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RESUMO

Os caramujos pulmonados de dgua doce do gé€nero Biomphalaria Preston, 1910 sdo
conhecidos por sua importancia epidemioldgica como hospedeiros intermedidrios do
parasito Schistosoma mansoni Sambon, 1907 agente causador da esquistossomose. Dez
espécies e uma subespécie deste género sdo encontradas no Brasil. No Maranhdo, estdao
presentes dois hospedeiros naturais, Biomphalaria glabrata e B. straminea. O estudo
destes hospedeiros é importante para a interpretagdo de seus papéis na transmissdo da
esquistossomose. Conhecimentos sobre a histéria e estrutura populacional de vetores,
auxiliam a compreensdo da histéria e estrutura populacional dos parasitos. Nesse ponto,
a Filogeografia € ferramenta essencial. Assim, este trabalho propde estudar a ocorréncia
dos padrdes filogeograficos de populagdes das espécies B. glabrata e B. straminea em
diferentes biomas do Estado Maranhdo, bem como obter perfis espécie-especificos
através da PCR-RFLP e comparar os dados morfolégicos das espécies com os dados
moleculares. Os caramujos foram coletados em pontos de amostragem na Amazdnia,
Litoral e Cerrado Maranhense. A identificacdo morfoldgica foi feita conforme a técnica
descrita por Paraense (1975, 1988). Para a extracdo de DNA seguiu-se o protocolo de
Medrano et al (1990). Trés marcadores distintos foram amplificados: COI, 16S e ITS.
As sequéncias de DNA obtidas foram corrigidas no programa MEGA 6.0 e alinhadas.
ndices de diversidade foram calculados através do Programa DNA sp v.5. As redes de
haplétipos foram construidas através do método de vetores medianos no Network
4.6.1.0. Para o Estado do Maranhdo, confirma-se através da PCR-RFLP a presenca de
B. glabrata e B. straminea. Destaca-se a presenga de B. straminea em cidades do Estado
ainda ndo documentadas. As redes haplotipicas construidas para os genes COI e 16S de
B. glabrata sugerem que seu estabelecimento na Amazdnia é recente e que houve
contribuicio de migrantes de populagdes do Litoral. Para B. straminea, estes
marcadores revelaram haplétipos exclusivos e compartilhados para o Litoral, Amazo6nia
e Cerrado. Apesar de genes bastante diferenciados nos biomas, hé indicacio de fluxo gé
nico entre populacdes do Litoral e Cerrado. A regido ITS revelou alta diversidade gené
tica nas populagdes amazonicas de B. straminea. Supdem-se que, a quantidade de sequé
ncias dos marcadores moleculares para B. straminea em cada bioma tenha influenciado
na deteccdo dessa diversidade. O género Biomphalaria é considerado excelente modelo
para estudos biogeograficos e dispersdo passiva.

Palavras-chaves: PCR-RFLP, Filogenética, Esquistossomose.



ABSTRACT

The pulmonados freshwater snails of the genus Biomphalaria Preston, 1910 are known
for their epidemiological significance as intermediate hosts of the parasite Schistosoma
mansoni Sambon, 1907 causative agent of schistosomiasis. Ten species and one
subspecies of this genus are found in Brazil. In Maranhao, are present Biomphalaria
glabrata and B. straminea. The study of these hosts is important for the interpretation of
their roles in the transmission of schistosomiasis. Knowledge about the history and
population structure of vectors, assist the understanding of history and population
structure of parasites. At that point, Phylogeography is an essential tool. Thus, this
paper proposes to study the occurrence of Phylogeographic patterns of populations of
species B. glabrata and B. straminea in different biomes of Maranhdo State, as well as
get specific species profiles by PCR-RFLP and compare the morphological data of
species with molecular data. The snails were collected in sampling points in the
Amazon, Cerrado and Maranhdo Coastline. Morphological identification was made
according to the technique described by Para (1975, 1988). For DNA extraction
protocol followed Medrano et al. (1990). Three distinct markers were amplified: COI,
16S and ITS. The DNA sequences obtained were corrected in MEGA 6.0 program and
aligned. Diversity indices were calculated through the Program DNAsp v. 5. The
haplotypes were built through the method of median vectors in the Network 4.6.1.0. To
the State of Maranhdo, is confirmed by PCR-RFLP the presence of B. glabrata and B.
straminea. The presence of B. straminea in cities in the State have not yet documented.
Haplotipic networks built for the genes COI and 16S of b. glabrata suggest that its
establishment in the Amazon is recent and that there was no contribution of migrants to
coastal populations. To b. straminea, these markers revealed unique haplotypes and
shared to the coast, the Amazon and Cerrado. Despite very different genes in biomes, is
no indication of gene flow between populations of coast and bushland. The ITS region
revealed high genetic diversity in Amazonian populations of B. straminea. Assume that
the amount of sequences of molecular markers for b. straminea in each biome has
influenced in the detection of this diversity. The genus Biomphalaria is considered
excellent model for biogeographic studies and passive dispersal.

Key-words: PCR-RFLP, Phylogenetic, Schistosomiasis.
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INTRODUCAO

O género Biomphalaria Preston, 1910 é bem conhecido por apresentar espé
cies de importancia epidemioldgica, que atuam como hospedeiras intermedidrias do
trematddeo digenético parasito humano Schistosoma mansoni Sambon, 1907 (DEJONG
et al, 2001). Este parasito € um dos agentes causadores da esquistossomose, infectando
milhdes de pessoas, a maioria na Africa, porém, importantes focos da doenca sio
encontrados na regido Neotropical (CHITSULO et al, 2000), incluindo dreas endémicas
no Brasil, entre elas regides do estado do Maranhao.

Dez espécies e uma subespécie de Biomphalaria sdo reconhecidas no Brasil:
Biomphalaria glabrata Say, 1818, Biomphalaria tenagophila Orbigny, 1835,
Biomphalaria straminea Dunker, 1848, Biomphalaria peregrina Orbigny, 1835,
Biomphalaria kuhniana Clessin, 1883, Biomphalaria schrammi Crosse, 1864,
Biomphalaria amazonica Paraense, 1966, Biomphalaria oligoza Paraense, 1974,
Biomphalaria intermedia Paraense e Deslandes, 1962, Biomphalaria occidentalis
Paraense, 1981 e Biomphalaria tenagophila guaibensis Paraense, 1984, mas apenas B.
glabrata, B. straminea e B. tenagophila sdo encontradas naturalmente infectadas por S.
mansoni Sambon, 1907 (PARAENSE & CORREA, 1973).

No Maranhdo, dados recentes confirmam a presenca de B. glabrata, B.
straminea (CANTANHEDE et al, 2014). Esse registro, baseado em andlises morfol6
gicas, define as dreas especificas de ocorréncia de cada uma dessas espécies nos munici
pios inseridos na microrregido da Baixada Maranhense, bem como a presenca de espé
cimes de B. glabrata infectados por S. mansoni.

Esses caramujos apresentam duas caracteristicas bioldgicas fundamentais
para a preservacdo e a expansio das espécies e populacdes, em ambientes sujeitos as

perturbagdes ambientais: 1) sdo hermafroditas simultaneos e se reproduzem tanto por
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fecundacio cruzada, quanto por autofecundacdo; e 2) em situagdes de seca, dessecam,
mantendo-se vivos, em estagio fisioldgico vegetativo, preservando-se até a préxima
estacdo umida (BRASIL, 2008).

O estudo destes hospedeiros ¢ importante para a interpretacao de seus papéis
na transmissdo da esquistossomose e assim orientar medidas de controle, adequadas a
cada localidade, direcionadas aos caramujos. Conhecimentos sobre a histéria e estrutura
populacional de vetores, podem auxiliar na compreensdo da histéria e estrutura
populacional dos parasitos e assim, enriquecer as informacdes sobre a transmissdo das
doengas por eles veiculadas. Nesse ponto, a Filogeografia apresenta-se como ferramenta
essencial (AVISE et al, 1987).

A Filogeografia é a area da ciéncia que investiga a distribuicdo geografica
de linhagens genealdgicas dentro de uma espécie (ou comparando espécies proximas), e
procura explicar quais sdo os principais fatores ou barreiras ambientais que
influenciaram na distribuicdo da diversidade encontrada nas diferentes populagdes
(AVISE et al, 1987).

Verificar a diversidade de espécies do género Biomphalaria em diferentes
biomas do Maranhio é, dessa forma, importante para a reconstrucido de sua histéria
filogeografica e, ndo apenas isto, mas também pode gerar informagdes valiosas para
estudos epidemioldgicos relacionados a esquistossomose.

Outro aspecto relevante em se tratando de estudos com vetores de doencgas é
a identificacdo taxondmica dos mesmos. De certo, o correto registro dos planorbideos
do género Biomphalaria permite conhecer a fauna de moluscos de determinada regido e
detectar espécies presentes em dreas de transmissdo da esquistossomose (TEODORO,

2009).
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Os levantamentos de moluscos hospedeiros de parasitoses, tradicionalmente,
utilizam metodologias de identificacdo baseadas na morfologia externa e/ou interna dos
animais. Essa técnica, no entanto, é dificultada algumas vezes pelo tamanho reduzido
dos moluscos e pelo processo de fixagdo inadequado (CARVALHO et al, 2007), além
da grande variacdo intraespecifica nas caracteristicas usadas para classificid-los
(VIDIGAL et al, 2000).

Deve-se levar em consideragio ainda a estreita semelhanca existente entre
algumas espécies desse género, que culminou no agrupamento de algumas espécies em
dois complexos: (1) complexo B. straminea (constituido por B. straminea, B. intermedia
e B. kuhniana); e (2) complexo B. tenagophila (formado por B. tenagophila, B. t.
guaibensis e B. occidentalis) (CARVALHO et al, 2007).

Em decorréncia dessa diversidade morfolégica e biolégica do género
Biomphalaria técnicas alternativas foram introduzidas para auxiliar a identificagdo
destas espécies e melhor compreender a variabilidade genética entre elas (TEODORO,
2009).

Uma técnica bastante confidvel para a separacdo das espécies de
Biomphalaria presentes no Brasil é a PCR-RFLP (reac@o em cadeia da polimerase e and
lise do polimorfismo de fragmentos de restri¢do). Essa técnica baseia-se na amplificacio
das regides espacadoras transcritas internas (ITS1 + 5.8S + ITS2) do gene codificador
do RNA ribossomal e na subsequente digestdo desse fragmento com enzimas que
cortam a fita dupla da molécula de DNA em sitios especificos de reconhecimento,
denominados sitios de restricio (CARVALHO et al, 2007).

Para o presente estudo, o uso dessa técnica é importante tanto para o correto

agrupamento das espécies nas abordagens filogenética e filogeografica, quanto para
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complementar e fortalecer os dados sobre a distribuicdo das espécies do género no

Estado do Maranhao.
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REVISAO DE LITERATURA
O GENERO Biomphalaria

As espécies do género Biomphalaria Preston, 1910 (Figura 1) estdo
inseridas no filo Mollusca, classe Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem
Basommatophora e familia Planorbidae. Possuem concha discoidal em espiral plana,
com os lados aproximadamente paralelos, orificios genitais localizados do lado

esquerdo do corpo e um par de tentdculos finos e longos.

Figura 1. Espécime de Biomphalaria e (a direita) desova. Fonte: Carvalho et al, 2005.

O termo Biomphalaria tem origem nos radicais latim bis (duas vezes) e
grego omphalos (umbigo), em referéncia ao aprofundamento do giro central dos dois
lados da concha. Os giros das conchas apresentam estrias de crescimento e sua abertura
varia entre as espécies (PARAENSE, 1975).

Os caramujos tém sua origem documentada na era Jurdssica, os quais
resistiram a grandes mudancas ambientais, o que resultou no desenvolvimento de
mecanismos de sobrevivéncia como autofecundacdo, diapausa, estivacdo e alta

prolificidade (JANNOTTI-PASSOS et al, 2010).
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Para o género, existem atualmente 37 espécies e uma subespécie
(CARVALHO et al, 2008; TEODORO et al, 2010) restritas as regides tropicais e
subtropicais (DEJONG et al 2001), distribuidas pelas Américas, Africa e Oriente Médio
(COLLADO et al, 2011).

O género Biomphalaria é conhecido por sua importancia epidemiolégica,
apresentando espécies hospedeiras dos agentes causadores da esquistossomose, dentre
os quais, o Schistosoma mansoni, responsavel pela doenca no continente americano
(TEODORO et al, 2010).

Devido a intrincada interagdo evolutiva parasito-hospedeiro, os trematodeos
sdo altamente especificos para seus vetores moluscos e os miracidios de S. mansoni s6
desenvolvem-se com sucesso em representantes do género Biomphalaria (VAN DER
KNAAP; LOKER, 1990).

Entre as espécies encontradas na América do Sul, apenas B. glabrata, B.
straminea, B. tenagophila e B. prona foram registradas com infec¢do natural por S.
mansoni, enquanto, B. amazonica, B. peregrina, B. havanensis Pfeiffer, 1839, B.
helophila Orbigny, 1835, B. sericea Dunker, 1848 e B. cousini Paraense, 1966 sdo
consideradas hospedeiras em potencial (CORREA & PARAENSE, 1971; PARAENSE;
CORREA, 1973 RICHARDS, 1963; MICHELSON, 1976; YONG et al, 2001;
TEODORO et al, 2010).

Geralmente, os caramujos preferem dgua estagnada ou em movimento lento,
apresentando elevado grau de tolerancia a variacdo da temperatura de seu habitat (FAO,
2013). No entanto, o aumento da concentracdo salina inviabiliza sua sobrevivéncia.
Dessa forma, apesar de tolerarem ampla gama de condi¢des ambientais, sua distribui¢do
local pode ser irregular, formando, por vezes, agregados bem delimitados ao longo de

curtas distancias, a margem de lagos ou rios (TAYLOR; FRANCIS, 1994).
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Virios trabalhos com enfoque neste grupo foram e t€m sido realizado em
diversas areas do conhecimento cientifico. Dentre estes, serdo aqui destacadas algumas
destas pesquisas nas diferentes areas.

A diferenciacdo das espécies de moluscos do género Biomphalaria é
geralmente realizada através de andlises morfoldgicas, entretanto, a plasticidade fenot{
pica do grupo, dificulta em muitos casos sua realizacio (PARAENSE, 1955;
TEODORO et al, 2010). Assim, a implementacdo dessa tarefa com as ferramentas
moleculares tem sido util. Podemos destacar a PCR-RFLP, o uso de microssatélites, a
genotipagem e o sequenciamento. Dentre estas, a mais utilizada tem sido a PCR-RFLP.

Teodoro et al (2011), verificaram a ocorréncia de hibridismo entre B.
cousini e B. amazonica através da visualizagdo dos perfis de restri¢cdo obtidos por PCR-
RFLP, sendo ainda constatado que os hibridos sdo suscetiveis a certas linhagens de S.
mansoni em laboratdrio. Tian-Bi et al (2013) realizaram uma pesquisa de contraste entre
a distribuicdo da variacdo fenotipica e genética (microssatélites) entre populacdes do
principal vetor africano de S. mansoni, B. pfeifferi Krauss, 1848. Os resultados obtidos
mostram que a diferenciagdo fenotipica média entre as populacdes ¢é inferior a
diferenciacdo genética média. Pepe et al (2009), utilizaram as abordagens morfoldgica e
molecular (PCR-RFLP) para identificar espécies de Biomphalaria coletadas em doze
municipios do Rio Grande do Sul. Os espécimes encontrados foram identificados como:
B. tenagophila, B. oligoza e B. peregrina e estas ainda, foram submetidas a infec¢do por
S. mansoni e apresentaram-se refratarias.

Ainda nesta linha, Vidigal et al (2004), com base em dados de
sequenciamento da regido ITS2 para B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea que
revelaram sitios de restri¢do, realizaram trabalho visando selecionar a enzima mais

eficiente na diferenciacdo molecular (sitios de restricdo especificos) das espécies vetores
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da esquistossomose no Brasil. A pesquisa revelou que a amplificacdo da regido ITS2 e
sua clivagem com a enzima Hpall é ferramenta molecular auxiliar a identificagdo
morfolégica desses moluscos, bem como em estudos filogenéticos de planorbideos
neotropicais. Os mesmos pesquisadores realizaram trabalho semelhante (Vidigal et al,
2002), entretanto, utilizando a regido COI do mDNA (DNA mitocondrial), mostrando
que esse gene possui padrdes polimérficos capazes de diferenciar as trés espécies (B.
glabrata, B. tenagophila e B. straminea) quando submetido a clivagem com a enzima
Rsal.

Outro trabalho a ser mencionado é o de Caldeira et al (2000) que, utilizando
andlises morfoldgicas e de PCR-RFLP (regides ITS1 e 2) identificaram espécimes de
Biomphalaria coletados na Venezuela, sendo a enzima Ddel considerada a produtora de
perfis mais distinguiveis. Os caramujos foram identificados com B. glabrata, B. prona e
B. kuhniana. Os mesmos pesquisadores realizaram trabalho anterior (Caldeira et al,
1998), utilizando a mesmas ferramentas para diferenciar as espécies do complexo B.
straminea (B. straminea, B. kuhniana, B. intermedia) e B. peregrina, e ainda, identificar
a distincia genética entre elas. A mesma enzima (Ddel) produziu os melhores perfis de
restrigdo.

No ambito da Ecoepidemiologia da esquistossomose podemos citar
inicialmente dois trabalhos atuais no Estado do Maranhdo. Cantanhede et al (2014),
realizaram trabalho com moluscos presentes na Microrregido da Baixada Maranhense,
uma regido endémica para esquistossomose. Dentre as espécies coletadas estavam B.
glabrata, B. straminea e B. schrammi. O trabalho apresenta os municipios de ocorréncia
dessas espécies, bem como espécimes de B. glabrata infectados por larvas de S.
mansoni, alertando a importancia de estudos epidemioldgicos nessa area. Dorlam’s et al

(2013) realizaram inquérito malacolégico em uma regido da periferia de Sdo Luis do
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Maranhao, coletando espécimes de B. glabrata e B. straminea. Verificaram que, espé
cimes de B. glabrata estavam infectados por S. mansoni, sendo o indice de positividade
negativamente correlato a temperatura maxima. O trabalho infere a relagdo entre a
infraestrutura da 4rea e a existéncia dos caramujos transmissores, fatores essenciais a
propagacio da esquistossomose

Rowel et al (2014), documentaram a dindmica populacional de
Biomphalaria e infec¢des naturais associadas com S. mansoni em dois lagos africanos
(Lago Albert e Lago Vitéria), além do registro de fatores fisico-quimicos. As espécies
foram morfologicamente identificadas como B. sudanica Martens, 1870, B. pfeifferi e B.
stanleyi Smith, 1888 no Lago Albert e B. sudanica, B. pfeifferi e B. choanomphala
Martens, 1879 no Lago Vitdria, sendo todas estas infectadas ou por S. mansoni, ou por
cercarias néo infecciosas, ou ainda, por ambas. O estudo revelou fatores fisico-quimicos
associados a infec¢c@o dos caramujos e os pesquisadores chamam a aten¢fo ao alto risco
de transmissdo de esquistossomose nos lagos, sugerindo maior esfor¢o na redugio da
contaminac¢io ambiental e melhorias do saneamento da 4dgua local e higiene.

Medeiros et al (2002), apresentam a distribui¢do dos moluscos limnicos
presentes em Niter6i, Rio de Janeiro, assim como dos casos de esquistossomose
relatados no periodo de 1995 a 2000. Neste periodo, foram pesquisadas todas a colecdes
hidricas favoraveis a ocorréncia de moluscos limnicos e, dentre as espécies encontradas
estavam B. straminea e B. tenagophila que, embora ndo estivessem infectados por S.
mansoni, eliminaram outros tipos de cercarias.

Giovanelli et al (2001), estudaram a abundancia e infeccdo de B. glabrata
por S. mansoni no Estado do Rio de Janeiro. Os resultados mostraram abundancia
populacional do molusco bastante varidvel ao longo do tempo e dos ambientes

amostrados, sendo que a maioria dos pontos de coleta apresentou correlagdo negativa
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com a pluviosidade. Outro dado importante foi que na estacdo seca foram encontrados
mais moluscos infectados, possivelmente devido a diminui¢do de volume dos corpos d’
agua, gerando maior probabilidade do encontro do parasito com seu vetor.

Barbosa et al (2000), realizaram pesquisa em ecoepidemiologia da
esquistossomose na ilha de Itamaracd, em Pernambuco e verificaram a presenca de
criadouros em lkm de extensdo da praia e a presenca exclusiva de B. glabrata. Os
resultados mostraram a variacdo mensal da densidade populacional de moluscos e das
taxas de infec¢do correlacionados com sazonalidade e tipo de criadouro. Os
pesquisadores destacaram a importincia desse novo perfil epidemioldgico da
esquistossomose em Pernambuco, relacionando o modo de ocupacgdo daquele espaco
com o estabelecimento de sitios de transmissdo ativa.

Quanto a distribuicdo e diversidade do género Biomphalaria, podemos
destacar o trabalho de Tuan (2009) no qual a pesquisadora verificou a diversidade e
abundéncia do grupo em microrregides localizadas no Médio Paranapanema, em Sao
Paulo. Os dados confirmam a predominancia de Biomphalaria glabrata e de
Biomphalaria tenagophila em diferentes municipios. Foram estimados os indices de
diversidade e dominancia de Simpson, que evidenciaram distribuicdo variada,
possivelmente associada com o substrato aquatico onde vivem os caramujos.

Teles et al (2005) estudaram a distribuicdo geografica das espécies dos
caramujos transmissores da esquistossomose no Estado de Sdo Paulo. A distribuicdo
geografica de B. glabrata e B. tenagophila apresentou criadouros muito agregados,
sendo que, para B. tenagophila a maior compactacio coincidiu em regides com elevada
urbanizacdo e, para B. straminea, em criadouros das dreas de drenagem de todas as

bacias hidrograficas. Sugeriu-se que, devido a facilidade de contato parasito/hospedeiro,
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os agregados de criadouros de B. glabrata e B. tenagophila sejam propicios a preservag
do das areas endémicas de S. mansoni em Sdo Paulo.

Na drea da genética expdem-se o trabalho de Standley et al (2014),
avaliaram a estrutura genética populacional de B. choanomphala no Lago Vitéria, na A
frica. Foram examinados niveis de estruturacdo populacional em vinte e nove populacd
es localizadas em drea endémicas para a esquistossomose. Vdrios niveis de diversidade
genética foram encontrados determinados geograficamente e baixos niveis de
endogamia nas populacdes. Os dados sdo consistentes com influéncia de infec¢@o por S.
mansoni na estrutura da populacéo, bem como outros fatores, como habitat e alteracdes
histérico-demograficas.

Jannotti-Passos et al (2010) realizaram o sequenciamento de todo mDNA
(DNA mitocondrial) de B. tenagophila, um vetor importante da esquistossomose no
Brasil. Este trabalho é fundamental para estudos moleculares tanto dessa espécie,
quanto do género.

Estrada et al (2006) investigaram a filogenia de Biomphalaria na América
do Sul e descreveram uma nova espécie para o género, B. edisoni. Eles utilizaram sequé
ncias dos espagadores internos ITS1 e 2 do rDNA (DNA ribossomal) nuclear de B.
edisoni e de quatorze espécies neotropicais, sendo esta, agrupada em um clado monofilé
tico. As distincias genéticas dentro deste grupo monofilético foram suficiente para se
considerar B. edisoni uma espécie, além do apoio da morfologia e da topologia da 4
rvore filogenética.

Delong et al (2004) apresentaram o sequenciamento completo do mDNA de
B. glabrata, o hospedeiro intermedidrio mais suscetivel parasito humano S. mansoni.
Este feito tem facilitado investigagdes moleculares sobre a biologia do género

Biomphalaria, bem como as interacdes destes vetores com o S. mansoni.
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Vidigal et al (2004) analisaram sequéncias dos espagadores internos ITS1 e
2 no complexo B. tenagophila (B. tenagophila, B. occidentalis e B. t. guaibensis). As a
rvores filogenéticas produzidas foram, em sua maioria, concordantes com a morfologia
e com dados moleculares obtidos por PCR-RFLP. Os resultados ddo suporte a proposta

de que B. tenagophila representa, de fato, um complexo de espécies.

A FILOGEOGRAFIA

A Filogeografia € a area da biologia evolutiva que estuda os padrdes intra e
interespecificos de distribui¢do da variabilidade genética, relacionando as linhagens dos
genes com suas disposicdes geograficas e, procura explicar quais sdo os fatores ou
barreiras que promoveram a configuracdo atual da diversidade genética nas populacdes
(AVISE et al, 1987; AVISE, 2000; 2009).

Essa estrutura pode ser muito complexa, como no caso de espécies que
habitam regides de forte atividade tecto-vulcinica, e ainda, de menor complexidade,
como em populacdes com altas taxas de migragdo ou cujo isolamento é relativamente
recente, em termos geoldgicos (p. ex. dltima glaciacio) (DOMINGUEZ; VASQUEZ,
2009).

A determinacfo dessa distribui¢do geografica € essencial, pois os limites de
sua ocorréncia podem ser utilizados em programas de conservacido e manejo (FILHO,
2008). Ademais, essas informagdes evidenciam a dindmica das populagdes e as condi¢d
es ambientais que influenciam a sobrevivéncia, reproducdo e dispersdo das espécies
(CAICEDO; SCHAAL, 2004; BROWN; LOMILINO, 2006)

Para a andlise e interpretacdo da distribuicdo das linhagens, geralmente sdo

necessarias informacdes ou abordagens provenientes da genética molecular, genética de
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populagdes, etologia, demografia, andlise filogenética, paleontologia, geologia, e
geografia histérica (AVISE, 2000).

A Filogeografia d4 uma nova visdo do papel do fluxo génico na estruturacio
genética populacional e proporciona a compreensdo histérica de eventos de fluxo gé
nico, permitindo diferenciar entre padrdes originados de fluxo gé€nico atual ou ancestral
e testar hipéteses evolutivas (SCHAAL et al, 1998; WEISS; FERRAND, 2007), o que a
leva a ser considerada uma ponte entre a microevolugdo e a macroevolucio
(DOMINGUEZ; VASQUEZ, 2009).

Por esse motivo, o estudo da distribuicio geografica de linhagens geneald
gicas tem sido amplamente utilizado para descrever eventos, tais como: fragmentacio
habitat ou a expansdo da area de distribuicdo das espécies e populacdes, eventos de
migracdo, vicaridncia, extin¢do de linhagens genéticas e outros processos que afetam a
estrutura das populacdes, causando especiacdo no ambito espacial e temporal (HARDY
et al, 2002).

Para o género Biomphalaria, pode-se mencionar a pesquisa de Collado et al
(2014) que analisaram a genética, morfologia e os tracos histéricos de variacdo nos
caramujos na regido de Parinacota, Caquena e Colpa, nos Planaltos Andinos. A andlise
filogeogréfica revelou linhagens distintas entre Parinacota e as duas outras regides,
Caquena e Colpa. A morfometria da concha mostrou que os moluscos de Parinacota
eram maiores, tanto em condi¢des naturais quanto laboratoriais.

Esses mesmos autores também mostraram a influéncia do fendmeno de
vicaridncia em Biomphalaria na regido sul dos Planaltos Andinos. Eles obtiveram sequé
ncias do gene COI de 17 populacdes e a filogenia revelou que os espécimes dessas
populagdes formam um grupo irmido com B. peregrina, sendo que, neste clado,

recuperou-se quatro linhagens principais bem apoiadas e consistentes com a distribui¢éo
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geogréfica na regido. O padrao de ramificacdo das sequéncias sugere que na diversificag
do destes caramujos, eventos de vicaridncia ocorridos no Pleistoceno sobrepdem-se a
fenomenos de dispersao.

DelJong et al (2003), realizaram um estudo filogeografico de B. glabrata e
B. pfeifferi, as duas espécies vetores de maior importancia no ciclo da esquistossomose
no Novo e Velho mundo, respectivamente, usando parte da sequéncia do gene 16S e a
sequéncia do gene ND1, ambos, do genoma mitocondrial e a regido ITS1 do genoma
nuclear e verificaram a existéncia de 6 linhagens bem diferenciadas de B. glabrata na
América do Sul e que B. pfeifferi é uma espécie bem recente na Africa.

Mavirez et al (2002a) por meio da andlise de parte da sequéncia do gene
mitocondrial 16S e da regido espacadora interna ITS2 do gene ribossomal nuclear, de B.
glabrata na América do Sul e pequenas Antilhas identificaram variabilidade
significativa entre as 17 populagdes estudadas e que as populagdes brasileiras eram as
mais diversificadas, por isso apresentavam-se como basais para as demais. A andlise da
diversidade genética de populacgdes de B. glabrata na Bacia do Lago Valéncia realizada
por esses mesmo autores, utilizando sete loci de microssatélites mostrou que essa espé
cie realiza essencialmente fertilizagcdo cruzada, com pequenas taxas de autofecundacio
entre as populacdes. Além disso, detectaram considerdvel variagdo genética, promovida
provavelmente pela dindmica no fluxo gé€nico entre as populagdes.

Delong et al (2001), utilizaram sequéncias do gene ribossomal mitocondrial
16S e das regides espagadoras ITS1 e ITS2 do gene ribossomal nuclear e verificaram a
influéncia da relacdo evolutiva e da biogeografia das espécies deste género no papel
como hospedeiras do S. mansoni e reuniram estas em dois grandes clados: o
Neotropical e o Africano, sendo o dltimo, o clado que contém as espécies mais susceti

veis ao parasito S. mansoni, dentre elas, B. glabrata.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL
= Investigar os padrdes filogeograficos de populacdes de Biomphalaria glabrata e
Biomphalaria straminea obtidas em diferentes biomas do Estado Maranhao.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
=  Comparar sequéncias do DNA mitocondrial (COI, 16S) e nuclear (ITS) de
Biomphalaria glabrata e Biomphalaria straminea obtidas no Maranhdo, com as
sequéncias depositadas em bancos de dados internacionais (GENBANK, BOLD
SYSTEMS);
= Inferir padrdes filogeograficos para as populagdes de Biomphalaria glabrata e
Biomphalaria straminea,
= Obter perfis espécie-especificos;

= Comparar os dados morfolégicos e dados moleculares das espécies citadas.



29

METODOLOGIA
CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

O Estado do Maranho possui 4rea superficial da ordem de 331.983,29 km®,
sendo o oitavo maior Estado brasileiro e o segundo do Nordeste em extensao territorial
(IBGE, 2002). Esta localizado entre os paralelos 1°01° e 10°21” sul e os meridianos 41°
48’ e 48°50° oeste. Ao norte limita-se com o Oceano Atlantico (639,5 km), ao sul e
sudoeste com o Tocantins (1.060 km), a oeste com o Para (798 km) e a leste e sudeste
limita-se com o Piauf (1.365 km) (MARANHAO, 2011).

Os caramujos foram coletados em pontos de amostragem na regido urbana
dos municipios de Arari e Sdo Bento (Baixada Maranhense); Sdo Luis (Litoral
Maranhense); Caxias, Pedreiras, Trizidela do Vale e Carolina (Cerrado Maranhense)

(Figura 2).
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Figura 2. Mapa do Estado do Maranhdo sinalizando as cidades onde foram realizadas as coletas dos
caramujos. A — Sao Luis, B — Sdo Bento, C — Arari, D — Pedreiras, E — Trizidela do Vale, F — Caxias e G
— Carolina. Fonte: O autor.

COLETA DOS EXEMPLARES DE MOLUSCOS

A coleta foi realizada por meio de busca ativa em colecdes hidricas (cé
rregos, riachos e valas) propicias ao estabelecimento de populacdes de caramujos. Os
espécimes foram coletados, com auxilio de pingas metdlicas e/ou concha, utilizando um
periodo minimo de 30 minutos para a captura. Apds a coleta, os caramujos foram
transportados para o laboratdrio. No laboratdrio, os caramujos foram acondicionados em

bacias de plastico, com dgua desclorada e alimentados com alface.

IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E IDENTIFICACAO MOLECULAR

Para a remoc¢ao da parte mole da concha, os espécimes foram colocados em
solucdo anestésica de hypnol (pentobartibal sédico a 0,01%) e ap6s um periodo minimo
de 4 horas foram submetidos a choque térmico, mergulhando-os em 4gua aquecida a
70° C e em seguida, em dgua a temperatura ambiente.

De cada individuo foi coletado um fragmento da regido cefalopodal para
extragdo de DNA, PCR e sequenciamento. Este material foi tombado na Colecdo da
Fauna Maranhense (COFAUMA/UEMA), sob o registro BSP 643 a BSP 799. As
demais partes do corpo foram fixadas em solucdo de Railliet-Henry, confome técnica
descrita por Fernandez et al (2008) para dissecc@o dos espécimes.

Identificacdo morfolégica — A identificacdo morfoldgica dos moluscos foi
feita por meio da andlise dos caracteres da concha, dos sistemas excretor e reprodutor,
conforme técnica descrita por Paraense (1975, 1988).

Produgdo e avaliagcdo da PCR-RFLP com enzima Ddel — Amplificados da

regido nuclear ITS foram submetidos a PCR-RFLP com clivagem através da enzima
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Ddel, iniciada com 3h 50min a 37°C e 20 minutos a 55°C. A avaliacdo das clivagens foi
realizada em gel de agarose a 2% e fotografada em aparelho fotodocumentador, sendo o

padrdo de bandas comparado com o proposto por Vidigal et al, 2000 (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica dos perfis de restri¢ao da regido ITS obtidos com a enzima Ddel
para dez espécies e uma subespécie de Biomphalaria do Brasil. As letras sdo abreviagdes de cada espécie:
Biomphalaria glabrata (Bg); B. t. tenagophila (Btt); B. occidentalis (Boc); B. t. guaibensis (Btg), B.
straminea (Bs); B. intermedia (Bi); B. kuhniana (Bk); B. peregrina (Bp); B. oligoza (Bo); B. schrammi
(Bsch) e B. amazonica (Ba). A marcacdo de tamanho molecular é mostrada ao lado do gel. Fonte: Vidigal
et al (2000).

ANALISE BASEADA EM FRAGMENTOS DO GENOMA

Extracdo de DNA - Os tecidos foram preservados em etanol absoluto, a -4°

C. Para a extracdo de DNA seguiu-se o protocolo de Medrano et al (1990), sendo
posteriormente o material avaliado quanto a qualidade e quantidade por eletroforese em
gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio.

Amplificacdo de DNA — Trés marcadores distintos foram amplificados, um

nuclear e dois mitocondriais. A regido nuclear de interesse compreendeu os espag
adores transcritos internos 1 e 2 e a porcdo 5.8S do gene ribossomal (ITS1+5.8S+ITS2).
Para o0 DNA mitocondrial, foram utilizados os genes citocromo C oxidase subunidade I
(COI) e o gene ribossomal 16S.

Para ITS1+5.8S+ITS2 foram utilizados os primers descritos por Kane &
Rollinson (1994) ETTS2 (5’-TAA CAA GGT TTC CGT AGG TGA A-3’) e ETTSI (5’

-TGC TTA AGT TCA GCG GGT-3). Para o gene COI, os primers universais descritos
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por Folmer et al (1994) LCO (5°-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG G-3") e
HCO (5’-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3’). Para o gene 168,
utilizou-se os primers universais propostos por Palumbi (1996) 16Sar (5’-GCC TGT
TTA TCA AAA ACA T-3°) e 16Sbr (5’-CTC CGG TTT GAA CTC AGA TC-3").

As Reagdes de PCR tiveram um volume final de 10 pL contendo de 30-60
ng/ ul de DNA. 125 uM de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), Tampao 10x, 0,2 uM
de cada primer, 2,0 uM de MgCl, e 1,5 U da enzima Taq polimerase.

Para ITS procedeu-se da seguinte forma: 95°C por 5 minutos, 10 ciclos em
touchdown de 95°C por 45 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos. Em
seguida, 32 ciclos de 95° por 45 segundos, 58°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos e
uma extensdo final de 72°C por 5 minutos.

Para o gene COI realizou-se a PCR com desnaturacio inicial de 95°C por 3
minutos, 25 ciclos de 95°C por 1 minuto, 54°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e 30
segundos. Por fim, uma extensao final de 72° por 7 minutos.

Para 16S a reagd@o foi realizada com desnaturacdo inicial de 94°C por 3
minutos, 10 ciclos de 94°C por 45 segundos, 64°C por 45 segundos e 72°C por 45
segundos, seguido de 25 ciclos de 94°C por 45 segundos, 54°C por 45 segundos e 72°C
por 45 segundos. Por fim, uma extensao final de 72° por 7 minutos.

O amplificado foi verificado por eletroforese em gel de agarose 2%, corado
com brometo de etidio, sendo posteriormente purificados por método enzimatico com o
PCR Product Pre-sequencing Kit (Amersham) conforme instru¢des do fabricante. A
leitura das sequéncias foi realizada em Sequenciador Automdtico em empresa
especializada.

A Tabela 1 mostra as espécies encontradas por localidade e as sequéncias

obtidas para cada marcador.
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Marcador Marcador
Localidade Espécie molecular (n) Espécie molecular (n)
COI 16S ITS COI 16S ITS
Sédo Luis,
B. glabrata  (8) 5 - B. straminea 22 @ 10)
MA
Sdo Bento,
B. glabrata  (8) (6) 6) B. straminea (@))] 1 26
MA
Arari, MA - - - - B. straminea 2 2) -
Pedreiras,
- - - - B. straminea - 2) -
MA
Trizidela do
- - - - B. straminea €)) - -
Vale, MA
Caxias, MA - - - - B. straminea 15) ) @
Carolina, MA - - - - B. straminea 2) (2) -
TOTAL B. glabrata: (16) (11) (6) B. straminea: 43) (15 (40

Tabela 1. Espécies encontradas por localidade e sequéncias obtidas para cada marcador. N°, nimero de

sequéncias. Fonte: O Autor.

Andlise dos Dados — As sequéncias de DNA obtidas foram visualmente

verificadas e manualmente corrigidas no programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013)

e alinhadas através da ferramenta CLUSTAW/MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013).

Ainda nesse programa foi avaliado o melhor modelo evolutivo e construidas as drvores

filogenéticas através de Maxima Verossimilhanca.

Para essa andlise, utilizou-se também 23 sequéncias de espécies do género

Biomphalaria depositadas no NCBI Genbank e no BOLD Systems. Como grupo

externo foi utilizada sequéncia do planorbideo Bulinus truncatus Audouin, 1826. O

modelo evolutivo utilizado foi Tamura-3-pardmetros (T92 + G + I) com intervalo de

confianga de 95% e 1000 replicacdes.
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Indices de diversidade foram calculados através do Programa DNA sp v.5
(LIBRADO & ROZAS, 2009). As redes de haplétipos foram construidas através do mé
todo de vetores medianos no Network 4.6.1.0 (http://www.fluxus-engineering.com).

O célculo da Percentagem de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizado no
Programa GenAIEx (PEAKALL e SMOUSE, 2012) e o Indice de Saturagio das sequé
ncias foi calculado do DAMBE (Xia, 2013).

Optou-se nesta pesquisa pelos marcadores ITS e 16S devido aos varios trabalhos
que os utilizaram (DEJONG et al, 2001; DEJONG et al, 2003; ESTRADA et al, 2005;

JORGENSEN et al, 2007; PLAM et al, 2007).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR

A maior parte do material coletado foi incluida na Colecdo da Fauna
Maranhense (COFAUMA), enriquecendo o acervo de tecidos e conchas. Os espécimes
foram identificados morfologicamente como B. straminea ¢ B. glabrata. As Figura 4 e 5
apresentam, respectivamente, as conchas e a morfologia interna de B. glabrata e B.

straminea.

Smm

Figura 4. Concha de B. glabrata (A) e concha de B. straminea (B). Fonte: O Autor e Cantanhede (2014).

Figura 5. Morfologia interna de B. glabrata (A) destacando a crista renal (Cr) e, morfologia interna de B.

straminea (B) com énfase no enrugamento vaginal (Ev). Fonte: O Autor.
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Individuos adultos de B. glabrata possuem concha grande (30 a 40mm) com
seis ou sete giros. A massa visceral apresenta crista sobre a superficie renal e no ttero,
uma dilatacdo em forma de bolsa (PARAENSE, 1975). A concha de B. straminea é
pequena (10 a 12 mm), com aproximadamente quatro giros com o ultimo dilatado e
ambas as faces profundamente umbilicadas. O aparelho genital caracteriza-se por um
enrugamento vagina (PESSOA; MARTINS, 1982).

A identificagdo molecular a partir da PCR-RFLP com a enzima Ddel da
regido ITS (Fig. 6), permitiu confirmar os dados morfolégicos de B. glabrata e B.
straminea no presente trabalho, apresentando semelhancas com os perfis de restri¢cio
obtidos por Caldeira et al (2000) (Fig. 3). A Figura 6 apresenta perfis de restricdo para

espécimes de B. straminea e B. glabrata, obtidos neste trabalho.

Figura 6. Gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio mostrando perfis de restricio de B.
straminea (A) e B. glabrata (B). O peso molecular estd descrito a esquerda das imagens. Fonte: Ferreira

(2015).
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A identificagdo molecular das espécies do género Biomphalaria a partir de
perfis de restri¢do por PCR-RFLP tem sido largamente utilizada (VIDIGAL et al, 1998;
VIDIGAL et al, 2000; CARVALHO et al, 2001; VIDIGAL et al, 2001; VIDIGAL et al,
2002; VELASQUEZ, 2002; CALDEIRA et al, 2004; VIDIGAL et al, 2004), por ser
uma técnica que apresenta resultados satisfatérios. Tais resultados sdo essenciais para o
controle da esquistossomose, ja que as espécies vetores ndo se relacionam da mesma
maneira quanto a transmissdo, apresentando taxas de suscetibilidade variadas
(CAMPBELL et al, 2000). Para o Estado do Maranhdo, onde a identificacdo de B.
glabrata e B. straminea baseava-se somente em dados morfol6gicos (CARVALHO et
al, 2007; DORLAM’S et al, 2013; CANTANHEDE et al, 2014), confirma-se por essa té
cnica a presenca dessas duas espécies, responsdveis pela transmissdo da doenca
(BARBOSA et al, 2000; VIDIGAL et al, 2000; GIOVANELLI et al, 2001; TEODORO,
2009; DORLAM’S et al, 2013).

E relevante destacar que estes sdo os primeiros registros de B. straminea nas
cidades de: Pedreiras, Trizidela do Vale, Caxias e Carolina, todas localizadas na regido
de Cerrado. Nao verificou-se B. glabrata nessas cidades. Supde-se assim que, a grande
amplitude geogréfica colonizada por B. straminea no Maranhdo, caracterize sua
plasticidade e capacidade adaptativa (BARBOSA, 1987; TELES, 2005), conquanto
mais investigacdes sejam importantes, ja que ha registro de B. glabrata para o Cerrado
Maranhense (CARVALHO et al, 2007), havendo possibilidade de novos sitios de ocorré

ncia.

DIVERSIDADE GENETICA
Gene COI — As sequéncias obtidas foram de 611 pares de bases para as duas

espécies. Para B. glabrata observou-se 12 sitios variaveis e 11 sitios informativos para
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parcimonia. As sequéncias (16 amostras) foram agrupadas em 4 hapldtipos, com
diversidade nucleotidica (n) de 0,00781 e diversidade haplotipica (Hd) de 0,692. Para B.
straminea, foram encontrados 66 sitios varidveis e 32 informativos para parcimonia.
Foram identificados 12 haplétipos (43 amostras), diversidade nucleotidica (m) de
0,01305 e diversidade haplotipica (Hd) de 0,886. A frequéncia média das bases para B.
glabrata foi: T = 25,0%, C = 18,2%, A = 44,2 G = 12,6%. Para B. straminea, T =
25,7%, C = 17,5%, A = 43,4%, G = 13,4%.

Gene 168 — As sequéncias continham 305 pares de bases para ambas as espé
cies. Em B. glabrata ocorreram 16 sitios varidveis e 2 sitios informativos para parcimo
nia. As sequéncias foram agrupadas em 3 haplétipos (11 amostras), com diversidade
nucleotidica () de 0,01078 e diversidade haplotipica (Hd) de 0,618. Para B. straminea,
25 sitios varidveis e 11 informativos para parcimonia. Verificou-se a ocorréncia de 7
haplétipos (15 amostras), diversidade nucleotidica (m) de 0,00842 e diversidade haploti
pica (Hd) de 0,572. A composi¢do nucleotidica média das sequéncias de B. glabrata foi:
T =36,3%, C = 17,6%, A = 34,6%, G = 11,4%. Para B. straminea, T = 35,9%, C =
18,5%, A =34,5%, G = 11,0%.

Regido ITS — As sequéncias obtidas apresentaram 466 pares de bases. Para
B. glabrata 54 sitios varidveis, porém nenhum sitio informativo para parcimonia. As
sequéncias foram agrupadas em 3 haplétipos (6 amostras), com diversidade nucleotidica
(m) de 0,04787 e diversidade haplotipica (Hd) de 0,600. Para B. straminea, 75 sitios
varidveis e 61 informativos para parcimonia. Foram encontrados 16 haplétipos (40
amostras), diversidade nucleotidica (w) de 0,03296 e diversidade haplotipica (Hd) de
0,891. A frequéncia média das bases para B. glabrata foi: T = 17,1 %, C =29,9%, A =

26,3 G =26,7%. Para B. straminea, T =17,4%, C =29,7%, A = 26,0%, G = 26,8%.
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Collado et al (2011; 2014), descreveram composi¢des concordantes para o
gene COI em Biomphalaria sp, quando considerados em conjuntos os nucleotideos A+T
e G+C. Essas percentagens nucleotidicas agrupadas também se assemelham a descrita
para planorbideos Helisoma sp. (CORREIA, 2011), sugerindo que esses dados sdo
comuns em moluscos da Familia Planorbidae.

Além dessas, outras pesquisas com Biomphalaria demonstram os mesmos
resultados, nos genes 16S (DEJONG et al, 2001; JORGENSEN et al, 2007; PLAM et al,
2007) e COI (PLAM et al, 2007; JORGENSEN et al, 2007).

Quando compara-se o indice de diversidade nucleotidica (w) de COI,
Collado et al (2014) apresenta, para Biomphalaria sp., valor menor (0.00332) que os
descritos no presente trabalho. Para a regido ITS, os valores de diversidade nucleotidica
relatados por Estrada et al (2005) para as espécies: B. temascalensis Rangel-Ruiz, 1987
(0.01903), B. tenagophila e B. occidentalis (0.03282), B. amazonica (0.02523), B.
kuhniana e B. straminea (0.01475), B. prona e B. edisoni (0.0473) também sdo menores
que os apresentados aqui. Por sua vez, como a diversidade nucleotidica implica em
diversidade haplotipica (FREITAS et al, 2009), supdem-se a existéncia, nas populacoes
maranhenses, de consideravel nivel de diversificacdo do género.

A alta saturacdo de ITS inviabilizou suas andlises. Apesar de apresentar
certo nivel de saturacdo, 16S foi incluso. O gene COI entretanto, mostrou-se bem aplica

vel (Figura 7).
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Figura 7. Niveis de saturacdo dos marcadores moleculares (A) COI (611pb), (B) 16S (305pb) e (C) ITS

(466pb) calculados no programa DAMBE.

ANALISES FILOGENETICAS

A éarvore filogenética apresentada na Figura 8 foi construida com 8 sequé

ncias do gene COI, obtidas neste trabalho; e com 12 sequéncias de COI disponiveis no

BOLD Systems. O tamanho das sequéncias foi de 555 pares de bases. Os valores de

bootstrap foram, na maioria, robustos, validando as relagdes filogenéticas apresentadas.
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Figura 8. Arvore filogenética do gene COI construida no programa MEGA 6.0 através de Méxima
Verossimilhanga, pelo modelo Tamura-3-pardmetros (G + I) com intervalo de confianga de 95% e 1000

replicacdes. Fonte: O Autor.

A topologia da arvore revela que as populagdes de B. glabrata da Amazo6nia
e Litoral Maranhense sdo mais aparentadas das populacées da Venezuela que a populag
Oes brasileiras. De fato, observa-se que as populagdes do Brasil sdo mais préximas
filogeneticamente as populacdes de outros paises (Venezuela e Porto Rico) que entre si.

A filogenia apresentada na Figura 9 foi construida com 11 sequéncias do
gene 1685, obtidas neste trabalho; e com 10 sequéncias de 16S disponiveis no Genbank.
Os valores de bootstrap foram, na maioria, robustos, validando as relacdes filogenéticas

apresentadas.
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Figura 9. Arvore filogenética do gene 16S construida no programa MEGA 6.0 através de Maxima

Verossimilhanga, pelo modelo Tamura-3-pardmetros (G + I) com intervalo de confianca de 95% e 1000

replicagdes. Fonte: O Autor.

Diferente da arvore anterior, a topologia mostra que nido hd agrupamento
entre as populacdes de B. glabrata da Amazdnia e Litoral Maranhenses com populagdes
da Venezuela, entretanto, deve-se levar em consideragcdo que o tamanho reduzido das
sequéncias possivelmente ocultou a existéncia dessa relacdo (a drvore de 16s pode estar
mal resolvida devido a menor taxa evolutiva). A despeito disso, as duas filogenias
demonstram haver relacdes préximas entre populagdes brasileiras e venezuelanas (e

também proximidade com popula¢des da América Central).
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Configuracdo semelhante a essas foi apresentada por Dejong et al (2003)
com diferentes marcadores moleculares (16S, ITS-1 e ND1). Neste trabalho, hapldtipos
brasileiros de B. glabrata (inclusive do Maranhio) agrupam-se com haplétipos da
Venezuela, América Central e Ilhas do Caribe, de maneira que a proposta apresentada
por Mavdrez et al (2002) de que a bacia do Rio Amazonas funcionaria como barreira ao
fluxo génico entre as populacdes deste caramujo ao norte e ao sul da mesma, torna-se
ainda menos sustentada com base no que aqui expde-se.

As arvores apresentam haplétipos de B. straminea do Litoral do Maranhdo
(municipio de Sao Luis) proximamente relacionados a haplétipos da China. Assim, ha
indicativos de que populagdes maranhenses tenham contribuido com o fundo genético
de B. straminea “exportado” para Hong Kong no inicio dos anos 1970, provavelmente
pelo comércio de aqudrios e que foi documentado Meier-Brook, 1974. Ressalta-se que a
Ilha de Sdo Luis € regido portudria internacional, possuindo o segundo maior complexo
portudrio em movimentagdo de carga do pafs. A literatura relata ainda, que B. straminea
ja foi encontrada em um aeroporto de Sidney sendo transportado entre peixes
(WALKER, 1978).

As filogenias de COI e 16S revelam dois clados com valores de bootstrap
moderados (em alguns casos) para B. glabrata, separando populacdes do Maranhio de
outras populacoes do Brasil (Clados: A, B, G e H) A filogenia de Dejong et al (2003),
também revela esse padrdo, ocorrendo ainda, divergéncia mais recente nos clados
maranhenses.

Para B. straminea, as filogenias apresentam linhagens bem suportadas
(Clados: C, D, E e F), principalmente em COI, com distribui¢do sobreposta nos biomas

(isso também fica claro para B. glabrata em COI).
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Algumas relacdes apresentadas foram verificadas em pesquisas anteriores.
Na filogenia de COI, as espécies B. tenagophila e B. occidentalis estdo agrupadas
(CAMPBELL et al, 2000; ESTRADA et al, 2005; COLLADO et al, 2011), ressaltando-
se que estas compdem o complexo B. tenagophila (B. tenagophila, B. t. guaibensis e B.
occidentalis) (CARVALHO et al, 2007).

A mesma arvore apresenta B. intermedia e B. straminea no mesmo ramo
(DEJONG et al, 2001), sendo que elas estdo agrupadas morfologicamente no complexo
B. straminea (B. straminea, B. intermedia ¢ B. kuhniana) (CARVALHO et al, 2007).

A espécie B. glabrata agrupa-se com a espécie africana B. alexandrina
(DEJONG et al, 2001; MORGAN et al, 2002; PLAM et al, 2007; COLLADO et al,
2011), refor¢ando sua correlagdio mais proxima com as espécies do Velho Mundo

(CAMPBELL et al, 2000; DEJONG et al, 2001).

REDES HAPLOTIPICAS

As redes de haplétipos construidas para as sequéncias dos genes COI e 16S
de B. glabrata (Figura 10) indicaram haplétipos exclusivos para o Litoral e Amazdnia
maranhenses (ndo foram obtidas amostras desta espécie para o cerrado).

O numero de passos mutacionais entre os haplétipos do Litoral é maior que
entre os haplétipos da Amazodnia, sendo evidentes para o gene COI. Além disso, sdo
poucas as mutacdes separando as populacdes de cada bioma, em ambos os marcadores.
Estes apontamentos sugerem que o estabelecimento de B. glabrata na Amazonia é

recente.
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Figura 10. Redes de haplétipos dos genes COI (A) e 16S (B) de B. glabrata construidas no NETWORK

através do cdlculo de vetores medianos (“median joining”). Fonte: O Autor.

A rede haplotipica destes genes construida para B. straminea (Figura 11)
apresentou haplétipos exclusivos e compartilhados para o Litoral, Amazonia e Cerrado,
isto fica evidente em ambos os marcadores. Nota-se que a diversidade de hapldtipos é
maior no Litoral e Cerrado e reduzida na regido da Amazodnia maranhense, porém, para
16S este bioma apresenta hapldtipos bastante diferenciados (H_2 e H_5). Ademais,
apesar de genes bastante diferenciados nos biomas, hd indicag¢do de fluxo génico entre
populagdes do Litoral e Cerrado, sendo que, para os dois genes, hd compartilhamento de
haplétipos entre ambos os biomas.

Na andlise de 16S observa-se o suposto haplétipo central (ancestral) mais
frequente, o que naturalmente espera-se e, presente em todos os biomas. Em COI, o
haplétipo central é percebido da mesma maneira, exceto por ndo ser o mais frequente,

possivelmente devido a quantidade amostral insuficiente.
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Figura 11. Redes de haplétipos dos genes 16S (A) e COI (B) de B. straminea construidas no NETWORK

através do cdlculo de vetores medianos (“median joining”). Fonte: O Autor.

Supdem-se que, a quantidade de sequéncias dos marcadores moleculares
para B. straminea em cada bioma tenha influenciado na deteccdo dessa diversidade, pois
observa-se que ela apresenta-se maior nos marcadores e biomas com maior
representatividade da espécie.

Outro aspecto interessante é que, por serem hermafroditas (BRASIL, 2008),
nem sempre hé o estabelecimento da linhagem mitocondrial materna, evento que ocorre

na fecundagio cruzada.
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Por apresentarem desenvolvimento direto e vagilidade limitada, deveria
ocorrer auséncia de fluxo génico e maior divergéncia genética entre as populacdes de
cada bioma (COLLADO et al, 2011), especialmente as localizadas em pontos muito
distantes (pontos A e G, Fig. 2). Entretanto, o oposto foi observado. A auséncia de
isolamento entre biomas foi confirmada pelo teste de Variancia Molecular (AMOVA)
que revelou ser maior a diversidade genética dentro das populagdes dos mesmos biomas
que entre populacdes de biomas distintos, para ambas as espécies (Fig. 12).

Trés possibilidades podem ser sugeridas para explicar este fluxo de genes,
todas, levando em consideracdo transporte passivo dos caramujos: (1) transporte por
outros organismos (VAN LEEUWEN et al 2012; VAN LEEUWEN et al, 2013), (2) aca
o antrépica (CORREA et al, 1970; CORREA et al, 1980; FERRARI E HOLFMANN,
1992) e (3) transporte fluvial (COLLADO et al, 2014).

Em defesa de (1), ha registros sugerindo aves como potenciais dispersores
de pequenos invertebrados (BILTON et al, 2001; GREEN e FIGUEROLA, 2005),
transportando ovos aderidos 4 plumagem ou pés (FIGUEROLA e GREEN, 2002) e,
individuos adultos no intestino, inclusive moluscos (VAN LEEUWEN et al 2012).

A atividade humana (2) é aspecto a ser considerado para explicar a
diversidade genética em grande escala geografica (MEIER-BROOK, 1974; MEUNIER
et al, 2001; MAVAREZ et al, 2002), tendo sido registrada sua forte influéncia na
distribuicdo atual de moluscos dulcicolas, em geral, associada a pratica da piscicultura
(CORREA et al, 1970; FERRARI E HOLFMANN, 1992) e ao comércio de plantas
aqudticas ornamentais (CORREA et al, 1980; MEIER-BROOK, 1974). A pratica da
agricultura ja foi considerada como causa, ndo da introdugdo, mas da manutencdo de

caramujos, pela criacio de habitats artificiais (MAVAREZ et al, 2002).
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Poder-se-ia pensar na possibilidade de (3) ocorrer pelo transporte em
embarcagdes navegando em dire¢@o ao Porto do Itaqui (municipio de Sdo Luis) por seus
acessos fluviais, os rios Pindaré, Mearim e Grajad. Todavia, estes moluscos
provavelmente ndo sobreviveriam a salinidade da regido estuarina (BARBOSA et al,
2001). Em seu trabalho, Barbosa et al (2001) coletaram espécimes de B. glabrata em &
rea urbana do litoral de Pernambuco, porém no estudrio do Rio Ipojuca, que desagua na
regido, nenhum exemplar do género foi encontrado. Brown (1994), afirma que apesar
do género ser tolerante a uma série de varidveis fisico-quimicas, a salinidade € fator
importante na prevengdo da transmissao da esquistossomose.

Entretanto, a hipétese de transporte fluvial ndo € totalmente improvavel,
pois ha possibilidade de transporte pelo fluxo de dgua e migracdo de uma para outra
bacia em eventos de inundagdo (COLLADO et al, 2014). Os rios Pindaré, Mearim e
Grajad sdo, inclusive, naturalmente ligados (IBGE, 1997). De fato, segundo afirma
Collado et al (2011), o género Biomphalaria é considerado excelente modelo para

estudos biogeograficos e dispersio passiva.
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Figura 12. Percentagens de Variancia Molecular: (A) 16S e (B) COI em B. straminea; (C) 16S e (D) COI

em B. glabrata. Fonte: O Autor.

As informacgées alcangadas pela presente pesquisa sdo de relevancia em
planos de controle da esquistossomose, ndo exclusivamente no Estado do Maranh@o. Os
dados de diversidade genética populacional e fluxo génico apresentados, demonstram
que o potencial dispersivo destes organismos nio pode ser subestimado. Representantes
de populacdes geneticamente suscetiveis a linhagens de S. mansoni podem colonizar
novas areas proximas ou ndo de seu ponto de origem. Além disso, € possivel que esse
comportamento nao seja atipico entre as espécies de moluscos dulcicolas, e que seus ha
bitats, altamente fragmentados, e sua capacidade locomotora restritiva, ndo sejam

barreiras tdo eficientes a eventos migratorios.
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CONCLUSOES

Para o Estado do Maranhao, onde a ocorréncia de B. glabrata e B. straminea
baseava-se somente em dados morfolégicos, confirma-se através da identificaca
o molecular por PCR-RFLP a presenca das duas espécies. Os perfis espécie-
especificos obtidos apresentam semelhancas com os perfis de restri¢do propostos
por Caldeira et al (2000) e endossam a eficiéncia da técnica;

Destaca-se a presenca de B. straminea em cidades do Estado ainda ndo
documentadas: Pedreiras, Trizidela do Vale, Caxias e Carolina, localizadas na
regido de Cerrado e a auséncia de B. glabrata nestas cidades, conquanto mais
investigacdes sejam importantes, j4 que ha registro de B. glabrata para o
Cerrado Maranhense;

Para B. straminea, estes dois marcadores revelaram haplétipos exclusivos e
compartilhados para o Litoral, Amazonia e Cerrado. Apesar de genes bastante
diferenciados nos biomas, hd indica¢do de fluxo génico entre populagdes do
Litoral e Cerrado;

As informacdes obtidas na presente pesquisa podem ser usadas em planos de
controle da esquistossomose, ndo apenas no Estado do Maranhdo. Os dados de
diversidade genética populacional e fluxo génico demonstram que o potencial
dispersivo destes organismos ndo pode ser subestimado;

Por fim, é possivel que esse comportamento nio seja atipico entre as espécies de
moluscos dulcicolas. Seus habitats, altamente fragmentados, e sua capacidade

locomotora limitada, podem n@o ser barreiras tdo eficientes ao fluxo genético.
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