia, Sistematica Molecular.
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