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RESUMO

O planorbideo Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835) (Gastropoda: Planorbidae) é a
especie hospedeira intermediaria do Schistosoma mansoni Sambon, 1907 predominante no estado
de Sao Paulo. No estado de Sdo Paulo a espécie esta relacionada com a transmissdo da maioria
dos casos autdctones de esquistossomose. Exemplares de B. tenagophila provenientes de véarias
localidades da bacia Litoranea Paulista foram analisados quanto ao polimorfismo de um trecho do
gene mitocondrial rRNA16S e o segmento ITS2 que integra o cistron de DNA ribossémico
nuclear. Paralelamente foi testada a suscetibilidade de populacdes de B. tenagophila das
localidades de Itariri, Caraguatatuba, Ilha Bela e Sao Sebastido com linhagens diferenciadas de S.
mansoni. As localidades amostradas representam pontos importantes na transmissdao da
esquistossomose no estado de Sao Paulo, devido as condicdes de infraestrutura, por serem areas
inundaveis e pela presenca de contingente humano de outras dreas do Brasil. Nesta situagdo,
destacam-se o municipio de Itariri, onde ocorreram os maiores nuimeros de casos de
esquistossomose no Vale do Ribeira e os municipios de Caraguatatuba e Sdo Sebastido que ao
longo dos anos vem tendo um aumento no nimero de casos autdctones. Do total de 1635
espécimes de Biomphalaria coletados nas cole¢des de dgua doce do Litoral Norte e Sul do estado
de Sao Paulo observamos a predominancia de 84% da espécie B. tenagophila e 16% da espécie
Biomphalaria straminea (Dunker, 1848). As andlises moleculares indicaram que existem duas
subpopulagdes de B. tenagophila nesta area, com haplétipos exclusivos para Juquid e Registro, e
sequéncias que compartilham o mesmo haplétipo do Litoral Norte e de Itariri. As taxas de
infec¢des para as linhagens SJ e SIS mostraram que os caramujos do Litoral Norte foram mais
suscetiveis que os caramujos do municipio de Itariri, talvez pode ser devido a proximidade dos
municipios do Litoral Norte com o Vale do Rio Paraiba, local de origem da linhagem. A maior
taxa de infeccdo correspondeu uma maior mortalidade nos moluscos de Caraguatatuba e Ilha
Bela, indicando que o parasita afetou a sobrevida dos moluscos. Os resultados deste trabalho
mostraram que todas as populacdes testadas foram resistentes as linhagens BH e SE. Os
resultados sugerem haver uma correlacdo positiva entre a suscetibilidade ao S. mansonie a
reducdo da variabilidade genética nas populacdes de caramujos testadas. Desta forma, o risco de
infeccdo dos hospedeiros intermedidrios por S. mansoni estaria relacionado com populacdes de
caramujos geneticamente homogéneas. Desta forma o grau de diversidade genética pode ser um
indicador de risco para a transmissao da esquistossomose.

Palavras-chave: Biomphalaria tenagophila, Filogenia molecular, Schistosoma mansoni,
DNA-ITS2, rRNA16S, Suscetibilidade, Vale do Ribeira, Litoral Norte.

X



ABSTRATCT

DNA POLYMORPHISM WITHIN 16S RRNA AND ITS-2 GENES OF BIOMPHLALARIA TENAGOHILA
(ORBIGNY, 1835) (GASTROPODA: PLANORBIDADE) FROM COASTAL BASIN AT SAO PAULO
STATE BRAZIL AND IMPLICATIONS TO INFECTION BY STRAINS OF SCHISTOSOMA MANSONI
SAMBON, 1907.

The planorbid Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835) (Gastropoda: Planorbidae) is the
predominant intermediate host specie of Schistosoma mansoni Sambon, 1907 in Sdo Paulo state,
where 1is most related to autochthonous cases of schistosomiasis transmission. Specimens of B.
tenagophila were obtained from several locations of Sao Paulo Coastal Basin and analyzed for
the polymorphism of a portion of the mitochondrial gene rRNA16S and the ITS2 segment, wich
integrates the cistron of nuclear ribosomal DNA. In parallel it was tested the susceptibility of B.
tenagophila populations from the municipalities of Itariri, Caraguatatuba, Ilha Bela and Sao
Sebastido, with different strains of S. mansoni. These sampling sites represent important points of
schistosomiasis transmission in Sao Paulo state due to infrastructure conditions, floodable areas
and the presence of human contingent of other Brazilian areas, in particular the municipality of
Itariri, where occurred the highest number of cases of schistosomiasis in the Ribeira Valley and
in the cities of Sao Sebastido and Caraguatatuba that over the years it has had an increase in the
number of autochthonous cases. Of the total 1635 of Biomphalaria specimens collected in
freshwater pools from the North and South Coasts of the state of Sdo Paulo, it was observed the
predominance of 84% B.tenagophila species and the presence of Biomphalaria
straminea (Dunker, 1848) in 16%. The molecular analysis indicates that there are two
subpopulations of B. tenagophila in this area, one with an exclusive and unique haplotype from
Juquid and Registro, and the other with sequences which share the same haplotype from the
North Coast and Itariri. The infection rates of SJ and SJS strains show the snails from the North
Coast are more susceptible than the snails from the municipality of Itariri. This, in hypothesis,
can be caused due to the proximity of the cities of the North Coast and the Paraiba River Valley,
site of origin of those strains. The highest infection rate corresponded to a higher mortality rate of
the mollusks from Caraguatatuba and Ilha Bela, indicating the effect of the parasite in the snails’
survival. The results of this study show that all tested populations were resistant to the BH and
SE strains. The results suggest a positive relationship between S. mansoni susceptibility and the
reduction of genetic variability in the snails populations tested. Therefore, the S.
mansoni infection risk of the intermediate hosts would be related to genetically homogeneous
snails’ populations. And with that, genetic diversity can be an indicator of risk for the
transmission of schistosomiasis.

Key-words: Biomphalaria tenagophila, Molecular phylogeny, Schistosoma mansoni, DNA-
ITS2, rRNAT6S, Susceptibility, Ribeira Valley, North Coast.
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1. Introducao

1.1. Distribuicao geografica do género Biomphalaria e a importancia da B. tenagophila

como hospedeira intermediaria do Schistosoma mansoni

Nos continentes Americano e Africano os moluscos gastrépodes do género Biomphalaria
Preston, 1910 (Pulmonata: Basommatophora: Planorbidae) sao representados por 37 espécies de
caramujos de dgua doce (Mandahl-Barth, 1957; Malek, 1985; Carvalho et al., 2008a); nove
destas espécies (Figura 1) sdo consideradas suscetiveis ao Schistosoma mansoni Sambon 1907,
parasita causador da esquistossomose mansonica. Nas Américas foram descritas 26 dentre as 37
espécies (Figura 1) de Biomphalaria (Carvalho et al., 2008a); no Brasil sdo encontradas onze
espécies e uma subespécie para esse género (Teodoro et al., 2010) sendo trés delas hospedeiras
naturais do S. mansoni: B. glabrata (Say, 1818), B. tenagophila (Orbigny, 1835) e B. straminea
(Dunker, 1848).

As colegdes hidricas de dgua doce do estado de Sao Paulo sdo colonizadas por oito das
onze espécies de Biomphalaria descritas para o Brasil (Figura 1): B. peregrina (Orbiny, 1835),
B. schrammi (Crosse, 1846), B. intermedia (Paraense & Deslandes, 1962), B. oligoza Paraense,
1975, B. occidentalis Paraense, 1981, e as trés espécies hospedeiras intermedidrias naturais do
S. mansoni, B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea (Ohlweiler et al., 2010).

A distribuicdo neotropical de B. tenagophila inclui o Brasil, Argentina, Uruguai, Paraguai,
Peru e Bolivia (Paraense, 2001). No Brasil a espécie foi registrada nos seguintes estados: Bahia,
Espirito Santo, Goids, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parand, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Sao Paulo e no Distrito Federal (Figura 2) (Ministério da Satde, 2008).

B. tenagophila predomina sobre as demais espécies no estado de Siao Paulo estando
presente em todas as bacias hidrogréficas (Figura 3). Apresenta alta probabilidade de ocorréncia
em colecdes de dgua doce transitdrias e peri-urbanas, com pouca ou nenhuma correnteza, como
represas, lagos, corregos, alagados, valas e valetas de irrigacao (Paraense, 2001; CVE, 2007).

No Estado de Sao Paulo B. fenagophila representa maior risco para a transmissdo da

esquistossomose humana, pois coloniza corpos de dgua doce em 38% dos 645 municipios (Figura



3). Em comparacdo, B. glabrata e B. straminea colonizam, respectivamente, 6% e 4% dos

municipios do Estado de Sao Paulo (Carvalho et al., 2008b).
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Figura 1 - Espécies de Biomphalaria descritas na Africa (11 espécies) (de acordo com Carvalho et al..
2008a), nas Américas (26 espécies), no Brasil (¢) (11 espécies e uma subespécie) (de acordo com
Ministério da Saude, 2008; Teodoro et al., 2010) € NO estado de Sdo Paulo (8 espécies) (de acordo com Ohlweiler et
al., 2010), Invasao de B. tenagophila na Africa e na Roménia (©) (de acordo Pointier ef al., 2005 & Majoros ef
al., 2008), (*) Suscetivel ao S. mansoni (Tuan er al., 2012, modificado).

A facilidade de dispersdao e colonizacdo de novos habitats por B. tenagophila é um fato
importante para a saide publica, o que causa preocupacdo, e como exemplos podemos citar o
registro de B. tenagophila em Kinshasa (Congo) na Africa (Pointier et al., 2005) e na Roménia

(Majoros et al., 2008).
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Figura 2 - Distribuicdo geografica de Biomphalaria na América do Sul. (A) hospedeiras
intermedidrias de S. mansoni (Paraense, 2001) e (B) pertencentes ao complexo Biomphalaria

tenagophila (Palasio & Tuan baseado na ilustragdo: Lima er al., 1993; Paraense, 1984, 2001; Carvalho &
Caldeira, 2004, Tuan et al., 2012).

A capacidade de colonizacdo em ambientes distantes da populagdo original € potencializada
pelo fato destes caramujos se reproduzirem de forma eficiente por autofecundacido (Paraense,
1955; Tuan & Simdes, 1989). O processo de colonizacdo de novos habitats por B. tenagophila
pode aumentar significativamente em fung¢do da sobrevivéncia destes caramujos em estado
fisioldgico basal (estivagdo/anidrobiose) apds longos periodos de seca (Tuan et al., 1984). Via de
regra, ciclos de cheia-seca sdo perturbacdes em ecossistemas com influéncia na variagdo da

diversidade de espécies (Buckling et al., 2000).



" Bacia do Tieté

[" Bacia Litoanea

I Bacia do Rio Grande

W Bacia do Paranapanema
Bacia do Paraiba do Sul

| Bacia do Aguapei/Peixes

| Bacia S#o Jose dos Dourados

" Municipios com criadouros de
Biomphalaria tenagophila

Figura 3 - Bacias hidrogréficas (A) (Zanna, 2010) € os 246 municipios com criadouros de
Biomphalaria tenagophila no estado de Sao Paulo (B) (CVE, 2007).



2. Revisao da literatura

2.1. A dinamica da transmissao da esquistossomose no estado de Sao Paulo

A esquistossomose lato sensu € endémica em 78 paises no mundo e o nimero de pessoas
infectadas em 2011 foi estimado em mais de 243 milhdes (WHO, 2013). No continente
americano existe apenas uma espécie de helminto que pode provocar a doenga no homem: o
S. mansoni (Ministério da Sadde, 2008). No Brasil, existem cerca de oito milhdes de individuos
infectados com S. mansoni em 19 estados da unido (Ohlweiler et al., 2010; Ministério da Saudde,
2011).

A esquistossomose € denominada como doengca negligenciada e prevalece
significativamente em populacdes humanas de baixa renda devido ao baixo investimento na
geracdo de novos conhecimentos, na produgdo de tratamentos inovadores e em agdes planejadas
de satde publica (Morel, 2006; Feasey et al., 2009).

Os caramujos hospedeiros intermedidrios do género Biomphalaria se infectam com a
forma larval do S. mansoni denominada miracidio. Os miracidios eclodem dos ovos do parasita,
eliminados com as fezes do hospedeiro definitivo infectado. Nos caramujos, os miracidios
transformam-se em esporocistos primdrios os quais geram os secunddrios, desenvolvendo
posteriormente em formas larvarias denominadas cercérias, as quais sao eliminadas na dgua. As
cercarias, em contato com o homem, penetram através da pele, diferenciando-se em
esquistossomulos. Os esquistossomulos chegam aos vasos sanguineos ou aos vasos linféticos, a
seguir ao coracdo e pulmdes, depois ao figado. Nele se diferenciam em formas sexuadas do
parasita, os vermes adultos, que migram para os vasos mesentéricos do hospedeiro definitivo e
apos cruzamento eliminam ovos recomec¢ando o ciclo (Deane, 1955; Rey, 1992; Katz & Almeida,
2003).

O S. mansoni foi provavelmente introduzido no Brasil no século XVI, com a vinda dos
escravos africanos para localidades da regido do nordeste brasileiro principalmente Bahia,
Pernambuco, Alagoas e Sergipe (Silva, 1985). A disseminacdo da esquistossomose da regido do
nordeste brasileiro em direcdo ao sudeste deu-se em fun¢do dos movimentos migratdrios e da
expansdo dos centros urbanos para as regides onde ocorriam as espécies hospedeiras naturais

(Chieffi & Waldman, 1988).



Os primeiros casos autdctones da esquistossomose no estado de Sao Paulo foram descritos
no municipio de Santos em 1923 (Arantes, 1923). A partir dos anos 50, a esquistossomose se
expandiu do litoral para localidades do interior do estado de Sdo Paulo (Piza & Ramos, 1960;
Chieffi & Waldman, 1988), quando passou a ser reconhecida como um grave problema de saide
publica (Silva, 1985). Em 1951 foram registrados 100 casos autdctones no estado de Sdo Paulo
em 3 municipios, 20 anos depois, em 1970, o nimero de casos subiu para 716 casos autdctones
em 30 municipios. Ramos & Piza (1971) observaram que a expansao da doenca esta relacionada
com caracteristicas geograficas especificas e com as bacias hidrograficas onde estdo distribuidos
os hospedeiros intermedidrios.

A partir dos anos 1950 e durante trinta anos o nimero de casos autdctones e importados
da doenca no Estado de Sdo Paulo progrediu de forma acentuada. O ntimero total de casos de
esquistossomose autéctones e importados notificados no Estado de Sdo Paulo, entre 1951 e 1976,
somam mais de 9.000 casos. Durante o periodo de 1978 a 1983 foram diagnosticados a média
anual de 20.000 novos casos (Sucen, 1980, 1982; Chieffi & Waldman, 1988). A aplicacdo de
medidas de controle, a eficdcia dos medicamentos para o tratamento, com impacto significativo
no aumento de casos com cura, a crescente urbanizacdo e mudangas no padrdo de producdo
agricola (Waldman, Silva & Monteiro, 1999; Barata, 2000) no estado de Sao Paulo, reduziram
substancialmente a média anual de casos notificados de esquistossomose, de 20 mil na década de
80 (Sucen, 1980, 1982; Chieffi & Waldman, 1988) para 1027 casos notificados no ano de 2010
(CVE, 2008, 2010, 2011ab; SINAN, 2012) (Figura 4).
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Figura 4 - Distribuicdo dos casos de Esquistossomose: casos autdctones, importados,
indeterminados e totais, 1981 a 2012 (A) e total de casos notificados segundo Evolugdo, 1998 a
2012 (B), no estado de Sdo Paulo (CVE, 2008, modificado, 2011ab, SINAN, 2012). SI = sem informacio.

A drea atual de transmissdo autdctone da esquistossomose no estado de Sao Paulo esta
relacionada com areas endémicas localizadas no Vale do Ribeira, Vale do Paraiba, Litoral Norte,
Baixada Santista, Grande Campinas e alguns municipios da Regido Metropolitana de Sdao Paulo,
incluindo a capital (Figura 5) (Secretaria de Estado da Saude, 2009) onde a espécie B.
tenagophila € predominante (Carvalho et al., 2008b). A tunica excecdo estd relacionada com os

casos procedentes dos criadouros naturais de B. glabrata, restritos a cole¢des de dgua no trecho




médio do Rio Paranapanema onde a espécie coloniza inimeras cole¢des de dgua (Eduardo &

Souza et al., 2005).
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Figura 5 - Distribuicdo de casos autdctones e totais das GVEs do estado de Sao Paulo para o ano
de 2010 (CVE, 2011b).

Na serie historica apresentada na Tabela 1 podemos observar que em nimeros totais ha
um decréscimo significativo do ndmero de casos autdctones em todas as regides do estado de Sao
Paulo. Ao analisarmos detalhadamente os dados, verificamos que em alguns casos a transmissao
mostra-se inalterada ao longo do tempo, enquanto em outras localidades hd um aumento na
transmissdo local da esquistossomose (Figura 6). A regido do municipio de Campinas, por
exemplo, mantém a média de casos desde a década de sessenta em torno de 6,5 casos por 100 mil

habitantes por ano (Lima, 1995) o que demonstra a dificuldade em reduzir a transmissao local da

equiStOSSOIHOSG.



Casos autdctones de esquistossomose no estado de Sao Paulo

1981-1990 1991-2000 2001-2010
1,1% 4,0% 0,5% 3,2% 2.4%
0,1%
46,3%
28,1%

B Bacia do S.José Dos Dourados e Aguapei -Peixe O Bacia do Rio Grande

B Bacia do Paranapanema @ Bacia do Tieté

O Bacia Litoranea B Bacia do Paraiba do Sul

*Bacia do Sdo José dos Dourados e Aguapei-Peixes foram somadas os n° de casos.

Fonte - Zanna, 2010; CVE, 2008, 2011ab.

Figura 6 - Porcentagem de casos de esquistossomose no estado de Sao Paulo, distribuido por
bacia hidrogréfica nos periodos de 1981 a 2010.

Contudo, considerando que a distribui¢do de B. fenagophila abrange areas onde ainda nao
existe transmissao local da esquistossomose, hé ainda risco de expansdo da drea de ocorréncia da
doenca, potencializada por modificagdes ambientais promovidas pelo homem, deslocamento
humano e as precérias condi¢des de infraestrutura de saneamento (Ministério da Saude, 2010).

Interessa-nos particularmente o perfil da transmissao da esquistossomose em municipios
cujas colecdes hidricas estdo localizadas na regidao do Rio Ribeira do Iguape e Litoral Norte
(Figura 7).

No Vale do Ribeira, a maioria dos casos registrados foi descrito no municipio de Itariri
(Tabela 1). Neste municipio foi registrado o primeiro foco de esquistossomose no Vale do
Ribeira, descrito em 1953, no distrito de Ana Dias. Posteriormente a tranmissdo autdoctone foi
registrada nos municipios de Pedro de Toledo (1956) e Miracatu (1960) (Ramos et al., 1969;

Ramos & Piza, 1971). Atualmente os focos de esquistossomose no Vale do Ribeira estdo




descritos em quatro municipios (Juquid, Miracatu, Pedro de Toledo e Itariri) (Teles et al., 2005).
A espécie Biomphalaria tenagophila ocorre em 15 dos 24 municipios desta regido: Apiai,
Cananéia, Eldorado, Iguape, Iporanga, Itariri, Jacupiranga, Juquid, Juquitiba, Miracatu,
Pariquera-Acu, Pedro de Toledo, Registro, Ribeira e Sete Barras. (IBGE, 2007; Teles et al.,
2005).

No Litoral Norte a tranmissdo da esquistossomose é mais recente. Observa-se ao longo dos
anos, um aumento significativo de casos autdctones, tanto em Caraguatatuba quanto em Sado
Sebastido (Figura 7/Tabela 1). No municipio de Ubatuba e Ilha Bela o nimero de casos se
mantém inalterado nas dltimas 3 décadas, sendo que o primeiro foco de esquistossomose no

municipio de Ubatuba foi registrado década de 80 (CVE, 2008, 2011Db).

1981-1990 1991-2000 2001-2010 1981-2010

249;
33%

123;
16% 180;
1285; 1,64%

77%

8261;75,35%

"
)

ORibeira do Iguape M Litoral Norte [ Baixada Santista

Figura 7 - Numero de casos autictones de esquistossomose da Bacia Litordnea Paulista
distribuida nas suas regides nos periodos de 1981 a 2010 (CVE, 2008, 2011b).

Caraguatatuba e Sao Sebastido exemplificam o potencial de expansao da esquistossomose
a novas dreas geograficas. Os primeiros caramujos da espécie B. tenagophila naturalmente
infectados por S. mansoni no municipio de Caraguatatuba foram observados em 2002, apontando
esta regido paulista do Litoral Norte como uma importante drea endémica da esquistossomose
(Teles et al., 2003). B. tenagophila ocorre nos quatro municipios do Litoral Norte: Ubatuba,
Caraguatatuba, Sao Sebastido e Ilha Bela. E atualmente os focos de esquistossomose estdo

descritos em Caraguatatuba e Ubatuba (Teles et al., 2005).
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Tabela 1 - Nimero de casos autéctones de esquistossomose no estado de Sao Paulo, distribuido por
bacia hidrogréfica nos periodos de 1981 a 2008 (Zanna, 2010; CVE, 2008, 201 1ab, modificado).

Bacia Periodos %
Hidrogrifica Regido* Municipio** 1981-1990 | 1991-2000 [ 2001-2010 | Total | 1o
1 Séo José dos Dourados 0 0 4 4 0,01
2 Aguapei — Peixe 3 4 8 15 0,05
3 Rio Grande 150 67 79 296 1,02
| 4.1Alto Paranapanema | Total da Regido_ _ _ _ _ | _ _ S-S _____ M __1 20 ____
| 4.2 Pontal Total da Regiiio 0 1 6 7
(Paranapanema _ _ _ | _ _ _ _________ 1 _____________________Jd________
1 . 4.2.10urinhos 896 214 35 1145
: 4.3 Médio 42.2 Outros 88 14 10 112
Paranapanema -
4 Paranapanema | Total da Regido 984 228 45 1257
Total da Bacia 989 234 61 1284 4,41
! 5.1Sorocaba / Médio
Tiew ] TotaldaRegido_ _ __ _ | __ _ 2 3.2 .
15.2 Tiet¢/ Batalha __ | Total da Regido_ _ _ _ _ | __ _ S S __J.1_____
|53 Baixo Tiete _ __ | TotaldaRegido_ _ __ _ | __ _ L1 ______ L 9 .
154 Tiere Jacaré. _ _ | Totalda Regido_ __ _ _ |~ _ 20 9w " ]Tisl T
: 5.2.1Sédo Paulo(Capital) 82 33 112 227
I'5 5 Alto do Ticte 5.2.2Guarulhos 250 20 22 292
! 5.2.30utros 359 99 166 624
5 Tieté 1 -
e e e e 2 Total da Regido_ _ _ _ _ [ __691__ __ __ 52 _____ 30 __ | _143_ ____
: 5.3.1Campinas 647 544 597 1788
| 5.3.2Amparo 36 51 24 111
! 5.6 Piracicaba, 5.3.3Hortolandia 0 139 4 143
1 o
 Capivari 5.3.4 Americana 62 35 7 104
1 © Jundiaf 5.3.5 Paulinia 22 27 20 69
: 5.3.6 Outros 87 115 115 317
o] TotaldaRegido_ _ _ _ _ | __8s4__ ____ L __ 67 _ | 283 __
Total da Bacia 1551 1207 1154 3912 135
: 6.1.1Caraguatatuba 1 33 68 102
1 6 1Litoral Norte 6.1.2 Sdo Sebastido 1 3 45 49
: 6.1.3 Ubatuba/Ilha Bela 11 8 10 29
o] Total da Regido_ _ __ _ | __ _ B “M_____ 3| o __
: 6.2.1 Cubatao 576 92 61 729
| 6.2.2 Sdo Vicente 501 45 9 555
6 Litoranea 1 6.2Baixada Santista | 6.2.3 Peruibe 323 90 129 542
: 6.2.4 Outros 549 98 50 697
] Total da Regido_ _ _ __ | __ a9 s _____ 29| 2523 __
: 6.3.11tariri 3598 1027 263 4888
: 6.3 Ribeira do Iguape 6.3.2Pedro de Toledo 2787 236 56 3079
| 6.3.3 Outros 217 22 55 294
o ____] Total da Regido_ _ _ _ _ [ _ _ 6602 _ _ _ _ 1285 _ _ _ __ 4 _ _ | _8261_ _ _ __
Total da Bacia 8564 1654 746 10964 37,7
7.1.1S30 José dos Campos 2423 653 111 3187
7 Paraiba do Sul 7.1.2Bananal 990 550 95 1730
7.1.3 Outros 6029 1520 237 7691
Total da Bacia 9442 2723 443 12608 434
Total 20699 5889 2495 | 29083 100
Municipio Ignorado 2313 177 ]7 2577
Total 23012 6066 2582 | 31660

* Regides com maior nimero de casos autdctones na bacia hidrografica.
** Municipio com maior nimero de casos autéctones da regido relacionada a esquerda.
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2.2. Suscetibilidade de B. tenagophila ao S. mansoni no Vale do Ribeira e Litoral Norte

Testes experimentais para verificar as taxas de infec¢do de B. tenagophila ao S. mansoni
demonstraram adaptacao fisiologica eficaz entre o molusco e a linhagem simpétrica do parasita
(Paraense & Corréa, 1963). Paraense e Corréa (1963) obtiveram taxas de infeccdo experimental
entre 65,8 e 100% em B. tenagophila expostas a 10-100 miracidios da linhagem de Sao José dos
Campos (SJ). Especificamente para o municipio de Itariri (Distrito de Ana Dias), no Vale do
Ribeira do Iguape, Paraense & Corréa (1978) obtiveram em laboratério taxas de 91,5% de
suscetibilidade em B. tenagophila com a linhagem SJ do S. mansoni, sendo este o indice de
infeccdo mais alto entre os exemplares de 20 localidades da América do Sul. Estudos posteriores
com caramujos da mesma localidade, testados com os miracidios da linhagem SJ mostraram
indices de infeccao de 8,3 e 60% (1-10 miracidios) (Figueiredo et al., 1992; Guimaraes et al.,
2010).

Em condic¢des naturais hd uma grande variacdo das taxas de infeccdo de B. tenagophila.
Em Itariri (Distrito de Ana Dias) as taxas de eliminacdo de cercérias de S. mansoni por B.
tenagophila variaram entre 3,7 ¢ 51,3%, enquanto em espécimes obtidos de Pedro de Toledo a
taxa variou entre 10 e 81,3% (Ramos et al., 1969; Ramos & Piza, 1971). Estes valores
demonstram o alto potencial de transmissdo da esquistossomose no Vale do Ribeira do Iguape
(Ramos et al., 1969; Ramos & Piza, 1971).

No Vale do Ribeira do Iguape apenas 49% da rede esgoto é tratada adequadamente
(Tabela 2, CETESB, 2008). A intensa atividade turistica, agricultura e pesca, a presenca de
contingente humano de outras areas do Brasil para o trabalho na construgdo civil e o predominio
de pessoas nas dreas rurais e peri-urbanas tornam estas regides candidatas a manutengdo dos
casos de esquistossomose (Ramos et al., 1969; Chieffi & Waldman, 1998; CETESB, 2008).
Acrescente-se a este quadro uma pluviosidade média anual de 2.550 mm, em uma das mais
extensas bacias inundaveis do Estado, propiciando desta forma a proliferacdo dos caramujos
(Barbosa, 2007). Enchentes e inundacgdes, que sdo freqiientes em Juquid e Registro (CEPAGRI,
2013), promovem a migragao passiva dos caramujos.

Do ponto de vista epidemioldgico o Litoral Norte, representa area de expansao recente de

esquistossomose, principalmente as localidades proximas de Caraguatatuba. Teles et al., (2003)
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observaram taxa de infec¢do natural de B. tenagophila coletadas em Caraguatatuba, no bairro
Olaria de 6,6%. As grandes inundacdes e enchentes ocorridas em 1967 e 1996 em Caraguatatuba
(Castro, 2011), podem em tese, ter facilitado a dispersdo dos caramujos para o Litoral Norte do
estado de Sao Paulo. O risco de aumento da transmissao da esquistossomose no Litoral Norte é
significativo: apenas 39% da rede esgoto € tratada (média dos 4 municipios do Litoral Norte,
Seade, 2013), a pluviosidade média anual de 1.790 mm (Barbosa, 2007) e hd grande fluxo
humano para o turismo, pesca e construcao civil (Teles et al., 2003; CETESB, 2008).

As duas microrregides estudadas: Litoral Norte e Vale do Ribeira/Litoral Sul
apresesentam um clima tropical equatorial com alta temperatura média anual, alta pluviosidade
média anual e baixas porcentagens no atendimento da rede de esgoto sanitdrio ou pluvial

coletado. Os dados dos municipios estudados podem ser visto na tabela 2.

Tabela 2 — Temperatura média anual, pluviosidade média anual e o atendimento da rede de
esgoto sanitdrio ou pluvial coletado do Vale do Ribeira (Itariri, Juquid e Registo) e do Litoral
Norte do estado Sao Paulo.

T . . . Rede de esgoto
emperatura Precipidacao media anual A q
Municipio Media Anual (°C) (mm) f:)‘l‘;ttz;‘;’ &Tnpi‘éﬁl
(CEPAGRI, 2013) (CEPAGRI, 2013) (SEADE, 2013)
Itariri 24.2°C 1597.6 mm 49,26%
Registro 24.2°C 1539,9 mm 84,52%
Juquia 24,5°C 1831,8 mm 72,62%
Meédia do Vale do Ribeira 24,3 °C** 2.550 mm (Barbosa, 2007) | 49%* (CETESB, 2008)
Caraguatatuba 24.9°C 1757.9 mm 57,94%
Sao Sebastido 24.8°C 1289.8 mm 52,46%
Ilha Bela 24.8°C 1507.4 mm 7,37%
Ubatuba 22,6°C 2154.2 mm 27,65%
Média do Litoral Norte 24,2 °C 1.790 mm (Barbosa, 2007) 39%

*média dos 23 municipios do Vale do Ribeira, CETESB, 2008. ** média de Itariri, Registro e Juquid.

As duas microregides estudadas estdo inseridas no ecossistema da Mata Atlantica
imbricadas entre o Oceano Atlantico e a Serra do Mar. A Serra do Mar é um pareddo montanhoso
descontinuo de 1500 km de extensdo que corre paralelo a costa sudeste brasileira, e se estende
desde 0 30°S do Rio Grande do Sul até 20°N do Espirito Santo (Safford & Martinelli, 2000). Ao
sul do estado de Sado Paulo, a Serra do Mar se interrompe para a formagdo do Vale do Ribeira do

Iguape, cuja bacia se expande no sentido do interior do Planalto Atlantico (Almeida et al., 1998)
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(Figura 8). O macico rochoso Jureia-Itatins segmenta o litoral paulista na altura de Peruibe
(Souza & Souza, 2012). Os ecossistemas de dgua doce estdo inseridos em drea de Mata Atlantica,

considerada hot-spot de biodiversidade (Carnaval et al., 2009).

ATLAS DO ESTADO DE SAO PAULO - 2000
DEPARTAMENTO DE GEOGRAFIA

FACULDADE DE FILOSOFIA, LETRAS E CIENCIAS HUMANAS
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

MARCELLO MARTINELLI

PROETD O ATLAS 00 FETADO OF BAD PARO (han REFLENED METODON Oatn

Sy oDy TVOACE B AeEOu - K0

Arnsdes ocme do sero tscaLA

do morbgrole de Tomes . » 0

o ——

Fortn LBAULT A Afiss do sutado de Sio Pocio She Paue IGHOC-UES 1907

Ponts ACGO L P 14 NotBs sabre s geomorphologla de Bao Paulo o sua génesis 1AG 1932

Figura 8 - Mapa do relevo do estado de Sdo Paulo na bacia Litoranea: (A) em cores
hipsométricas com sombreado e (B) aspectos geomorfoldgicos (Martinelli, 2009, Modificado).

A manuten¢do do ciclo parasitdrio pode também ocorrer em animais silvestres, 0s quais
podem atuar como reservatorios desta parasitose, mantendo o ciclo paralelo ao do homem. Vérios
autores relataram a infeccdo natural, nas ordens Rodentia e Marsupialia. O indice de infec¢do
natural foi estimado em 42,2% na espécie de roedor Holochilus brasiliensis com habito semi-

aqudtico (Amorim, 1953; Bastos, 1975; Kawazoe et al., 1978; Kawazoe & Pinto, 1983). No Vale
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do Ribeira, com focos ativos para a esquistossomose, foi observada taxa de infec¢ao experimental
de 73% dos camundongos, apds exposi¢cao dos animais as colecdes de dgua (Ramos et al., 1969;
Chieffi & Waldman, 1998).

Acrescente-se a este quadro de risco epidemiolégico o fato da suscetibilidade dos
moluscos planorbideos a infec¢do por S. mansoni ser uma caracteristica controlada geneticamente
e herddvel ao longo das geracdes, conforme exemplos explicitados a seguir. Por selecao
genética, Santana et al. (1978) e Zanotti-Magalhdes et al. (1991) obtiveram a partir de B.
tenagophila com baixo indice de infec¢do, populagdes do molusco altamente suscetiveis. O
parasita obtido dos moluscos mais suscetiveis provocou no hospedeiro definitivo uma
esquistossomose mais grave, com mais granulomas, maior eliminacdo de ovos do parasita pelas

fezes e com alta mortalidade dos camundongos (Zanotti-Magalhaes et al., 1993, 1995, 1997).
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2.3. Desenvolvimento e aplicacao de marcadores moleculares em Biomphalaria spp.

Os resultados moleculares em Biomphalaria da regidao neotropical, obtidos apds
introducdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foram obtidos com marcadores
moleculares arbitrdrios (Vidigal et al., 1998; Tuan & Bortolato, 2001). Os resultados ja
indicavam a alta diversidade genética populacional principalmente das espécies hospedeiras
intermedidrias do S. mansoni.

Os espacadores internos (ITS) do gene nuclear que codificam o RNA ribossomico,
digeridos por enzimas de restricdo (RFLP) foram utilizados para a identificagdo de espécies
neotropicais de Biomphalaria (Caldeira et al., 1998, 2000, 2004; Vidigal et al., 1998, 2000, 2002,
2004ab; Spatz et al., 1999; Jannotti-Passos et al., 2006; Teodoro et al., 2010). Uma das
desvantagens da técnica é a alta variabilidade intraespecifica associada aos sitios de restricao
(Lotfy et al., 2005) demandando, portanto, uma grande combinagdo de enzimas para estabelecer
padrdes especificos.

Além de contribuir no processo de identificacdo taxondmica segura e rapida a aplicacao
de marcadores moleculares pode conduzir a uma andlise filogenética consistente. De Jong et al.
(2001) compararam sequéncias dos genes 16S rRNA e ITS1 em caramujos do género
Biomphalaria das regides neotropical e africana. Os autores relataram alta diversidade genética
com ambos marcadores do grupo de espécies neotropicais em relacdo as espécies africanas.

Estudos genético-populacionais sdo frequentes em espécies de caramujos africanos, mas
pouco frequentes em espécies de caramujos neotropicais. Mavarez et al. (2002) utilizaram
marcadores moleculares para avaliar a distribuicdo da diversidade genética de B. glabrata na
regido do Caribe e concluiram ser este um grupo tao diverso que poderia se supor a existéncia de
mais de uma espécie dentro do taxon glabrata. Tuan e Santos (2007) estudaram a distribuicao da
variabilidade genética molecular do segundo espagador interno do DNA ribossomico (ITS2)
comparando sequéncias de B. tenagophila em escala micro-geografica. Os autores concluiram
que a variabilidade da espécie estd fragmentada em subpopulagdes e que a variabilidade total
chega a ser maior do que a variabilidade de B. glabrata. Estes primeiros resultados se opdem as
premissas que consideram a B. tenagophila uma unica unidade evolutiva, indicando, ao contrario,

uma complexidade taxondmica e populacional da espécie.
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A hipétese sobre a fragmentacdo genética de B. tenagophila em populagdes distintas foi
testada também por meio da andlise de sequencias de genes mitocondriais citocromo oxidase I
(Zanna, 2010) e 16S rRNA (Tuan et al., 2009ab; Palasio & Tuan, 2010). O DNA mitocondrial
(DNAmt) (Figura 9) ¢ uma molécula circular, que codifica proteinas do sistema de transporte
celular de elétrons e da fosforilacdo oxidativa (Avise, 1994). Este DNA apresenta taxa de
evolucao 1-10 vezes mais rapida que o DNA nuclear, com simples substituicdes de bases, sendo
uma técnica adequada para estudos de genética populacional (Avise et al., 1987).

O gene nuclear (DNA ribossomal) (Figura 9) que codifica o RNA ribossomal (rRNA) estd
representado nos genomas animais por vdarias repeticdes, dispostas em série, agrupadas como
unidades em randem, (Hillis & Dixon, 1991; Matioli, 2001). H4 regides conservadas, referentes
as subunidades ribossomais 18S, 5,8S e 28S, e regides mais diversas referentes aos dois
espacadores internos transcritos ITS1 e ITS2, e aos espacadores externos ETS (Hillis & Dixon,
1991; Paskewitz et al., 1993). Os espacadores ITS1 e ITS2 evoluem em uma taxa de substituicdao
de nucleotideos maior que as subunidades dos ribossomos, e sdo muito aplicadas para estudos de
divergéncia genética de espécies cripticas que retratam evolugdo recente (Hillis ez al., 1996,
Coleman, 2003). Os espacadores internos ITS1 e ITS2 t€ém demonstrado ser um marcador de alto
potencial de diferenciacdo intraespecifica em Biomphalaria (Spatz et al., 1999; Vidigal et al.,
2002; 2004ab; Tuan & Santos, 2007).

As principais caracteristicas dos marcadores ITS-2 e 16S rRNA sao:

1- Ambos tém regides altamente conservadas (Hillis et al., 1996; Coleman, 2003) que
permitem o uso de iniciadores bem conhecidos (Spatz et al., 1999; Vidigal et al., 2002, 2004ab;
Tuan & Santos, 2007);

2- Ambos tém cOpias multiplas facilitando a amplifica¢do (Hillis & Dixon, 1991; Matiolj,
2001);

3- Os amplicons apresentam tamanho moderado;

4- Possuem taxa de substituicdo de nucleotideos significativa que se adéquam ao estudo
genético e evolutivo ao nivel de espécie (Avise et al., 1987; Coleman, 2003);

5-O banco de dados publico de sequéncias de nucleotideos (NCBI) contem sequéncias
destes genes para a B. tenagophila do sudeste e sul do Brasil, permitindo discutir de forma mais

abrangente a filogeografia da espécie.
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Figura 9 - Esquema da molécula de DNA mitocondrial de Biomphalaria (DeJong et al., 2003) e dos
genes ribossdmicos (Espacador transcrito interno, ITS, Espacador transcrito externo, ETS e
espacgador nao transcrito, NTS) , Setas indicando o gene 16S e o ITS-2. (Matioli, 2001).
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3. Justificativas

Estudos preliminares mostraram divergéncia genética significativa de duas populacdes de
B. tenagophila do Vale do Ribeira do Iguape, SP, em relacdo a outras populagdes amostradas no
estado de Sdao Paulo. Assim, torna- se necessdrio expandir geograficamente a andlise de
distribuicdo desta diversidade genética na regido paulista da bacia Litordnea Brasileira
compreendida pelo Vale do Ribeira do Iguape e pelo Litoral Norte do estado de Sdo Paulo. Essas
duas regides litoraneas constituem dois ecossistemas diferenciados que estdo submetidos a
alteragcdes por acdo do desenvolvimento humano e também representam pontos importantes de
transmissdo da esquistossomose. Os conhecimentos sobre a suscetibilidade da B. tenagophila
destas regides, correlacionada aos aspectos genéticos do caramujo e do parasita, entretanto, sdo
escassos ou inexistentes. Este trabalho oferece assim, uma oportunidade de preencher uma lacuna
importante de conhecimento para a sadde publica, comparando as taxas de infeccdo de B.
tenagophila do Vale do Ribeira do Iguape e do Litoral Norte ao perfil genético dos caramujos e

relacionar se a suscetibilidade pode afetar a diversidade molecular destas populagdes.
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4. Objetivos

1) Avaliar o polimorfismo e a divergéncia genética entre as populacdes de B. tenagophila
de diferentes colecdes hidricas do Vale do Rio Ribeira do Iguape e do Litoral Norte do estado de
Sao Paulo, através do gene mitocondrial (rRNA 16S) e do segundo espacador interno transcrito

do gene nuclear que codifica 0 RNA ribossomico (ITS-2);

2) Verificar a suscetibilidade de populacdes de B. tenagophila do Vale do Rio Ribeira do
Iguape e do Litoral Norte a infeccdo pelo S. mansoni das linhagens BH, SE, SJ e SJS.

3) Associar a andlise molecular com a suscetibilidade das populacdes de B. tenagophila

procedentes das regides submetidas ao S. mansoni de diferentes linhagens.
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5. Material e Métodos

5.1 Coletas dos caramujos e procedencias das amostras de DNA

As coletas foram feitas com metodologia de captura padronizada pelo Ministério da Saude
(2008). Os caramujos foram coletados nas margens dos corpos de dgua e no fundo dos
criadouros, em municipios e localidades do Vale do Ribeira do Iguape e Litoral Norte,
comumente monitoradas pela Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN) do estado de
Sao Paulo para o Programa de Controle da Esquistossomose (Tabela 3).

Cada ponto de coleta foi geo-referenciado, por meio de GPS Garmin® Etrex. As coletas de
moluscos do género Biomphalaria em cole¢des de dgua do Litoral Norte e Vale do Ribeira,
foram feitas entre junho de 2010 e marco de 2013.

Apo6s coletados, os caramujos foram embalados em gaze seca e encaminhados ao
Laboratério de Biologia Molecular da SUCEN (LBMSU) para identificacio e a andlise
molecular. E ao Laboratério de Helmintologia (DBA/UNICAMP) para a criacdo e o estudo da
suscetibilidade.

No Litoral Norte Paulista os planorbideos foram coletados em corregos e valas
interligados aos rios que nascem na Serra do Mar e desdguam no Oceano Atlantico. Foram
coletadas populacdes de caramujos dos municipios de Sdo Sebastido, Caraguatatuba, Ubatuba e
ITha Bela (Figura 10- Tabela 3).

Do Vale do Rio Ribeira do Iguape foram coletados caramujos de cole¢des de dgua doce
pertencentes ao rio Itariri no municipio de Itariri.

Das colecdes hidricas irrigadas pelos rios Juquid e Ribeira do Iguape, mais
especificamente dos municipios de Juquid e Registro, foram utilizadas 18 amostras de DNA
genOmico. Estas amostras foram processadas em 2008 e, deste entdo, encontram-se preservadas

em ultrabaixa temperatura em freezer a -70°C (Figura 10- Tabela 3).
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Tabela 3 — Pontos de coletas e procedencia das amostras de DNA das populacdes de
Biomphalaria nas bacias do Vale do Ribeira de Iguape e Litoral Norte de Sao Paulo.

Municipio Localidades (Ponto)

Vale do Ribeira do Iguape
*Juquia Bairro Estagao (10), Parque Nacional (8), Centro (9) (Vila Florida)
e (LBMSU 354-363)
A *Registro Vila Sao Francisco (11), Bairro Nosso Teto (12) (LBMSU 349-353)
Itariri Ana Dias (13, 14 e 21), Raposo Tavares (20)
Litoral Norte
d Caraguatatuba | Travessdo (1), Rio Claro (19), Indaid (15), Porto Novo (17), Morro do
= Algodio (16)
U Sio Sebastido | Boracéia (4), Maresias (2), Barra do Uma (3), Camburi (6), Canto do Mar (5)
Ilha Bela Barra Velha (7), Itaquanduba (18)
Ubatuba Bairro Sesmaria (22)

* LBMSU - N° do DNA da cole¢do do Laboratdrio de biologia molecular da Sucen.

5.2. Caracterizacao das localidades de coleta no Litoral Norte

A regido hidrogréfica do Litoral Norte (URGH 3) do estado de Sdo Paulo, com area total

de 1.987 Krnz, faz limite ao norte com o Estado Rio de Janeiro, a oeste com as Bacias do Paraiba

2z

do Sul e do Tieté, e ao Sul com a Baixada Santista e € caracterizada por 26 sub-bacias

continentais, cujos rios partem da Serra do Mar para o Oceano Atlantico e 8 sub-bacias insulares

(CBH LN, 2010; IPT, 2001). A bacia hidrogréfica do Litoral Norte é formada pelo maior indice

de vegetacdo do estado de Sdo Paulo, com 81,8% de sua drea total representada pelo bioma da

Mata Atlantica: Floresta Ombréfila Densa, restinga e manguezais (CETESB, 2008).
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5.2.1 Caraguatatuba

Os principais rios que permeiam a cidade de Caraguatatuba sdo: Juqueriqueré, Santo
Antdnio, Claro e Perequé-Mirim. As nascentes destes rios estdo localizadas na Serra do Mar. As
coletas foram feitas em pontos especificos relacionados a cada um destes rios (Anexo/Figura I e
II).

— Morro do Algodao e Porto Novo. Foram feitas coletas em dois bairros permeados
pelo Rio Juqueriqueré. Localizado na divisa do municipio de Caraguatatuba e Sdo Sebastido, o
rio tem uma area de vazdo 419,8km2 (CBH LN, 2010). Este rio nasce na serra do Mar, como
todos os rios da bacia do Litoral Norte Paulista, e desdgua na praia do Porto Novo e no bairro do
Morro do Algodao. Nos dois bairros foram coletados em junho de 2012.

Foram coletadas B. tenagophila em uma vala no bairro Porto Novo em dois pontos: em
Barranco Alto (P1) e na estrada do Rio Claro (P2) (Anexo/Figura II-III).

No bairro Morro do Algodao as coletas foram feitas em dois pontos: na Rua Jose Antonio

Ferreira (P1) e na Rua Casimiro de Abreu (P2) (Anexo/Figura II-IV).

— Indaia. Foram feitas coletas no Bairro Indaid, permeado pelo Rio Santo Ant6nio. Este
rio é formado por varios cursos de dgua, tais como: o Rio do Ouro, o Cérrego da Manteiga e o
dos Quinhentos Reis, com uma area de 39,8km2 (CBH LN, 2010). O Rio Santo Antdnio nasce na
Serra do Mar e desdgua entre as praias do Centro e do Indaia.

Foram coletados B. tenagophila em 4 pontos diferentes de uma vala de fundo de cimento
em um canal artificial préximo da praia de Indaid, na Avenida Sao Paulo (Anexo/Figura V-VI).

As coletas dos pontos 2, 3 e 4 foram feitas em outubro de 2010 e no ponto 1 em junho de 2012.

— Rio Claro. Foram feitas coletas no bairro Rio Claro, que é permeado pelo Rio Claro.
O Rio Claro nasce na Serra do Juqueriqueré em S3o Sebastido e segue até o municipio de
Caraguatatuba. E afluente do Rio Juqueriqueré e tem drea de vazdo de 70,2 km?® (Chan et al.,
2009). Foram feitas coletas em uma vala de irrigacdo em uma fazenda no bairro Rio Claro, na

Rua Cambixo em junho de 2012 (Anexo /Figura VII).

28



— Travessao. Foram feitas coletas no bairro Travessdo, permeado pelo Rio Perequé-
Mirim, localizado na divisa de Caraguatatuba e S@o Sebastido, o qual se junta ao Rio
Juqueriqueré. Em épocas de chuva ha registro de ocorréncia de inundag¢des em virtude do refluxo
causado pelos dois rios (CSAN, 2011).

Em outubro de 2010 e abril de 2012 foram feitas coletas em uma vala alagada na Rua
Guarujd esquina com Rua Manoel Silva, que resultaram em apenas 21 exemplares de caramujos
coletados. Em junho de 2012 foi possivel coletar novamente no mesmo local, resultando em 146

espécimes de caramujos (Anexo/Figura VIII).

5.2.2 I1ha Bela

A Tlha Bela (Anexo/Figuras IX e X) esta separada do continente por 18 km. Possui um
relevo montanhoso. Em Ilha Bela foram coletados moluscos planorbideos do género

Biomphalaria nos seguintes pontos (Anexo/Figura IX):

— Bairro Barra Velha, os espécimes foram coletados na Rua Bahia em uma vala
alagada (Anexo/Figura X(A)), conectada ao Cérrego Paquera/Cego, com érea de vazdo de 49,8
Km®. Esta sub-bacia apresenta problemas tipicos de polui¢do dos recursos hidricos (CBH LN,
2010). Neste ponto foram coletados caramujos B. straminea. As coletas foram feitas em junho e

outubro de 2010 e junho de 2012.

— Bairro Itaquanduba, a coleta foi feita na Rua Alzira Simdes Bertine, em uma vala
recentemente reformada com fundo de cimento (Anexo/Figura X(B)), abastecida pelo Cérrego
IThabela/Cachoeira, com area de 12,3 km”. Esta sub-bacia esta localizada no centro urbano de Ilha
Bela (CBH LN, 2010). Neste ambiente foram coletados caramujos B. tenagophila em junho de
2012.
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5.2.3 Sao Sebastiao

No municipio de S@o Sebastido hd numerosos rios formando sub-bacias. Os principais
rios sdo Camburi, Maresias, Una e Juqueriqueré. As coletas foram feitas em cole¢des hidricas nos

seguintes pontos (Anexo/Figura XI):

— Bairro Camburi, permeado pelo Rio Camburi que tem drea de vazio de 36,2 Km®
(CBH LN, 2010). As coletas foram feitas na vala da Rua Reginaldo Flavio Correia (Anexo,
Figura XII/), em junho de 2010.

— Bairro Maresias, a coleta foi feita na vala da Rua Guanabara (Figura XII/Anexo) que
¢ abastecida pelo Rio Maresias (21,1 sz, CBH LN, 2010). As coletas foram feitas em junho de
2010.

O bairro da Barra do Una e Boracéia estdo conectados ao Rio Una com drea de vazdo de
120,8 Km® (CBH LN, 2010).

— Bairro Barra do Una, as coletas foram feitas na vala da Rua Itaipava com a Rua
Boré Jesus (Anexo/Figura XII), em junho e outubro de 2012.

— Bairro Boracéia, as coletas foram feitas na vala da Rua Cubatio com a Rua
Paranapiacaba (Anexo/Figura XII), em junho de 2010.

— Bairro Canto do Mar, especificamente na Avenida Nereu, em junho de 2010. A vala
estd conectada ao Rio Juqueriqueré, que faz divisa com Caraguatatuba e Sdao Sebastiao
(Anexo/Figura XII).

Em todos os pontos foram coletados apenas a espécie de B. tenagophila.

5.2.4 Ubatuba

No municipio de Ubatuba foram coletados em outubro de 2010 apenas 3 espécimes de B.
tenagophila no bairro Sesmaria, na vala da Avenida Fluminense, que é permeado pelo Rio
Acaran, afluente do Rio Grande de Ubatuba, este com area de vazdo de 103 Km? (CBH LN,
2010) (Anexo/Figuras XIII e XIX).
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5.3. Caracteristicas das localidades de coleta no Vale do Ribeira/Litoral Sul

O Vale do Rio Ribeira abrange uma area de 18.112,80 Km?2. A regido esté localizada ao
sul do estado de Sdo Paulo e leste do Estado do Parana. Os recursos hidricos (URGH 11) desta
regido estdo distribuidos em 13 sub-bacias em uma extensdo de aproximadamente 260 Km em
territério paulista e drea de drenagem de 17068 Km?’. O principal rio que percorre a regido é o
Ribeira do Iguape que nasce como Rio Assungui no Estado do Parand (CETESB, 2008). Os
principais afluentes do Rio Ribeira do Iguape sdo os rios Turvo, Ponta Grossa, Pardo,
Jacupiranga, Juquid e Itariri (CBH RB, 2007). A vegetacdo natural da area é formada por
remanescentes continuos de Mata Atlantica (CETESB, 2008).

5.3.1 Itariri

Foram coletados planorbideos em afluentes do rio Itariri (Anexo/Figura XX). Este rio
nasce no litoral proximo do municipio de Peruibe, corre em sentido oeste seguindo em dire¢do a
Miracatu onde desdgua no Rio Sdo Lourenco. Tem édrea de vazdo de 551,83 km® (CBH RB,
2007), e aproximadamente 42 km de extensao.

Os pontos de coleta no municipio de Itariri incluem os distritos de Ana Dias e Raposo

Tavares (Anexo/Figuras XX—XXII):

— Distrito Ana Dias

Em Ana Dias foram feitas coletas em quatro pontos especificos (Anexo/Figura XX e
XXI):

Em um alagado no Foco Palmito (P1), em valas na Fabrica Aluminio (P2), na Avenida
Engenheiro Clay P. do Amaral (P3) (Anexo/Figura XXII) e Campo de Aviagdo I (P4).

No Foco Palmito e Fabrica Aluminio as coletas foram feitas em junho e novembro de
2010, maio e agosto de 2012 e marco de 2013. Foram coletados exemplares da espécie B.
tenagophila e apenas no ponto P3 foram identificadas as espécies B. tenagophila e B. straminea.

— Distrito Raposo Tavares

Foram feitas coletas em dois pontos (Anexo/Figura XX e XXIII): No lago artificial do

Pesqueiro Balsamo (P1), onde foi coletado B. tenagophila, e no lago do Hotel Juréia (P2)
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(Anexo/Figura XXIV) onde foi encontado B. straminea. As coletas foram feitas em maio de 2012

e marco de 2013.

5.3.2. Registro e Juquia

Em Registro e Juquid (Anexo/Figuras XXV a XXXI) os exemplares que deram origem ao
material gendmico foram coletados em cole¢des hidricas relacionadas aos Rios Ribeira do Iguape

e Rio Juquid. As amostras derivadas de Registro e Juquid foram coletadas em 2008:

Registro:

O Rio Ribeira nasce no Parand como Rio Agungui. No seu percurso, apos confluéncia
com seu principal afluente, o Rio Juquid, passa a ser denominado Rio Ribeira de Iguape apds o
municipio de Registro no estado de Sao Paulo (CETESB, 2006) (Anexo/Figura XXV). O Rio
Ribeira do Iguape tem area de vazao de 3.631 km? (CBH RB, 2007).

Os caramujos foram procedentes de dois pontos (Anexo/Figuras XXV e XXVI):

— Bairro da Vila Sao Francisco. Foi identificada a espécie B. tenagophila (Anexo/
Figura XXVII).

— Bairro Nosso Teto. Foram identificadas as espécies B. tenagophila e B. straminea

(Anexo/Figura XXVIII).

Juquia:

O Rio Juquid nasce da juncdo do Rio Acungui com o Rio Juquid-Guacu. O Rio Juquia
desdgua no Rio Ribeira do Iguape, no municipio de Registro, e termina no Oceano Atlantico. O
Rio Médio Juquid que tem drea de vazdo de 1.166,59 Km” (DAEE, 2013) e o Rio Baixo Juquid
com 1.059,20 Km?, drenam no municipio de Juquid (CBH RB, 2007).

Apenas a espécie B. tenagophila foi identificada no municipio. As amostras de DNA
foram procedentes de trés pontos (Anexo/Figura XXIX):

- Bairro Estacao (Anexo/Figura XXXA)

- Parque Nacional (Anexo/Figura XXXB)

- Centro, na Vila Florida (Anexo/Figura XXXI).
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5.4. Exame parasitologico e disseccio dos caramujos

No laboratdrio os caramujos coletados do litoral Norte e Itariri foram examinados durante
30 dias, 2 vezes por semana, para observacdo de liberacdo de cercdrias de trematédeos (Infeccao
Natural). Para isso os caramujos foram expostos a luz artificial. A identificacdo de cercdrias in
vivo foi feita por observagao em microscopio Optico. Estes moluscos foram mantidos em cubas
com 4gua declorada e alimentados com alface ad libitum.

Apenas amostras livres de infec¢do por parasitas foram utilizadas como matriz para a
andlise molecular e as desovas destes para os testes de suscetibilidade (Infeccao experimental).

Para idenficacdo das espécies foram utilizadas duas técnicas complementares. A técnica
de fixacdo para afrouxamento dos musculos e separacdo das partes moles da concha foi feita por
imersdo do caramujo a 70°C por 30 segundos e permitiu a identificacio morfoldgica. Esta técnica
ndo permite a obten¢do de material gendmico intacto (pois o aquecimento do caramujo em dgua
quente degrada o DNA), por isso a extragao de DNA foi feita apds excisao da regiao cefalopodal
de caramujos vivos submetidos a esmagamneto. Nesta técnica o caramujo € prensado entre placas
de Petri e submetido a uma leve pressdao. Com pingas de ponta finas, sdo retirados os pedacos de
conchas cuidadosamente no microscopio estereoscopio, para a disseccdo in vivo (Ministério da
Saude, 2008). Do mesmo caramujo € retirada a por¢ao inferior do pé (cefalopodal), que segue
para a extracdo de DNA. As pecas (aparelho reprodutor) utilizadas para identificacdo foram
mantidas como “vouchers” em tubos com fixador Raillet-Henry.

Para garantir um relaxamento padrao os caramujos foram anestesiados com Pentobarbital
Sédico (Hypnol®, Cristalia, Brazil) 0,4 mg/ml por 5-8h (Martins-Sousa et al., 2001) tanto nos
caramujos utilizado na técnica de fixagdo e de esmagamento.

Dos caramujos coletados do campo 6 espécimes de cada localidade (ponto) foram
isolados, e destes 3 foram dissecados (Deslandes, 1959) e identificados por meio de
caracteristicas morfoldgicas do aparelho reprodutor, conforme Paraense (1975; 1981) por meio
da técnica de fixacdo de gastropodos limnicos. Dos outros 3 caramujos foram submetidos a
separacdo da concha e partes moles por esmagamento, a identificacdo morfolégica foi feita in

vivo, para evitar danos ao material genético.
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5.5. Extracio de DNA, amplificacoes e sequenciamento

A extragdo do DNA foi feita utilizando o kit comercial DNeasy Blood e Tissue (Qiagen),

(No Anexo 1 estd descrito o Protocolo de extragdo), a partir de espécimes de cada localidade

(Tabela 4). Todas as amostras de DNA gendmico foram cadastradas e, posteriormente, mantidas

em tubos tipos Eppendorff® em ultrafreezer a -70 °C, na colecdo de DNA do LBMSU, que

atualmente conta com aproximadamente 650 exemplares de DNA’s gendmicos das principais

espécies neotropicais de Biomphalaria.

Tabela 4 — Quantidade de DNA’s extraidos, sequencias de 16S/ ITS-2 e identificacdo geogréfica.

Municipio

Local de coleta

N° amostras
/DNA

N° Seq de:

16S

ITS-2

Juquia

Bairro Estacdo

|98}

2

Parque Nacional

Vila Florinda

Registro

Sao Francisco

Nosso Teto

Itariri

Ana Dias - P1 Foco Palmito

Ana Dias - P2 Fabrica Aluminio

Ana Dias - P3 Av Eng. Clay P. Amaral

Ana Dias - P4 Campo de Aviagdo |

Raposos Tavares - P1 Pesqueiro Bdlsamo

Caraguatatuba

Indaid - P1

el Ll el el e D N e D A R L)

Indaia — P2

Indaia — P3

—

Indaid - P4

Morro do Algodao - P1 Jose Antonio Ferreira

Morro do Algoddo - P2 Casimiro de Abreu

Porto Novo - P1 Barranco Alto

Porto Novo - P2 Estrada Rio Claro

Rio Claro, Cambixo

Travessao

Sédo Sebastido

Barra do Uma

Boracéia

Camburi

Canto do Mar

Maresias

— = = =[OV DD [N || = [ = = [ D WD [ = [ = | W

[ [ U U NS ) [ NN S, JU JUN U

Ubatuba

Sesmaro

Ilha Bela

Itaquanduba

(SN TN N N | S e L3 [ SISO NS RS PN I R P (V) BSOS S N ) NS N

Biomphalaria tenagophila

Total 72

Registro

Nosso Teto

Ilha bela

Barra Velha (Rua Bahia)

Itariri

Raposo Tavares - P2 Hotel Jureia

Bl |Ww

Ana Dias - P3 Av Eng. Clay P. Amaral

1

Biomphalaria straminea

Total 13

Total 7

Total 2
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Para verificar a eficiéncia da extragcdo do DNA genomico, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1,4% e os produtos obtidos foram visualizados por meio de Trans-
iluminador Eletronico UV (Ultra-Lum) (Figura 11). Fotografias digitais dos géis de agarose
foram obtidas por meio de cdmera Canon® acoplada a computador. As imagens foram analisadas

por meio do software Launch Doc-ItLS.

Figura 11 - Visualizagdo em gel de agarose 1,4% das extragdes de Biomphalaria, da esquerda
para a direita, 1* coluna: marcador molecular de 1kb; 2% e 3* colunas: N° LBMSU 503 e 504, da
localidade de Itariri, Ana Dias P1, Foco Palmito.

Ao DNA extraido foi aplicado o seguinte protocolo de amplificacdo do trecho de DNA
mitocondrial 16S, para reacdes com volume total de 50 pL.: 10-100 ng de DNA de Biomphalaria,
concentracdo final de 200 pM de cada nucleotideo - dNTP's (1 pL de 10 mM -
desoxirribonucleotideos fosfatados - Adenina, Citosina, Guanina e Timina), 0,5 uM de cada
primer (2,5 uLL de 10 uM), 1,5 plL de MgCl, (3 pL de 25 uM) 25 pL de H,O autoclavada e 1
unidade (1 pL) de Tag DNA polimerase (Promega) com concentracdo final 1x de buffer (10 pL
de 5x). Foram utilizados os seguintes pares de primers (Palumbi, 1996) para a reacdo de

amplificacdo:

16S Ar Forward (5-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’)
16S Br Reverse (5-CCGGTCTGAACTGAGATCACGT- 3’).

As reacdes de PCR ocorreram em termociclador MJResearch® com o seguinte perfil de
temperatura: uma etapa de desnaturagdo inicial de 5 minutos a 94°C, seguido de 35 repeti¢des de
30 segundos a temperatura 94°C, 30 segundos a 54°C e 1 minuto a 72°C, mais uma extensao
final de 5 minutos a 72°C. Os produtos da PCR foram verificados por eletroforese em gel de

agarose a 1,4%, com Gel Red e luz ultravioleta. Os produtos amplificados foram purificados
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utilizando o kit QIAquick PCR Purificarion (Qiagen®). A concentracao de DNA foi estimada a
partir de comparac¢do com o padrdo do marcador de peso e concentragdo de massa “Low DNA
mass ladder” (Invitrogen). Apenas produtos com no minimo 20 ng de DNA seguiram para
sequenciamento, de acordo com o protocolo do Laboratério de Biologia Molecular do Instituto
Butantan, otimizado para o sequenciador ABI3100 (Applied Byosistems®).

Os dados foram utilizados para estimar a distancia genética entre pares de individuos,
utilizando o modelo de substituicio de nucleotideos Kimura 2-pardmetros (Kimura, 1980) e
constru¢do de arvore filogenética por algoritmo Neighboor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987).
Esta andlise foi feita em PAUP (Swofford, 2002), com o objetivo de identificar individuos mais
divergentes entre si, para a amplifica¢do de ITS2.

Para a amplificacdo do segundo espacador do DNA ribossomico (ITS2) através da reacao
em cadeia de polimerase (PCR), foram utilizados os primers ITS2F e ETTS1 (Vidigal et al.,
2000):

ITS2F  Forward (5’-CGTCCGTCTGAGGGTCGGTTTGC- 3%)
ETTS1 Reverse (5 -TGCTTAAGTTCAGCGGGT-3).

Cada reagdo da PCR do ITS2 foi feita com volume total de 50 pL: contendo 10-100 ng de
DNA de Biomphalaria, concentracdo final de 200 uM de cada dNTP's (1pL de 10 uM), 1 uM de
cada primer (5 pL de 10 uM), 2,5 puLL de MgCl, (5 pL de 25 uM) 25 uL. de H,O autoclavada e 1
unidade (1 pL) de Taq DNA polimerase (Promega) com concentragdo final 0,5x de buffer (SpL
de 5x).

O perfil de temperatura de PCR foi o seguinte: uma etapa de desnaturacdo inicial de 2
minutos a 94°C, seguido de 40 repeti¢des de 30 segundos a temperatura 94°C, 45 segundos a
58°C e 1 minuto a 72°C mais uma extensao final de 7 minutos a 72°C. Os produtos da PCR
foram verificados e depois foram purificados utilizando o kit QIAquick PCR Purificarion

(Qiagen) e clonados em plasmideo.
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5.6. Clonagem dos fragmentos de ITS-2, PCR pés-clonagem e sequenciamento

O gene ITS-2 € representado em varias repeticdes no genoma, por isso foi feito o processo
de clonagem, buscando minimizar as variagdes em um mesmo individuo. Os produtos de PCR
purificados do gene nuclear ITS2, de aproximadamente 450 pares de bases, foram submetidos a
reacdo de ligacdo dos fragmentos de DNA ao vetor pGEM®—T Easy (Plasmidio). Para este fim foi
utilizado o kit pGem-T Easy Vector System® (Promega). As reacdes de ligagdo continham 1ul de
T4 DNA ligase (1U), 0,5ul de Vetor pPGEM-T Easy, 3ul de produto de PCR purificada (inserto),
Sul de tampao 2x e 0,5ul de H,O autoclavada. As reagdes permaneceram durante uma hora a
temperatura ambiente e depois overnight a 4°C.

Para a transformacao de células competentes foi utilizado 10ul da reacdo de ligacdo e S0ul
de bactérias Escherichia coli DH5a quimicamente competentes por MgCl,, cedidas pelo Instituto
Butantan. A insercdo do fragmento ITS2 a bactéria foi induzida por meio de choque de
temperatura. A mistura foi mantida no gelo por 30 minutos e depois 30 segundos a 42°C e
novamente 2 minutos no gelo. O produto foi incubado em 940ul de meio LB Broth (Invitrogem)
sem ampicilina por uma hora a 37°C. Apés este periodo, 100ul de cada um dos meios com
plasmideos foi colocado em placas de Petri contendo meio LB-Agar (Invitrogem) com
ampicilina, 60ul de Xgal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo) e 17ul de IPTG
(Isopropyl-beta-D-thiogalacto pyranoside).

O antibiotico (ampicilina) foi utilizado para que as bactérias que ndo continham o vetor
ndo sobrevivessem, uma vez que o vetor confere resisténcia a bactéria que o possui. O substrato
andlogo a lactose Xgal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fB-D-galactopiranosideo) foi adicionado ao
meio para a identificacdo das bactérias que continham o vetor-inserto. Como mostra a figura 12,
o plasmideo utilizado apresenta o sitio multiplo de clonagem incorporado ao gene lacZ’, que
codifica para um segmento de -galactosidase. Dessa forma, quando o gene estd integro, isto &,
nao houve a incorporagdo de nenhum fragmento (inserto) de DNA em um dos sitios de clonagem,
o gene lacZ’ é transcrito e traduzido, seu produto combina com outra proteina codificada pelo
DNA cromossomico, formando um hibrido ativo de B-galactosidase. Se o substrato X-Gal esta
presente no meio, ele é hidrolisado por esta enzima em um composto de cor azul, sob estas

condi¢Oes, colOnias que incorporaram o vetor sem inserto apresentaram cor azul. Em contraste,
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células que carregaram um vetor com um inserto clonado formaram col6nias brancas. Isto ocorre
porque o fragmento de DNA inserido em um dos sitios de clonagem interrompeu a sequéncia
correta de codons do gene de lacZ’ e inibiu a produgdo de proteina lacZ’ funcional, e portanto, a
producdo do hibrido de B-galactosidase ativo (Glick & Pasternak,1998).

O IPTG € um indutor da transcri¢do genética que aumenta a quantidade da enzima T7

RNA polimerase, a qual se liga ao promotor T7, iniciando a transcricio do cDNA de interesse.
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Figura 12 - Mapa do vetor de clonagem pGEM®-T Easy, utilizado no processo de transformagao
bacteriana. Fonte: Promega (2012).

As placas foram incubadas a 37°C por 18 horas para o crescimento das bactérias. Depois
das coldnias ja crescidas foram selecionadas as colonias brancas (Figura 13) para a reacdo de
PCR de ITS-2 p6s-clonagem.

Coldnias individuais foram transferidas para tubos tipo Eppendorff® (Figura 13) onde
foram acrescentados os reagentes para amplificacdo em PCR. Cada tubo de reagdo continha 2 L.
(10 uM) de dNTP's, 3 uL (10 uM) de cada primer ITS2, 5 uL (25 uM) de MgCl, 0,4 puL. de Taq
DNA polimerase (Promega), 10uL buffer (5x) e dgua MilliQ para completar 50 microlitros. O
protocolo de amplificacdo constou de uma etapa de desnaturacio inicial de 3 minutos a 94°C,
seguido de 30 repeticdes de 30 segundos a temperatura de 94°C, 40 segundos a 52°C e 40

segundos a 72°C, mais uma extensao final de 7 minutos a 72°C.
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Figura 13 - Foto das placas com as coldnias azuis sem o inserto e colonias brancas com o inserto
de ITS2 das amostras de 354 (Juquid), 495 e 501 (Sao Sebastido/ Barra do Una) respectivamente,
e demostracio da transferéncia de uma coldnia branca para o tubo tipo Eppendorff®.

Os produtos da PCR pés-clonagem (segunda PCR) foram verificados por eletroforese em
gel de agarose e purificados (Figura 14) com o QIAquick PCR Purificarion (Qiagen®). A
concentracdo de DNA foi calculada por comparagc@o com o padrao de massa de DNA “Low DNA
mass ladder” (Invitrogen). Apenas produtos com no minimo 20 ng de DNA seguiram para
sequenciamento, de acordo com o protocolo do Laboratério de Biologia Molecular do Instituto

Butantan, otimizado para o sequenciador ABI3100 (AppliedByosistems®).
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Low

Figura 14 - Visualizacdo em gel de agarose 1,4% das purificagdes de Biomphalaria, corado com
Gel red, (A) ITS2, da esquerda para a direita, 1* coluna: marcador molecular “Low Ladder”, 2°, 3*
e 4* colunas: N° LBMSU 354 (Juquid), 495 e 501(Sao Sebastido). (B) 16S, da esquerda para a
direita, 1* coluna: marcador molecular 500pb, 2%, 3* e 4* colunas: N° LBMSU 532, 534, 535 ¢ 536
(Itariri) .
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5.7. Analise dos dados moleculares

As sequéncias foram corrigidas usando o programa Chromas (Technelysium Pty Ltd.),
alinhadas com a versdao do programa ClustalX 1,8 (Thompson et al., 1997). Os alinhamentos
foram ajustados visualmente através do programa BioEdit 7.0 (Hall, 1999). A andlise da
distribuicao da variabilidade de nucleotideos nas sequéncias de um mesmo grupo ou de grupos
distintos foi calculada com o uso do software DNAsp (Librado & Rozas, 2009) que estima
parametros de diversidade de nucleotideos (Pi) e a diversidade de haplétipos (Hd). A estimativa
da genealogia dos genes, que resultou numa rede multifurcada e reticulada, rede de haplétipos,
foi estimada com auxilio do software TCS 2.1 (Clement, Posada & Crandal, 2000).

Para a reconstrugdo filogenética, os dados foram analisados em PAUP versdo Beta 10
(Swofford, 2002), que implementa critérios de distdncia, maxima parcimdénia e maxima
verossimilhanga. De forma a testar a robustez dos resultados filogenéticos obtidos por distancia e
verossimilhancga, os alinhamentos de sequéncias foram submetidos a reconstrucio filogenética
inferida por meio de andlise Bayesiana, utilizando o programa MrBayes (Huelsenbeck &
Ronquist, 2001; Ronquist & Huelsenbeck, 2003), que se baseia na distribui¢do de probabilidades
posteriores, conforme o teorema de probabilidades de Bayes. A selecio do modelo de
substituicdo de nucleotideos mais ajustado aos conjuntos de sequéncias alinhadas foi feita por
meio do cdlculo de verossimilhanca em PAUP (Swofford, 2002). O menor valor de

verossimilhanga foi calculado por meio do software MrModeltest 2.3 (Nylander, 2004).
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5.8. Analise da suscetibilidade de populacoes de Biomphalaria tenagophila

Para a andlise de suscetibilidade foram utilizados os caramujos procedentes de oito sitios
distintos nas localidades de Itariri (Ana Dias Ponto 2- Fabrica Aluminio), Caraguatatuba (Bairro
Indaid Ponto 1, Ponto 2 e Ponto 3; Bairro Travessdao e Bairro Morro do Algodao Ponto 2-
Casimiro de Abreu), Sao Sebastido (Barra do Una) e Ilha Bela (Itaquantuba). Estes caramujos
foram mantidos acasalados em laboratdrio, e a partir deles foram isoladas as desovas para a
criacdo dos espécimes testados quanto a suscetibilidade ao S. mansoni.

Os moluscos utilizados para esta finalidade sdao os eclodidos das desovas (F1), que a
atingirem 5-7 mm de didmetro de concha. Os caramujos foram expostos a 10 miracidios de S.
mansoni de diferentes linhagens, com um grupo controle para cada localidade (Tabela 5). Os
miracidios, que foram colocados em contato com os moluscos por duas horas sob a acdo de luz
incandescente (60W) e a temperatura de 28°C, foram obtidos de fezes de camundongos

previamente infectados.

Tabela 5 - Quantidade de caramujos das populacdes de Biomphalaria tenagophila testadas por
localidade e as diferentes linhagens de Schistosoma mansoni e grupo controle.

NG ) e N° de moluscos
Populacao de B. tenagophila testados/linhagem:
SJ | SJIS| BH | SE | Controle | Total

1. Itariri (Ana dias P2 - Fabrica Aluminio) | 30 30 30 30 30 150
2. Caraguatatuba (Travessao) 30 30 15 15 15 105
3. Caraguatatuba (Indaid Ponto 1) 15 15 15 15 15 75
4. Caraguatatuba (Indaid Ponto 3) 30 30 30 30 30 150
5. Caraguatatuba (Indaid Ponto 4) 30 30 15 0 15 90
6. Caraguatatuba (Morro do Algodao-P2) 15 15 15 15 15 75
7. Sao Sebastiao (Barra do Una) 30 30 30 30 30 150
8. Ilha Bela (Itaquantuba) 30 30 15 15 15 105

Decorridos 30 dias da exposicdo aos miracidios, os moluscos foram examinados duas
vezes por semana durante dois meses para a verificacao da liberacao de cercdrias de S. mansoni.

Para isso foram expostos individualmente a luz incandescente (60W) e a temperatura de 28°C em
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frascos contendo dgua declorada ao longo de todo o experimento. Foi anotada a mortalidade dos
caramujos expostos € do grupo controle.

A suscetibilidade de moluscos de cada localidade e populacdo foi testada para quatro
diferentes linhagens do S. mansoni (Tabela 5). As linhagens BH, (Belo Horizonte, MG) e SE
(Ilha das Flores, SE) sdo mantidas rotineiramente em laboratério em espécimes de B. glabrata
simpatrica. As linhagens de S. mansoni denominadas SJ, (Sao José dos Campos, SP) e SJS (Sao
José dos Campos, Selecionada geneticamente para suscetibilidade) (Zanotti-Magalhdes et al.,

1991) sao mantidas em laboratério em espécimes de B. tenagophila simpatrica.
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6. Resultados

6.1. Coleta no Litoral Norte

Foram coletados 1270 caramujos planorbideos do género Biomphalaria nos municipios de

Caraguatatuba, Ubatuba, Sao Sebastido e Ilha Bela. Dos exemplares coletados, 84% foram

morfologicamente identificados como B. tenagophila e o restante (16%) foram identificados

como B. straminea (Tabela 6).

Foram observados caramujos parasitados em amostras de B. tenagophila coletadas em

Caraguatatuba (Travessao, Morro do Algodao e Indaid). Foram identificadas xifidiocercérias

(Cercaria minense, Ruiz 1952), equinostomocercarias (Cercaria macrogranulosa, Ruiz 1952) e

cercéarias oceliferas (Cercaria ocellifera, Lutz 1919) (Tabela 6).

Tabela 6 - Caracterizacdo geografica, espécie e resultado parasitolégico nos pontos de coletas de
caramujos da bacia hidrografica do Litoral Norte do estado de Sao Paulo.

Municipio Ponto de coleta — Coordenadas Geograficas Tipo Carall\lnc;u'os Espécie Resultado
P Localidade Latitude S |Longitude O colecio coleta di S identificada Exame cercarias
Bairro Rio oA1s " o ’ Irrigagdo, B. .
Claro 23°41°16.4” |45°28157.9 Fazenda 59 tenagophila negativo
Pl | 23°38°04,2" | 45°25°14.7 389 | B tenagophila | " 0cCelera bol
. . macrogranulosa
}333@? P2 | 23°37'59.65" [45°25'11.43" | Vala- praia 13
= hdaia P3 | 23°38'3.25" [45°25'14.32" 13 B. tenagophila negativo
= P4 | 23°37'55.7" |45°25'8.78" 9
§ Bairro Vala - Rio
= ~ 23°41'49.5" | 45°26'30.8" Pereque- 167 B. tenagophila | C. macrogranulosa
80 Travessao Mirim
&
s Bairro P1 | 23°4124.33" |45°26'41.19" 11 negativo
© Porto Vala B. tenagophila
P2 | 23°41°34.8” |45°26°58.1” 14 negativo
Novo
Bairro P1 | 23°40°42,2” |45°27°18,5” 147 negativo
MOI‘I‘O~dO P2 23040'26,1” 45026'54,3" Vala 168 B. tenagophila C. ;nacrg.granulosa
Algodio C. minense
Canto do Mar 23°42'58.38" |45°25'53.75" Vala 4 negativo
Sdo Camburi 23°46'20.25" |45°38'50.55" Vala 15 B negativo
- Maresias 23°47°15.60” |45°33°24.89 Vala 19 . negativo
1 hil
Sebastiao | céia 23°45°12,25”" ¥5°49°31,89" |  Vala 15 eragopiia negativo
Barra do Uma 23°45°25.34” | 15°16°74” Vala 16 negativo
Tlha Barra Velha 23°49'17.5" | 45°22'01.4" al‘ggﬁo 204 B. straminea negativo
Bela | uanduba | 23°47' 564" | 45°21' 44" Vala 4 B. tenagophild] _ negativo
Ubatuba | Bairro Sesmaria | 23°2722.11" | 45°5'6.98" | “oirRio 3 B. negativo
carad tenagophila
Total 1270
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6.2. Coleta no Vale do Ribeira/Litoral Sul

Foram coletados 365 exemplares em Itariri. Dos exemplares coletados 310 foram

morfologicamente identificados como B. tenagophila, 55 como B. straminea. E das 18 amostras

de DNA de Registro e Juquid depositadas na colecio do LBMSU, 15 amostras foram

identificados com B. tenagophila e 3 como B. straminea (Tabela 7).

Tabela 7 - Caracterizacdo geografica, espécie e resultado parasitolégico nos pontos de coletas de
caramujos da bacia hidrografica do Vale do Rio Ribeira do Iguape do estado de Sao Paulo.

Ponto de coleta - Coordenadas Geogréficas . N° L . Resultado
Municipio Localidade Latitude S Longitude O CTllp(i Caramujo | . dEStI} F.ae; Exame
Latitude S atitude ongitude olecao coletado léentificacas cercarias
P1, 24°18°39,9”’ 47°07°31,4 | Alagado 120 B. tenagophila negativo
Ana Di P2 24°18°26,3” 47°03°58,9 | Vala 120 B. tenagophila negativo
na Dias : -
P3 24°18'11.8" 47°04'04,1" Vala no 46 B. tenagop.hzla e negativo
. Bananal B. straminea
Itariri P4 24°18'13.57" | 47°4'31.73" | Vala 19 B. tenagophila negativo
Raposo | P1 24°17'55" | 47°08.06,8" | 1280 28 B. tenagophila | "&31Y0
Tavares artificial
P2 2UITS367 | 47°08,550 | L0 32 B. straminea | "EMVO
artificial
Bairro Estacdo 24°19'33,6" 47°37'53,5" | Vala *4
Juquis Pq Nacional 24°18'56,7" | 47°38'03,1" | Vala *4 B. tenagophila
Centro / Vila florida 24°19'19,7" 47°38'22,9" | Vala *2
Vila Sao Francisco 24°2920,1" 47°51'06,1" | Vala *4 B. tenagophila
Registro | \osso Teto 24°3037,0" | 47°50'07,9" | Vala -3 B. straminea
*1 B. tenagophila
Total 383

* N° de DNA extraido e depositado na colecdo do LBMSU
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6.3. Analise da distribuicio da diversidade genética populacional na espécie B.

tenagophila e B. straminea

Foram obtidas 72 amostras de DNA gendmico da espécie B. tenagophila e 13 amostras de

B. straminea (Tabela 4).

6.3.1 Analise de rRNA 16S

Para o trecho do gene mitocondrial 16S rRNA foram geradas 55 sequéncias de B.
tenagophila e 7 sequéncias de B. straminea, com 322 nucleotideos apds edi¢do. No anexo 2 esta
descrito o alinhamento feito em ClustalX para trecho do gene 16S rRNA.

Em relagdo as duas microrregides do estado de Sdo Paulo analisadas, Litoral Norte (35
sequéncias) e Litoral Sul/Vale do Ribeira do Iguape (20 sequéncias), a andlise para o gene
mitocondrial 16S rRNA indicou maior fragmentacdo no Litoral Sul/Ribeira do Iguape; sdo 7
haplotipos diferentes, com alta diversidade génica (0,732) (Tabela 8). A distancia genética (Kxy)
entre as duas microrregides, em torno de 2%, e o FST>0,25 (Tabela 9) indicaram que estas

microrregides apresentam um grau considerdvel de isolamento genético.

Tabela 8 - Indices de diversidade molecular para o gene mitocondrial 16S rRNA de B.
tenagophila estimados em sequéncias agrupadas conforme microrregides litoraneas do estado de
Sao Paulo. (N= nimero de sequéncias, S= nimero de sitios varidveis, h= niimero de haplétipos, Hd= diversidade

haplotipica e varidncia (VHd), n= nimero médio de diferencas entre duas sequéncias, k= nimero médio de
diferencas , D= indice de neutralidade de Tajima).

Microrregioes N [ S h Hd (VHd) I1 k Tajima D
Litoral Norte 35 | 3 3 0,516 (0,00247) 0,00333 1,018 0,8982
Litoral Sul 20 | 8 7 0,732 (0,00855) 0,00526 1,611 -0,9632

Tabela 9 - Indices de divergéncia genética para o gene mitocondrial 16S rRNA de Biomphalaria
tenagophila calculados entre as microrregides do Litoral Norte e Sul do estado de Sao Paulo. (N=
nimero de sequéncias, n=nimero de sitios polimérficos, Kxy= nimero médio de diferencas de nucleotideos entre
sequéncias, distdncia genética, nfix= nimero de diferencgas fixadas, p= nimero de mutacdes compartilhadas, Fst=
indice de diferenciacdo de Wright).

Microrregioes 1 | Microrregioes2 | N n Kxy Nfix p Fst

Litoral Norte Litoral Sul 55 9 2,060 0 2 0,36189
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Os resultados do gene 16S rRNA analisados nas seis populagdes deste estudo mostraram
uma significativa diversidade genética (Hd) (0,714) nos caramujos de Juquid (Tabela 10). Os
resultados indicaram também que a diversidade genética estd estruturada dentro das populacdes
de caramujos, ou seja, os caramujos sao mais diferentes entre si numa mesma populacdo do que

em caramujos de diferentes populacdes (Tabela 10 e 11).

Tabela 10 - Polimorfismo molecular estimado para as 55 sequéncias do gene mitocondrial 16S

rRNA de Biomphalaria tenagophila. (N= nimero de sequéncias, S= niimero de sitios varidveis, h= ndimero
de haplétipos, Hd= diversidade haplotipica e varidncia (VHd), n= nimero médio de diferencas entre duas sequéncias,
k= ndmero médio de diferencas , Tajima D= indice de neutralidade de Tajima).

p 165 ~ N S H Hd (VHd) K n Tajima D
opulacoes
Caraguatatuba 27 3 3 0,453 (0,00755) 0,807 0,00285 0,29137
Sao Sebastiao 6 2 2 0,533 (0,02963) 1,067 0,00349 1,03194
Ilha Bela 2 0 1 0,000 0,000 0,000 0,0000
Registro 4 3 2 0,500 (0,07031) 1,500 0,00490 0,75445
Itariri 9 5 4 0,583 (0,03361) 1,111 0,00363 1,67754
Juquia 7 2 3 0,714 (0,01606) 0,857 0,00280 0,20619
Total 55 9 8 0,670 (0,00161) 1,585 0,00518 0,53400

O teste de neutralidade D de Tajima ndo foi significativo para p >0,10 em nenhuma das
amostras, indicando que o polimorfismo estd de acordo com o modelo neutro de mutagdes.

O indice de diferenciacdo (Fst) estimado para as populacdes aos pares (Tabela 11) indicou
diferenciacdo genética alta (Fst> 0,25) entre as populacdes de Registro/Caraguatatuba (0,68),
Registro/Ilha  Bela (0,66), Ilha Bela/Caraguatatuba (0,71), Juquid/Registro (0,58),
Juquid/Caraguatatuba (0,58), Registro/Itariri (0,47), Registro/Sdo Sebastido (0,56) e
Itariri/Caraguatatuba (0,43). Os baixos valores de divergéncia e fixacdo de alelos <0.25 entre
populagdes de Caraguatuba/Sao Sebastido (0,19), Sdo Sebastido/Ilha Bela (0,20) e Juquid/ Itariri
(0,12) sdo de certa forma esperados, em fung¢do da proximidade geografica destes pontos
investigados.

E interessante notar a proximidade genética entre as popula¢des de Sdo Sebastido/Itariri
(0,01), Ilha Bela/Itariri (0,0) e Juquid/Sao Sebastiao (0,22). Como justificativa a possibilidade de

um corredor de colonizagdo entre estas localidades ndo pode ser descartada (Tabela 11).
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Os resultados estimados de divergéncia genética baseada em parametros estimados em
DNAsp para o gene 16S demostram que populacdes que colonizam dreas geograficamente

proximas, como Juquid e Registro, podem ser geneticamente distintas das demais populagdes.

Tabela 11 - Estimativa de divergéncia genética entre as diferentes populacdes de Biomphalaria
tenagophila para o mitocondrial 16S rRNA com 322 nucleotideos testadas aos pares em DNAsp.
(N= ntiimero de sequéncias. N= nimero de sitios polimérficos, Kxy= nimero médio de diferencas de nucleotideos
entre sequéncias, distdncia genética, nfix= ndmero de diferencas fixadas, u= nimero de mutacdes compartilhadas,
Fst= indice de diferenciacdo de Wright (variade 0 a 1)).

Populacio 1 Populacio 2 N | n| Kxy | nfix | p Fst
Registro 11 | 52,821 0 0 |0,58228
Itariri 16 | 7 | 1,127 0 0 |0,12676
Juquia Sao Sebastido 13 | 4 | 1,238 0 0 |0,22308
Caraguatatuba 34 | 5 (2,090 0 0 |0,58637
Ilha Bela 9 | 2 10,571 0 0 | 0,25000
Itariri 13 | 6 | 2472 0 2 1047191
Registro Sao Sebastido 10 | 5 | 20917 0 0 | 0,56000
Caraguatatuba 31 | 6 | 3,769 0 0 |0,68531
Ilha Bela 6 | 3 (2,250 0 0 | 0,66667
Sao Sebastido 15 | 5 |1,074 0 2 10,01379
Itariri Caraguatatuba 36 | 6 | 1,745 0 2 10,43179
Ilha Bela 11 | 5 ]0,556 0 0 | 0,00000
Sio Sebastido Caraguatatuba 36 | 6 | 1,745 0 2 10,19064
Ilha Bela 8 | 2 10,667 0 0 | 0,20000
Ilha Bela Caraguatatuba 29 | 3 11,519 0 0 |0,71295

No conjunto de sequéncias de B. tenagophila para o gene 16s rRNA foram identificados 8
haplétipos diferentes, que estdao distribuidos de forma heterogénea; uma mesma localidade tem
até 4 haplotipos compartilhados, enquanto algumas localidades apresentaram sequéncias
agrupadas em haplétipos tnicos e exclusivos da localidade de coleta (Tabelas 12 e 13). Em
Caraguatatuba observamos que localidades geograficamente préximas — bairro Morro do
Algodao, Indaid e Travessdao — apresentam individuos agrupados em diferentes haplétipos, o que

caracteriza a possibilidade de alta variabilidade genética numa mesma localidade.
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Tabela 12 - Banco de dados com 55 sequéncias do gene mitocondrial 16S rRNA de
Biomphalaria tenagophila e 7 sequéncias de B. straminea estruturadas em grupos de haplotipos.

Haplétipos | N |

Q° de Sequéncia/Municipio/L.ocal

Biomphalaria tenagophila

19 Caraguatatuba: 3 Travessido, 4 Rio claro, 4 Porto Novo P1 e P2, 2 Morro do Algoddo
P1 (Jose Antonio Ferreira), 6 Indaia P1, P2 e P3,

HI 22 2 Sao Sebastido: Barra do Una e Maresias,
1 Itariri: Ana dias P2, (Fabrica Aluminio)
H2 1 | 1 Caraguatatuba: Travessao
H3 3 | 3 Registro: Sio Francisco
H4 1 | 1 Itariri: Ana dias P4, (Campo de Aviacdo)
3 Juquia: Pq. Nacional, Bairro Estacdo 1, Vila Florida
1 Registro: Nosso Teto
6 Itariri: Ana dias P1, P2 e P3 (F. Palmito, F. Aluminio e Av. Eng. Clay), Raposo
HS5 23 | Tavares P1 (P. Balsamo)
4 Sao Sebastiao: Canto do Mar, Boracéia, Camburi, Barra do Una
2 Tlha Bela: Itaquantuba
7 Caraguatatuba: 2 Travessdo, 3 Morro do Algoddo P2 (Casimiro de Abreu), 2 Indaid P4
H6 1 | 1 Itariri: Ana dias P1 ( F. Palmito)
H7 1 | 1 Juquia: Bairro Estacéo 2
HS8 3 | 3 Juquia: Pq. Nacional, Bairro Estacdo 1

Biomphalaria straminea

H9 4 | 3 Registro: Nosso Teto, 1 Itariri,: Raposo Tavares P2 (Hotel Jureid)
H10-11 2 | 2 Ilha Bela: Barra Velha
H12 1 | 2 Itariri: Ana dias P3 (Av. Eng. Clay)

Tabela 13 - Indices de diversidade intrapopulacionl para o gene 16S da espécie B. tenagophila.

Populacao Hd (NH| H Q°/ localidadede/ Identificaciao
HI1 | 19: 3 Travessdo, 4 Rio claro, 4 Porto Novo P1 e P2, 2 Morro do
Caraguatatuba | 0,453 3 Algodido P1 (Jose Antonio Ferreira), 6 Indaid P1, P2 e P3,
H2 | 1: Travessio
HS5 | 7: 2 Travessdo. 3 Morro do Algodio P2.2 Indaii p4
- o H1 | 2: Barra do Una e Maresias
s | 0333 2 H5 | 4: Canto do Mar, Boracéia. Camburi. Barra do Una
I1ha Bela 0.0000 1 HS | 2: Itaguantuba
. H3 | 3: Sd0 Francisco
Registro 0,5000 2 15 | 1: Nosso Teto
H1 | 1: Ana dias P2, (Fabrica Aluminio)
H4 | 1: Ana dias P4. (Campo de Aviacio)
Itariri 0,5830 4 HS | 6: : Ana dias P1, P2 e P3 (F. Palmito, F. Aluminio e Av. Eng. Clay),
Raposo Tavares P1 (Pesqueiro Balsamo)
H6 | 1: Ana dias P1. (F. Palmito)
' HS5 | 3: Pq. Nacional, Bairro Estacdo 1, Vila Florida
Juquid 0,7140 | 3 | H7 | 1: Bairro Estacio 2

HS8 | 3: Pq. Nacional, Bairro Estacdo 1
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n? de sequéncias

A distribui¢do de haplétipos por localidade de coleta (Figura 15) demonstrou populagdes

com compartilhamento de varios haplétipos (Caraguatatuba, Sao Sebastido e Itariri, H1 e H5) e

localidades com haplétipos tnicos e exclusivos que estdo restritos a estas localidades: Itariri

(H7), Caraguatatuba (H2), Juquid (H6) e Registro (H3). O haplétipo 5 (H5) é compartilhado

entre todas as localidades.

30 - 16S
H2
25 -
20 - B H5 OH1 oH2 OH3 EH4 B H6 B H8
H1
15 -
10 -
5 - H1
S H5
H5 H5 H3
0 H5 HS
Caraguatatuba lIha Bela Sao Sebastiao Iltariri Juquia Registro

Figura 15 - Distribuicdo geogréfica das sequéncias de 16S agrupadas em haplétipos.
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Uma rede de haplétipos foi calculada por meio de parcimonia, em TCS (Clement, Posada &
Crandal, 2000), onde os haplétipos sdo conectados a partir do nimero de mutagdes. Grupos mais
antigos sao aqueles com maior nimero de mutacdes. O grupo H1, teoricamente com sequéncias
ancestrais, agrega 21 sequéncias (5 Itariri, 3 Juquid, 7 Caraguatatuba, 4 Sdo Sebastido, 2 Ilha
Bela); os grupos H2 (Juquid), H3, H4, HS5, H6, contém apenas uma sequéncia em cada um deles;
o grupo H7 tem 22 sequéncias (19 Caraguatatuba, 2 S@o Sebastido, 1 Itariri); os haplétipos H8
(Caraguatatuba), H9 (Itariri), H10 (Registro), sdo formados por uma sequéncia, enquanto o H11
apresenta 2 sequéncias de Registro. O loop entre os haplétipos H9, HIO e HI1 indica baixa

resolutividade para estas sequéncias (Figura 16).

y /'/ b \\\\\ 1 6 S r R N A

\ \ ///
A\ 4
\ \/ CARAGUATATUBA
N\

/ S .l L [ ] AR
Ty \ | SAQ SEBASTIAO
6 o 606 @ __ R
H2 H3 H4 H5 H6 B 1LHA BELA
[ REGISTRO

\ HO.  @HIO

Figura 16 - Rede de haplétipos de 16S calculada por meio de parcimonia, em TCS.
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A anilise filogenética foi feita sobre os dados organizados em haplétipos (Tabela 12). E
interessante notar a estruturacao em clados distintos da espécie B. straminea.

Na Figura 17 estd representada a andlise filogenética das sequéncias 16S rRNA de
caramujos coletados nas seis localidades na por¢do paulista da Bacia Litoranea, pelo método de
distancia. Na Figura 18, a aplicagdo do método de Maxima Parcimodnia, resultou numa arvore
onde podemos verificar a diferenciacdo das populacdes em dois clados distintos, um com
haplétipos exclusivamente do Litoral Sul/Vale do Ribeira do Iguape mais Ilha Bela e outro com
haplétipos do Litoral Norte (Caraguatatuba e Sdo Sebastido), mais uma sequéncia de Itariri.
Topologia similar foi obtida por andlise Bayesiana (Figura 19), sob o modelo de substitui¢do de
nucleotideos HKY85 (Hasegawa, Kishino & Yano, 1985).

Nos distintos métodos de andlise filogenética (Distancia, Maxima Parcim6nia e MrBayes)
(Figuras 17-19), ha alto suporte estatistico para o ramo com as sequéncias de Registro e Itariri

(81% em Distancia, 86% em Méaxima Parcimonia e 90% em MrBayes).

H1 19 Car, 2 SSeb, 1 Ita

H8 3 Juq

H7 1 Jug

H6 1 lta

Hb5 6ita, 3Juq, 7Car, 45Seb, 2 IBela

H? 1 Car

H3 3Reg

81 e
L H4 ita

S.straminea1

L 99 — B.straminea2

53 B.straminea3 || Litoral Sul/Litoral Norte
{ [ | Litoral Sul
B.straminea4
Figura 17 - Arvore calculada para o gene mitocondrial 16S rRNA a partir de matriz de distincia,

com correcdo baseada em modelo evolutivo Kimura-2 parametros, constru¢do de arvore 6tima
com algoritmo Neighbor-Joining e bootstrap com 1000 réplicas, no software PAUP.
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H5 6 Ita, 3Jug, 1Reg, 2|Bela

H8 3Juq

H7 1 Juq

100

93

H6 1 lta

H1 19 Car, 258eb, 1 lta

H2 1 Car

___ B.straminea1

| Litoral Sul/Litoral Norte
|| Litoral Sul
[ Litoral Norte/Itariri

L B.straminea2

70 —B.straminea3

L B.straminea4

Figura 18 - Representacdo grafica da relacdo evolutiva entre os haplétipos do gene mitocondrial
16S rRNA de Biomphalaria tenagophila, apos andlise por Maxima Parcimoénia e busca heuristica
para a construcdo da drvore de consenso. Confiabilidade dos ramos calculada por bootstrap em

1000 réplicas.

90

I—HB 3Reg

83

L H4 1ita

H1 19 Car, 255eb, 1 lta

H2 1 Car

H5 6 Ita, 3Jug, 1Reg, 2IBela

H8 3Juq

H7 1 Jug

H6 1 Ita

82

___ B.straminea1

"1 Litoral Sul/Litoral Norte

100

85

L B.straminea2 [ | Litoral Sul

L] Litoral Norte/Itariri
___ B.straminea3

L__ B.straminea4

Figura 19- Representacdo grifica da relacdo de parentesco entre os haplétipos 16S rRNA de B.
tenagophila, apds andlise Bayesiana, no software MrBayes.
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6.3.2 Analise de ITS2

Para a regido ITS2 do gene nuclear ribossomico foram obtidas 31 sequéncias de B.
tenagophila e 2 sequéncias de B. straminea, com tamanho de 409 nucleotideos apds edi¢cao. No
anexo 3 encontra-se o alinhamento do gene nuclear ITS2. Calculamos diferentes indices de
diversidade para as populagdes de B. tenagophila aqui estudadas.

As sequéncias de ITS2 foram analisadas de forma comparada nas duas microrregides do
estado de Sao Paulo: uma microrregido com 17 sequéncias para o Litoral Norte e outra
microrregido com 14 sequéncias para o Litoral Sul/Vale do Ribeira do Iguape.

Para o gene ITS2 podemos observar que a probabilidade de retirarmos dois haplotipos
diferentes (Hd) de uma mesma localidade geogréfica varia entre as diferentes microrregides do
Litoral Norte e do Litoral Sul/Vale do Ribeira do Iguape. Os indices de diversidade (Hd)
calculados para as sequéncias de B. tenagophila do Litoral Sul é duas vezes maior do que a
diversidade haplotipica calculada para as sequéncias do Litoral Norte, ou seja, a probabilidade de

dois animais serem idénticos por descendéncia no Litoral Sul € muito baixa (Tabela 14).

Tabela 14 - Indices de diversidade molecular para o gene nuclear ITS2 das 31 sequéncias de
Biomphalaria tenagophila estimados em sequéncias agrupadas conforme microrregioes

litoraneas do estado de Sao Paulo. (N= nimero de sequéncias, S= nimero de sitios varidveis, h= nimero de
haplétipos, Hd= diversidade haplotipica e variancia (VHd), = nimero médio de diferencas entre duas sequéncias,
k= niimero médio de diferencas , Tajima D= indice de neutralidade de Tajima).

Microrregiao | N | S h Hd (VHd) T k Tajima D
Litoral Norte 17| 3 4 0,41912 (0,0199) 0,00116 0,45588 -1,3772
Litoral Sul 14112 ] 8 0,86813 (0,0058) 0,00898 3,53846 -0,2480

Os resultados de ITS2 foram analisados nas seis populacdes referentes aos seis municipios
estudados (Tabela 15). O indice de diversidade de haplétipos (Hd) da populacdo de
Caraguatatuba € muito menor (0,200) do que nas demais populagdes. As populacdes de B.
tenagophila de Registro e Juquid apresentaram para o ITS2 caramujos extremamente diferentes
entre si (Hd de 1,000). A alta diferenciacdo genética dentro de uma mesma populacdo indica que
a espécie pode se estruturar em pools genéticos distintos. Observou-se, no entanto, que os valores

de diversidade génica foram maiores em amostras com poucos individuos analisados (Tabela 15).
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Populagdes abaixo de 10 individuos poderiam sofrer efeito do reduzido ndmero amostral,
interferindo na aferi¢do da variabilidade genética.

Os valores do teste de neutralidade D de Tajima nao foram significativos para p >0,10 em
nenhuma das amostras, indicando que o polimorfismo estd de acordo com o modelo neutro de

mutacoes.

Tabela 15 - Polimorfismo molecular estimado para as 31 sequéncias do gene nuclear ITS2 de B.
tenagophila por DNAsp. (N= nimero de sequéncias, S= nimero de sitios varidveis, h= nimero de haplétipos,
Hd= diversidade haplotipica, VHd= varidncia de diversidade de haplotipos, m= niimero médio de diferencas entre
suas sequéncias, D= indice de neutralidade de Tajima).

Populacoes N| S| h Hd (VHd) n Tajima D
Caraguatatuba 10| 1 2 0,200 (0,02376) 0,00051 -1,11170
Sao Sebastido 6 | 2|3 0,733 (0,02407) 0,00220 -0,05002
Ilha Bela 1100 0,000 0,00000 -

Itariri 6 | 8| 3 0,600 (0,04630) 0,00728 -1,07180

Registro 31813 1,000 (0,07407) 0,01354 -

Juquid 51815 1,000 (0,01600) 0,00863 -0,80734
Total 31 14 | 11 0,665 (0,00915) 0,00555 -1,24805

Ao compararmos as microrregides do Litoral Norte e do Litoral Sul/Ribeira do Iguape,
observamos o valor de diferenciacdo das microrregides Fst proximo de 25% (Tabela 16)

indicando que existe um moderado fluxo génico entre estas diferentes regides geogréficas.

Tabela 16 - indices de divergéncia genética para o gene ITS2 de Biomphalaria tenagophila

calculados entre as microrregides dos Litorais Norte e Sul do estado de Sao Paulo. (N= nimero de
sequéncias, n=nimero de sitios polimérficos, Kxy= nimero médio de diferengas de nucleotideos entre sequéncias,
distancia genética, nfix= nimero de diferencas fixadas, p= nimero de mutacdes compartilhadas, Fst= indice de
diferenciacdo de Wright).
Microrregido 1 Microrregiao 2 N n Kxy nfix p Fst
Litoral Norte Litoral Sul 31 14 2,655 0 1 0,24790

Mas, dentre as populacdes analisadas, quais tem maior probabilidade de fluxo génico? A
distancia geografica seria determinante para a restricdo de fluxo génico? Quando analisadas aos
pares para os valores de divergéncia interpopulacional (Tabela 17), observamos baixa
divergéncia genética (Fst< 0,25) nas populacdes proximas geograficamente como Juquid e Itariri

(0,069), Registro e Itariri (0,016), e nas populacdes de Caraguatatuba e Sdo Sebastiao (0,11).
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Estes resultados indicam menor isolamento reprodutivo e maior fluxo gé€nico entre caramujos
destas localidades. Nas populagdes geograficamente mais distantes, como as populacdes de
Caraguatatuba e Juquid (0,42), Itariri e Sdo Sebastido (0,50) Caraguatatuba e Registro (0,32),
Juquid e Sao Sebastido (0,28), os valores de Fst mostram alto grau de isolamento reprodutivo
entre estas populacdes. Em relaciao as populagdes Caraguatatuba e Itariri (Fst=0,04) e Registro e
Sdo Sebastido (0,19) os resultados indicam que, apesar de separadas geograficamente, estas

populacdes estio filogeneticamente relacionadas (Tabela 17).

Tabela 17 - Estimativa de divergéncia genética entre as diferentes populacdes de Biomphalaria

tenagophila para o gene ITS2 com 409 nucleotideos. (N= nimero de sequéncias, n=nimero de sitios
polimérficos, Kxy= nimero médio de diferencas de nucleotideos entre sequéncias, distdncia genética, nfix= nlimero
de diferencas fixadas, p= nimero de mutacdes compartilhadas, Fst= indice de diferenciacdo de Wright).

Populacao 1 Populacao 2 N n Kxy Nfix u Fst

Registro 8 10 3,533 0 6 0,23585
Itariri 11 10 3,367 0 6 0,06931

Juquia Sédo Sebastido 11 9 2,967 0 1 0,28090
Caraguatatuba 15 9 3,100 0 0 0,41935
I1ha Bela 6 8 3,000 0 0 -
Itariri 9 11 4,167 0 5 0,01600

Registro Sdo Sebastido 9 10 3,833 0 0 0,19130
Caraguatatuba 13 10 4,100 1 0 0,32520
I1ha Bela 4 9 4,000 1 0 -
Sédo Sebastido 12 9 1,778 0 1 0,50000

Itariri Caraguatatuba 16 9 1,600 0 0 0,04167
I1Tha Bela 7 8 1,500 0 0 -

Sio Sebastido Caraguatatuba 16 3 0,600 0 0 0,11110
I1Tha Bela 7 2 0,500 0 0 -

I1ha Bela Caraguatatuba 11 1 0,100 0 0 -

As sequéncias agrupadas em haplétipos mostraram 11 haplétipos para as sequéncias de B.
tenagophila e 2 haplétipos para as sequéncias de B. straminea (Tabela 18). Na tabela 19 os
haplétipos estdo agrupados por localidade e na Figura 20, observamos o compartilhamento de

haplétipos entre as localidades de coleta, evidenciando provavel fluxo génico entre eles.
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Tabela 18 - Banco de dados com 31 sequéncias do gene ITS2 de B. tenagophila e 2 sequéncias
de B. straminea estruturadas em grupos de haplotipos.

Haplétipo| N | Sequéncia/Municipio/local
B. tenagophila
H1 2 1 Juquia: Pq. Nacional, 1 Registro: Sao Francisco
H2 1 1 Itariri: Ana Dias P2, Fabrica Aluminio
H3 1 1 Juquia: Bairro Estagéo 1
H4 2 1 Juquia: Bairro Estagdo 2, 1 Registro: Nosso Teto
H5 1 1 Juquia: Pq. Nacional
H6 2 2 Sao Sebastiao: Barra do Una e Maresias
H7 1 1 Registro: Sao Francisco
1 Juquia: Vila Florida
9 Caraguatatuba: 4 Travessdo, 4 Porto Novo P1 e P2, 1 Morro do Algodao P2, 2
HS 18 Indaia P1 e P3 .
3 Sao Sebastiao: Canto do Mar, Camburi, Barra do Una
1 Ilha Bela: Itaquantuba
4 Itariri: 3 Ana Dias P1 e P3, (F. Palmito, Clay), 1 Raposo Tavares P1,(Pesqueiro)
H9 1 1 Sao Sebastido: Boracéia
H10 1 1 Caraguatatuba: Rio claro(Cambixo)
HI11 1 1 Itariri: Ana Dias P4 (Campo de Aviagdo)
B. straminea
H12-13 ‘ 2 | 1 Registro: Nosso Teto, 1 Ilha Bela: Barra Velha

Tabela 19 - Diversidade genética molecular intrapopulacional de B. tenagophila de ITS2.

Populacao HD N°H H Q°/ localidadede/ Identificacio (LBMSU)
HS 9: 4 Travessdo, 4 Porto Novo P1 e P2, 1 Morro do
Caraguatatuba 0,2000 2 Algodao P2, 2 Indaid P1 e P3
H10 1: Rio claro (Cambixo)
H6 2: Barra do Una e Maresias
Sédo Sebastido 0,7333 3 HS 3: Canto do Mar, Camburi, Barra do Una
H9 1: Boracéia
Ilha Bela 0,0000 1 HS 1: Itaquantuba
H1 1: Sdo Francisco
Registro 1,0000 3 H4 1: Nosso Teto
H7 1: Sao Francisco
H2 1: Ana Dias P2, Fabrica Aluminio
Ttariri 0.6000 3 HS 4: 3Ana Dias P1 F: P3, (F. Palmito, Clay), 1 Raposo
Tavares P1,(Pesqueiro)
H11 1: Ana Dias P4 (Campo de Aviacdo)
H1 1: Pq. Nacional
H4 1: Bairro Estagdo 2
Juquia 1,0000 5 H3 1: Bairro Estagéo 1
H5 1: Pq. Nacional
HS 1: Vila Florida
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A distribui¢do de haplétipos por localidade de coleta (Figura 20) demonstrou a mesma
tendéncia encontrada para o gene 16S: as populagdes de Caraguatatuba, Sao Sebastiao, Ilha Bela,
Itariri e Juquia compartilham o haplétipo H8, que ndo estd representado na populacdo de
Registro. As populagdes de Caraguatatuba (H10), Sao Sebastido (H6, H9), Registro (H7), Juquia
(HS, H3) e Itariri (H2, H11) apresentam haplétipos tnicos, sem evidéncias de compartilhamento

com as demais populagdes, podendo ser considerados raros. (Figura 20).

12 7 ITS-2

o [

OH8 OH1 mH4 EH2 OH3 OH5 @OH6 EH7 EH9 EH10 OH11

oo
|

n? de sequéncias
(o)}
|

o H [
4 - H6
H3
, | -
H8 HA1
H8 H8 H1
0 ‘ ‘ ‘
Caraguatatuba llha Bela Sao Sebastiao Itariri Juquia Registro

Figura 20 - Distribuicao geografica das sequéncias de ITS2 agrupadas em haplétipos.

Para as andlises filogenéticas foram utilizadas as sequéncias agrupadas em haplétipos
(Tabela 19). Desta forma, foi possivel aplicar o método de Parcimdnia, que seria impossivel de
ser aplicado em funcdo do grande nimero de sequéncias individuais obtidas neste estudo.

A relacdo evolutiva entre as sequéncias de ITS2 estd representada por trés métodos
diferentes. Na drvore representada na Figura 21 estd a distancia calculada a partir de uma matriz
que foi corrigida aplicando-se o modelo Kimura 2-pardmetros, que pressupde transi¢des mais

frequentes do que transversoes. Na Figura 22, com a aplicagdo do método de Méxima ParcimOnia
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e busca heuristica, hd uma melhor resolucdo para o clado (H1, H2, H3). O agrupamento destas
sequéncias em um unico clado distinto fica evidente e ganha maior confiabilidade quando a
andlise € feita em MrBayes (Figura 23). A 4rvore filogenética por andlise Bayesiana foi obtida a
partir da aplicacdo do modelo evolutivo K80 (Kimura, 1980), calculado em MrModeltest.

Em termos gerais, a andlise filogenética do gene ITS2 de Mdéxima Parcimonia e
Bayesiana, corrobora a distin¢ao de B. tenagophila em dois clados diferenciados, um com apenas
sequéncias do Vale do Ribeira e outro com Vale do Ribeira e Litoral Norte. Os dados indicam a
possibilidade de existéncia de caramujos em Registro e Juquid que pertencem a um grupo

taxondmico divergente dentro do agrupamento de B. tenagophila.

H8 1Juq, 9Car, 355eb, 4ita, 11Bela

56
HolCar

H10 15Seb

84 —— H1 1Jugqg, 1Reg
H2 Ita
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TH ] Litoral Sul
ta

H7 1Reg

H6 25Seb

H5 1Jugqg

H4 1Jug,

__ B.straminea1

100

| B.straminea?2

Figura 21 - Arvore calculada para o gene ITS2 a partir de matriz de distancia, com corregio
baseada em modelo evolutivo Kimura-2 parametros, construcdo de drvore com algoritmo
Neighbor-Joining e bootstrap com 1000 réplicas.
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Figura 22 - Representagdo grafica da relacdo evolutiva entre os haplétipos ITS2 de Biomphalaria
tenagophila, ap6s andlise por Mdxima ParcimoOnia e busca heuristica para a construcdo da arvore
de consenso. Confiabilidade dos ramos calculada por bootstrap em 1000 réplicas.
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Figura 23 - Representacdo grafica da relacdo de parentesco entre os hapldtipos ITS2 de
Biomphalaria tenagophila, apds andlise Bayesiana.
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Quando comparados os valores de diversidade molecular dos genes ITS2 e 16S rRNA
verificamos que a diferenga significativa estd no nimero médio de diferencas de nucleotideos.
Isto pode ser devido as diferentes caracteristicas evolutivas destes dois genes. Em termos de
diversidade génica (Hd) podemos afirmar que para ambos os genes a diversidade total variou em

torno de 66-67% (Tabela 20).

Tabela 20 - Indices de diversidade molecular do conjunto de haplétipos para as sequéncias da
regido 16S e ITS2 de Biomphalaria tenagophila. (H= nimero de haplétipos, Hd= diversidade haplotipica,

(var)= variancia de Hd, n= nimero médio de diferencas entre suas sequéncias, k= nimero médio de diferencas de
nucleotideos, D= indice de Tajima para neutralidade, S= ndmero de sitios varidveis).

Gene | Tamanho | H | S Hd (var) T k Tajima D

ITS2 409 pb 31| 14 0,6645 (0,00915) 0,00555 2,185 -1,24805*

16S 322 pb 551 9 0,6700 (0,00161) 0,00518 1,585 -0,53400*

*ndo significativo para P > 0,10.
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6.4. Teste de suscetibilidade de Biomphalaria tenagophila

6.4.1. Taxa de infeccao

Observamos que caramujos de Caraguatatuba dos bairros Indaia (Pontos 1, 3 e 4), Morro
do Algodao (Ponto 2 — Casimiro de Abreu) e de Ilha Bela (Itaquantuba) apresentaram taxas de
infeccdo maiores do que a populagdo de caramujos de Itariri (Ana Dias Ponto 2 - Fabrica

Aluminio) quando expostos as linhagens SJ e SJS de S. mansoni (Figura 24 e Tabela 21).

Tabela 21 - Taxas de infeccdo, taxa de mortalidade e periodo pré patente de Biomphalaria
tenagophila expostas as linhagens SJ e SJS.

Linhagem SJ Linhagem SJS
. o Taxa de| Taxa [Periodo pré o Taxade | Taxa Periodo
Bfgg:ﬁgg gzla N° Pljsigso Infeccdo mortalida| patente |N° Pltjsigso Infec¢io |mortalida| pré patente
(%) de (%) |(Semanas) (%) de (%) | (Semanas)
Itariri(Fébrica Aluminio) |30 6 20,0 26,7 | (5°a6°) 30 5 16,7 26,7 (5°a6°
Ilha Bela (Itaquantuba) |30 21 70,0 73,3 | (5°al12°) | 30 12 73,3 63,3 (59
(Indaia —P1) |15 11 73,3 40 (5°a7°) 15 12 80,0 60,0 (5°)
Caraguata (Indaid —P3) |30 18 60,0 63,3 | (6°al3°) | 30 25 83,3 76,3 (5°a 12°)
o (Indaid —P4) |30 15 50,0 86,7 | (5°a7° 30 22 73,3 86,7 (5°a9°)
(MA** -P2) |15 12 80,0 26,7 (5°a9°) 15 14 93,3 66,7 (5°)
(Travessao) (30 0 0 50,0 - 30 0 0 50,0 -
Sdo Sebastiao (B.Una) 30 0 0 36,7 - 30 0 0 43,3 -

* MA = Morro do Algodao. ** Barra do Una.

Taxa de infeccao com as linhagens SJ e SJS

93,3 .
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Aluminio) (Indaia —P1) (Indaia —P3) (Indaia —P4) (Morro do (Itaquantuba)
Algodao —P2)

Figura 24 - Taxa de infeccdo de Biomphalaria tenagophila das localidades de Itariri,
Caraguatatuba e Ilha Bela, expostas as linhagens SJ e SJS.
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A taxa de infeccdo variou de 16,7% (Itariri, Fabrica Aluminio) a 93,3% (Caraguatatuba,
Morro do Algodao-P2) para a linhagem SJS e de 20% (Itariri, Fabrica Aluminio) a 80%
(Caraguatatuba, Morro do Algodao, P2) para a linhagem SJ (Figura 24). Os espécimes de
Caraguatatuba (Travessdo) e Sdo Sebastido (Barra do Una) testados com as linhagens SJS e SJ
nao eliminaram cercéarias (Tabela 21)

Caramujos de Itariri, Caraguatatuba e Ilha Bela quando expostos as linhagens SJ e SJS
comecaram a liberar cercdrias apds 30 dias da infec¢do, sendo que o periodo pré-patente
estendeu-se até a 6° a 7° semanas. Nos caramujos de Caraguatatuba do Morro do Algodao e de
Indaia (ponto 4) o periodo pré-patente prolongou-se até a 9* semana de infeccao, quando expostos
a linhagem SJ e SJS, respectivamente. E nos caramujos de Ilha Bela e Caraguatatuba (Indaia
ponto 3) o periodo pré-patente prolongou até a 12° semana de infec¢do, quando expostos a
linhagem SJ e SJS, respectivamente (Tabela 21, Figura 25).

Caramujos de Caraguatatuba (Indaid ponto 3) infectados com a linhagem SJ liberaram
cercdrias ap6s 40 dias de infeccao experimental (6* semana) e o periodo pré-patente se prolongou
até a 13” semana apods a infeccao (86 dias) (Figura 25).

Nao observamos liberagdo de cercarias em B. tenagophila dos municipios de Itariri, [Tha
Bela, de Sdo Sebastido e de Caraguatatuba expostas as linhagens BH e SE de S. mansoni (Tabela

22).

Tabela 22 - Taxa de infeccdo de Biomphalaria tenagophila de Itariri, Caraguatatuba, Sao
Sebastido e Ilha Bela exposta as linhagens BH e SE de S. mansoni.

Linhagem BH Linhagem SE Controle
P o N Taxa (Ee Ta)fa Taxa (Ee TaXfi Taxa}
Localidade - | Infeccdo | mortalidade | N° | Infeccio | mortalidad | N°| mortalida
(%) (%) (%) e (%) de (%)
Itariri (Fabrica Aluminio) | 30 0 13,3 30 0 26,7 30 56,7
Ilha Bela (Itaquantuba) | 15 0 6,7 15 0 26,7 15 20,0
(Indaid —P1) | 15 0 13,3 15 0 53,3 15 33,3
(Indaid —P3) | 30 0 30,0 30 0 20,0 30 33,3
Caraguatatuba | (Indaid -P4) | 15 0 46,7 * * * 15 73,3
(MA** -P2) | 15 0 40 15 0 33,3 15 6,7
(Travessao) | 15 0 26,7 15 0 46,7 15 33,3
Sao Sebastido (Barra do Una) | 30 0 23,3 30 0 70,0 30 26,7

*Nao foi possivel realizar o experimento por falta de caramujo ** MA = Morro do Algodio.
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Figura 25 - Taxa de infeccdo e periodo pré-patente em Biomphalaria tenagophila das localidades

de Itariri, Caraguatatuba e Ilha Bela infectadas com as linhagens SJ e SJS.
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6.4.2. Taxa de mortalidade

A mortalidade dos caramujos infectados com as linhagens SE, BH, SJ e SJS do S.

mansoni foi acompanhada por 14 semanas apds a exposi¢do dos moluscos (Tabelas 21 e 22;

Figuras 26 a 28). Em linhas gerais observamos que a mortalidade dos moluscos apds a exposi¢cao

as linhagens SJ e SJS foi maior quando comparada a mortalidade dos caramujos expostos as

linhagens SE e BH. Observamos que a maior mortalidade verificada para as linhagens BH, SJS e

SJ ocorreram nos caramujos Caraguatatuba Indaid P4. A linhagem SE provocou maior

mortalidade nos caramujos de Sao Sebastido (Barra do Una) (Figura 26).

% Caramujos mortos expostos a linhagem BH

% Caramujos mortos expostos a linhagem SE

das linhagens BH, SE, SJ e SJS.
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Figura 26 - Mortalidade dos caramujos por semana apés a infeccdo com Schistosoma mansoni




A taxa de mortalidade média dos caramujos expostos a linhagem SE foi de 39,5 + 17,9%.
A taxa de mortalidade média dos caramujos das 8 populacdes expostas a linhagem BH foi de 25
+ 13,8% (Figura 27). Observamos que os caramujos expostos a linhagem SE e BH, que ndo
liberaram cercérias de S. mansoni, apresentaram mortalidade média de 31,8%.

Nos caramujos que apresentaram liberacdo de cercdrias, a taxa de mortalidade foi maior
do que nos caramujos que ndo liberaram. Nas populacdes de caramujos que foram expostos as
linhagens SJ obtivemos uma taxa de mortalidade média de 50,4% + 22.1; a taxa de mortalidade

média para moluscos expostos a linhagem SJS foi de 59,1% + 18,9% (Figura 27).
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Figura 27 — Taxa de mortalidade dos caramujos apds a exposicdo ao Schistosoma mansoni das
linhagens BH, SE, SJ e SJS (A) agrupados por linhagem (B) agrupados por localidade.
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Os caramujos de Caraguatatuba (Travessao) e Sao Sebastido expostos as linhagens SJ e
SJS, que ndo liberaram cercdrias, apresentaram taxa de mortalidade maior que os caramujos
expostos as linhagens SE e BH, que também nao liberaram cercarias (Figura 27).

A taxa de mortalidade dos caramujos de Caraguatatuba (Indaid Pontos 1, 3 e 4 e Morro do
Algodao) e de Ilha Bela infectados com a linhagem SJS, foi de 30% a 50% maior do que a taxa
de mortalidade dos moluscos de Itariri expostos a mesma linhagem. Os caramujos de
Caraguatatuba (Indaid Pontos 3 e 4) e Ilha Bela expostos a linhagem SJ (Figura 27) apresentaram
mortalidade mais elevada que os moluscos de Itariri e de Caraguatatuba (Morro do Algodao -
Ponto 2).

Do total de moluscos mortos, foram separados aqueles que morreram liberando cercérias
(mortos positivos) e aqueles que nao eliminaram cercdrias (mortos negativos) (Figura 28).

Na populacdo de caramujos de Caraguatatuba infectados com a linhagem SIS,
observamos que a taxa de mortalidade de caramujos que eliminaram cercarias foi maior que a dos
caramujos que nao liberaram. Em Caraguatatuba, bairro Indaid (Pontos 1, 3 e 4) e bairro Morro
do Algodao (Ponto 2), para a linhagem SJS, a infec¢do pode ser a causa dos valores de 78%,
82,6%, 73% e 90% respectivamente de mortalidade em caramujos que liberaram cercdrias
(positivos) em relacdo ao total de caramujos mortos (Figura 28).

Na populacao de Ilha Bela exposta a linhagem SJS, a taxa de mortalidade dos caramujos
que liberaram cercarias foi de 57,9% (11 caramujos “positivos” mortos € 8 “negativos” mortos),
ou seja um pouco maior do que aqueles que ndo liberaram cercérias.

Nas populacdes de Itariri expostas a linhagem SJS, a taxa de mortalidade dos moluscos
que liberaram cercdrias (“positivos”) foi de 37,50%, comparando com a mortalidade dos
caramujos que ndo liberaram cercarias (“negativos”) foi menor (Figura 28).

A taxa de mortalidade dos caramujos de Itariri (Fibrica Aluminio), de Caraguatatuba
(Indaid Ponto 1 e Morro do Algodao, Ponto 2) e de Ilha Bela, expostos a linhagem SJ, e que se
apresentaram positivos foi de 62,50%, 83,3% e 75% e 68%, respectivamente (Figura 28).

Para os moluscos de Caraguatatuba (Indaid Ponto 3) expostos a linhagem SJ observamos
47,37% de taxa de mortalidade dos caramujos “positivos”. Os caramujos de Caraguatatuba
(Indaid Ponto 4) apresentaram taxa de mortalidade dos caramujos positivos de 53,85% (Figura

28).

70



Taxa de mortalidade separada entre os que eliminaram cercarias
(positivos) e que nao liberaram (negativos)
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Figura 28 - Taxa de mortalidade de 6 populacdes de Biomphalaria tenagophila de ltariri,
Caraguatatuba e Ilha Bela infectados com as linhagens SJ e SJS, separados do total de moluscos
mortos, aqueles que liberaram (positivos) ou que ndo liberaram cercdrias (negativos).

Nas Figuras 29 e 30 estao demonstrados os dados de suscetibilidade, periodo pré-patente e

mortalidade dos moluscos expostos as diferentes linhagens ao longo das quatorze semanas de
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Figura 29 - Taxas de infeccdo e mortalidade por 14 semanas de Biomphalaria tenagophila de
Itariri e Ilha Bela, expostas as linhagens SJ e SJS de Schistosoma mansoni.
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Figura 30 - Taxas de infeccdo e mortalidade por 14 semanas de Biomphalaria tenagophila de
Caraguatatuba (Indaid P1, P3 e P4 e Morro do Algodao P2) expostas as linhagens SJ e SJS de

Schistosoma mansoni.
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7. Discussao e Conclusao

Do total de caramujos do género Biomphalaria coletados nas cole¢des de dgua doce dos
Litorais Norte e Sul do estado de Sao Paulo observamos a predominancia de B. tenagophila,
(84%) sobre B. straminea (16%), o que corrobora os dados de distribuicdo das espécies de
caramujos nestas regioes. No municipio de Ilha Bela, chama a atencdo, a alta abundancia de B.
straminea em relacdo a B. tenagophila, o que mostra uma alteracdo no perfil de distribuicao
destas duas espécies. Em 1971, poucos exemplares de B. tfenagophila foram encontrados, em um
tanque de jardim (Dias et al., 1971). Em 1996, foram coletados no Bairro de Barra Velha
exemplares de B. tenagophila e B. straminea (Contino, 2004). Em 2003, colonizavam o cérrego
de Barra Velha, B. straminea e B. tenagophila, sendo que o nimero de exemplares de B.
straminea foi 2 vezes maior (Teles et al., 2003). Em coletas de 2003 a 2005 realizadas pela
SUCEN (Relatorio da SUCEN, SUCEN, 2005), foi encontrada B. tenagophila, em Barra Velha e
Itaquanduba. Nossos resultados mostram que atualmente apenas B. straminea sobrevive no
corrego de Barra Velha (Anexo/Figura XA).

No caso de Caraguatatuba, os resultados corroboram os dados de coleta de caramujos
feitos entre 1996 e 2003 (Contino, 2004) e coletas feitas entre 2002 a 2005 (SUCEN, 2005;
Relatério da SUCEN cedido pela M. Guimaries) sobre a abundancia e manutencdo de B.
tenagophila em cérregos de Indaid, Porto Novo, Morro do Algodao, Rio Claro e Travessao.

Na regido do Litoral Sul/Vale do Ribeira, os resultados confirmam que B. tenagophila
estd amplamente distribuida nas colecdes de dgua doce de Itariri, Registro, Juquid, com registro
de B. straminea em alguns pontos especificos de Itariri e Registro.

A extensa malha hidrica, composta por corregos e rios conectados entre si, as condi¢des
ambientais, a alta pluviosidade, e o fato das areas baixas da faixa litoranea estarem inseridas em
areas naturalmente inunddveis s@o fatores que potencializam o risco de expansdo de caramujos
hospedeiros intermedidrios do S. mansoni. A por¢ao Norte da faixa litoranea do estado de Sao
Paulo concentra ainda um alto fluxo humano durante o verdo, e um crescente potencial de
expansdo econdmica devido ao incentivo a exploracdo de petrdleo, que aumentard o fluxo

humano e a densidade populacional. Seria importante incluir o Litoral Norte do estado de Sao
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Paulo as regides com alto potencial de risco de transmissdo de esquistossomose brasileira
(Scholte et al., 2012) devido a vulnerabilidade de transmissao da doenca.

Os caramujos do género Biomphalaria sao hermafroditos simultineos e podem
reproduzir-se por autofecundacdo apds drastica redugcdo da populacdo local. Na natureza as
populacdes de Biomphalaria se caracterizam pela baixa capacidade de locomogdo, favorecendo o
fracionamento populacional em pequenos demes, com probabilidade destas sub-populacdes
apresentarem alta homogeneidade genética dentro delas, em funcdo do acasalamento entre
animais aparentados (Hoffman et al., 1998, Sire et al., 2001).

Estudos com outros marcadores indicaram que as populacdes de B. glabrata ret€ém
polimorfismo de 15% devido a deriva genética ou a limitada taxa de migracdo (Mulvey &
Vryenhoek, 1982). Redug¢des populacionais sdo também fatores relacionados com a diferenciagao
genética de caramujos em escala macrogeografica (Arnaud et al., 1999; Langand et al., 1999).
Populacdes de caramujos do género Biomphalaria estio sujeitas a influencia de gargalos
populacionais locais causados por aplicacdo de moluscicidas e alta suscetibilidade aos parasitas,
que podem levar a reducdo da variabilidade genética. Sdo dados que explicam padrdes varidveis
de polimorfismo genéticos encontrados a0 mesmo tempo em populacdes da mesma espécie de
Biomphalaria numa mesma drea geografica ou em dreas adjacentes (Hoffman et al., 1998; Tuan
& Bortolato, 2001; Tuan & Santos, 2007).

Nas andlises feitas para o gene mitocondrial 16S rRNA foi possivel verificar a
estruturacdo da espécie B. tenagophila em clados diferenciados, com acentuada diferenciacao das
populacdes de Registro e Itariri. A amostra de Itariri merece destaque, pois deriva de um dos
focos de esquistossomose mais ativos do Vale do Ribeira do Iguape, que ao longo dos anos vem
sofrendo modificagdes pelo uso de Baylucid (moluscicida). Os dados sugerem que algumas das
populacdes de B. tenagophila do Litoral Norte podem ter derivado de Itariri. Isto poderia explicar
o quadro epidemioldgico da esquistossomose em Caraguatatuba que teve um aumento de 1 caso

para 68 casos autdctones, entre 1991 e 2010 (Tabela 23).
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Tabela 23 - Numero de casos autéctones de esquistossomose no Litoral Norte e Vale do Rio
Ribeira nos periodos de 1981 a 2010 (CVE, 2008, 2011b).

Municipio Eerivdos Total
1981-1990 | 1991-2000| 2001-2010

Ilha Bela 0 1 2 3
Ubatuba 11 7 8 26
Sao Sebastiao 1 3 45 49
Caraguatatuba 1 33 68 102
Total Litoral Norte 13 44 123 180
Registro 4 2 4 10
Juquia 22 1 5 28
Miracatu 187 16 24 227
Pedro de Toledo 2787 236 56 3079
Itariri 3598 1027 263 4888
Outros 4 3 22 29
Total Ribeira do Iguape 6602 1285 374 8261

A andlise de haplotipos mitocondriais do gene 16S rRNA mostra valores menores de
divergéncia genética entre sequéncias analisadas aos pares do que os valores obtidos para o locus
ITS2. A hipétese para explicar este resultado estd diretamente relacionada com a pratica de
autofecundagdo. Marcadores mitocondriais t€m maior probabilidade de reter taxas maiores de
polimorfismos genéticos em fungdo da auséncia de reparo das bases de DNA. Por outro lado, a
autofecundacdo pode imprimir na descendéncia um alto grau de homogeneidade genética, devido
ao alto grau parentesco entre os caramujos. A autofecundacao potencializaria o efeito da heranca
exclusivamente materna dos genes mitocondriais, reduzindo os valores de diversidade genética
entre as sequencias de genes mitocondriais. O polimorfismo genético estaria subestimado, pois
seriam produzidos por uma tnica matriz-mae genomica.

Apesar desta reducdo dos valores de 16S em relagdo ao ITS2, observamos o mesmo
padrdo de distribui¢do de haplétipos entre as populagdes analisadas: alta frequéncia de haplétipos
unicos numa mesma populagdo e haplétipos raros em Itariri, Registro e Juquia.

Na rede de haplétipos € possivel verificar que o haplétipo H1 € central e apresenta o
maior nimero de ramos conectados, indicando que este grupo contem sequéncias com
polimorfismo ancestral (Watterson & Guess, 1977). Neste caso, ndo € possivel relacionar as
sequencias com uma Unica origem geografica, pois as sequéncias ancestrais estdo distribuidas em

Caraguatatuba, Itariri, Sdo Sebastido, Juquid e Ilha Bela. Como explicar que uma mesma

75



sequéncia ancestral esteja presente nas amostras do Litoral Norte e Litoral Sul? Teria acontecido
uma radiagcdo simultdnea de linhagens mitocondriais? Sabemos que a populacdo de Ilha Bela, é
resultado de colonizagdo recente e da agdo do proprio homem. Do ponto de vista 16gico, podemos
entdo concluir que a migracdo passiva dos caramujos seria um fator fundamental na distribuicao
geografica destes polimorfismos ancestrais.

Em ITS2 observamos que 45% dos haplétipos estdao representados por polimorfismos que
aparecem em um unico individuo dentro de uma mesma localidade. As populacdes de Juquia e
Registro sdo, por exemplo, formadas quase que exclusivamente por hapldtipos Unicos e
diferenciados. E preciso lembrar que o Rio Ribeira do Iguape nasce no interior do estado do
Parand e desdgua no oceano Atlantico, sendo o tnico rio do estado de Sao Paulo que corre em
direcio ao Atlantico sem conexdo com grandes rios de outras bacias. Por causa desta
configuragdo, as colecdes de dgua doce ligadas ao Rio Ribeira do Iguape poderiam ser refugios
naturais de diversidade de B. tenagoghila.

A taxa de mutacdo € um valor que depende do tempo de fixa¢do das novas mutacdes e do
nimero de individuos de uma populagdo: quanto menor o tamanho populacional maior a
probabilidade de fixacdo de uma mutacdo ao acaso (Lynch, 2007). Nossos resultados monstram
que, tanto em 16S quanto em ITS-2, o nimero de mutacdes fixadas € nulo na maioria das
populacdes analisadas. A experiéncia na coleta de populacdes de campo de B. tenagophila
ensina que os caramujos estdo espalhados no espaco geografico em pequenos agregados
populacionais, € ndo em grandes populacdes. As taxas nulas de mutacdo nas populacdes de
Caraguatatuba, S3o Sebastido, Ilha Bela, as duas primeiras com significativo nimero de
exemplares analisados, podem uma histéria de colonizacdo recente nestas regides. Ha, no
entanto, uma exce¢do nesta regra: para o gene ITS2 a populacdo de Registro apresenta uma
mutacao fixada que explica o haplétipo raro, conforme demonstrado na Figura 15.

A hipétese sobre a fragmentacdo genética de B. tenagophila em duas populagdes distintas
havia sido formulada a partir de evidéncias de diferenciacdo do gene nuclear ITS2 em escala
microgeogrifica (Tuan & Santos, 2007) e do gene mitocondrial COI em escala macrogeografica
(Zanna, 2010, Tuan et al, 2012). As andlises filogenéticas de B. tenagophila baseadas no
marcador nuclear ITS2 geraram drvores filogenéticas em que os haplétipos de Registro e Itariri e

Juquid estdo agrupadas num mesmo clado. Esta nitida diferenciacdo genética, ndo caracteriza, a
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principio, diferencas taxondmicas de B. tenagophila, pois os dados morfolégicos corroboram que
0s animais pertencem ao taxon B. tenagophila.

Nao observamos parasitismo por larvas de S. mansoni nos 1635 exemplares de
Biomphalaria coletados nas colecdes hidricas do Litoral Norte e do Vale do Ribeira do Iguape no
estado de Sdao Paulo, embora nestas regides tenha sido relatada a presenca de moluscos
parasitados e/ou casos autéctones de esquistossomose (Ramos et al., 1969; Teles et al., 2003;
Contino, 2004; Sucen, 2005). Este resultado reflete as caracteristicas biologicas da B. tenagophila
como hospedeira do S. mansoni: a baixa suscetibilidade ao S. mansoni quando comparada com a
B. glabrata (Paraense & Corréa, 1978) e consequentemente a inconstancia na manuteng¢do dos
focos de esquistossomose.

A presenca do parasitismo por larvas de digenéticos que ndo o S. mansoni em alguns
exemplares dos moluscos, indica a presenga de uma fauna de vertebrados, hospedeiros definitivos
destes trematddeos, oriunda da mata circunvizinha. Segundo Machado et al. (1988) moluscos
parasitados com larvas de digenéticos podem impedir parcialmente (equinostomocercdrias, e
distomocercédrias com actleo) ou totalmente (furcocercérias longifurcadas com ocelo ou
furcocercérias longifurcadas sem ocelos) o desenvolvimento das larvas de S. mansoni.

Das oito populacdes de B. tenagophila testadas para infeccdo com S. mansoni,
observamos liberagdo de cercarias em seis populacdes e somente quando foram expostas as
linhagens SJ e SJS. Os caramujos de Caraguatatuba (Travessdo) e Sdo Sebastido (Barra do Una)
ndo se infectaram com as quatro linhagens do trematédeo utilizadas nos testes. Um ajuste
fisioldgico entre o parasita e o molusco tem sido atribuido por diversos autores (Paraense &
Corréa, 1978) para explicar os diferentes graus de suscetibilidade apresentados pelas diferentes
populacdes de moluscos frente ao S. mansoni, sendo o indice de infeccdo condicionado pela
variagdo na frequéncia de genes responsdveis pela suscetibilidade e/ou resisténcia presentes na
populacdo do molusco. Para Magalhdes (1966) a suscetibilidade representa a aptiddo de um
molusco com gendtipo favoravel, frente a um miracidio que apresenta um genotipo pré-adaptado
as suas condicoes.

A suscetibilidade da populacdo de Itariri (Fabrica Aluminio) foi de aproximadamente
20%, quando exposta as linhagens SJ e SJS. Paraense e Corréa (1978) verificaram taxa de

infeccdo de 91,5%, para B. tenagophila de Itariri, distrito de Ana Dias, exposta a 10 miracidios da
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linhagem SJ. Figueiredo et al. (1992) obtiveram taxa de infec¢do de 60%, quando a exposicao
dos moluscos foi frente a linhagem simpatrica. Posteriormente, Guimaraes (2007) obtive taxa de
infeccao de 58,8% em testes experimentais com moluscos de Itariri e a linhagem SJ. Os indices
de infeccdo natural da B. tenagophila em Itariri, Distrito de Ana Dias, relatados por Ramos et al.
(1969) para o periodo de 1953 a 1969 foi de 3,7% a 51,3%. Figueiredo et. al, (1992) obtiveram
para os moluscos de Itariri, expostos a linhagem simpatrica do S. mansoni, periodo pré-patente de
55 dias a 71 dias. Guimaraes (2007) verificou periodo pré-patente de 49 dias a 58 dias, quando
os moluscos de Itariri foram expostos a linhagem SJ. Neste trabalho, o periodo pré-patente foi de
30 dias para os caramujos de Itariri, Caraguatatuba e Ilha Bela, a excecdo dos caramujos de
Caraguatatuba (Indaid Ponto 3) cujo periodo pré-patente foi de 40 a 86 dias. O periodo pré-
patente de caramujos de Itariri e Ilha Bela prolongou-se até 37 e 81 dias, respectivamente.

No municipio de Caraguatatuba, no Bairro Olaria, em condi¢des naturais B. fenagophila
apresentou taxa de infec¢ao de 6,6% (Teles et al., 2003). No bairro Porto Novo foram coletados
exemplares infectados naturalmente por S. mansoni em 2003, 2004 e 2005 (Tabela 24) (Contino,

2004; SUCEN, 2005). Os exemplares coletados por nés em 2010 e 2012, ndo estavam infectados.

Tabela 24 - Distribuicdo de Biomphalaria tenagophila examinadas e positividade para S.

mansoni no periodo de 2001 a 2005, no Litoral Norte. (SUCEN, 2005; Relatério da SUCEN cedido pela
M. Guimaries).

2001 2002 2003 2004 2005
Municipio |Localidade Bt | Bt(+SM) % Bt(+SM) % Bt (+Sm) % |Bt(+SM) %
Jardim Porto Novo 520 (3) 10,6 574(14)|2,4 157(1)]0,6
Bairro Tinga 145(2) (1,4 345 103
Bairro Indaia 282(2)(0,7 648(3) (0,5 118
Caraguatatuba | Bairro Rio Claro 60 375 6
Bairro Travessao 18 521 113
Bairro Poyares 25 156 32
Bairro Casa Branca 59 110(3) | 2,7 141 1280(2) 0,2 185
IIha Bela Barra Velha 197 335 94
Itaquanduba 102(10) (9,8 1173(4) (0,3 229
Sio Sebastidio Bairro Jaragua 107 476 178
Bairro Enseada 845 1737 193
Ubatuba Bairro Sesmarias 41 265 56
Total 59| 1103)|2,7| 2483(17)|0,7| 7885(23)|0,3| 1464(1)|0,1

Bt=B. tenagophila; +Sm= Exemplares eliminando cercdrias de S. mansoni. Fonte — Sucen — Sr03
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A infec¢@o experimental de B. tenagophila de Caraguatatuba do bairro de Indaid mostrou
taxa de infec¢do de 50% a 73,3% apds a exposicdo a linhagem SJ e 60 a 76,7%, quando a
exposicao foi pela linhagem SJS. Altas taxas de infeccdo foram verificadas nos caramujos de
Caraguatatuba no bairro Morro do Algodao: 80% para a linhagem SJ e 93,3% para a linhagem
SJS. Embora casos autdctones de esquistossomose tenham sido relatados no periodo de 1997 a
2003, em Caraguatatuba, Morro do Algodao (7 casos autéctones em 1998, 2002 e 2003, Contino ,
2004), para o mesmo periodo ndo foram encontrados moluscos parasitados com cercérias de S.
mansoni. Para o bairro Indaid além do caso autdctone, (1 caso autéctone em 1999) foram
encontradas em 2003 e 2004, B. tenagophila naturalmente parasitada por S. mansoni (Contino,
2004; SUCEN, 2005-Tabela 24).

Exemplares de B. tenagophila e B. straminea foram coletados por Teles et al. (2003) em
Ilha Bela, bairro Barra Velha ndo estavam naturalmente infectados. Neste trabalho coletamos
apenas B. straminea, que também ndo estavam infectadas. Na localidade de Ilha Bela, (Barra
Velha) foram encontrados 2 casos autoctones em 1999 (Contino, 2004), e em 2003, houve o
relato de 10 exemplares de B. tenagophila parasitados por S. mansoni (Contino, 2004). O bairro
de Barra Velha € proximo ao bairro Itaquantuba, onde coletamos apenas a espécie B. tenagophila,
que apresentou alta taxa de infec¢do experimental (70% para a linhagem SJ e 73,3% para a
linhagem SJS). Em 2003 e 2004 no bairro Itaquantuba foi encontrada B. tenagophila
naturalmente infectada por S. mansoni (SUCEN, 2005 - Tabela 24).

Essa alta taxa de infeccao dos caramujos do Litoral Norte (Caraguatatuba e Ilha Bela), que
demonstra uma grande adaptacdo do molusco a linhagem do parasita, pode em hipdtese, estar
relacionada com a proximidade ao Vale do Rio Paraiba, de onde a linhagem SJ se originou.
Corrobora com esta hipdtese, os resultados obtidos por Tuan et al., (2012) que verificaram que as
sequéncias moleculares dos moluscos de Caraguatatuba, estavam mais proximas as sequéncias
observadas nos moluscos do Vale do Rio Paraiba.

Os resultados dos testes de suscetibilidade das oito populagcdes de B. tenagophila
provenientes de Caraguatatuba (Indaid Ponto 1, Ponto 3, Ponto 4 e Morro do Algoddo Ponto 2) e
de Ilha Bela (Itaquantuba), que apresentaram taxas de infec¢do mais elevadas em comparacao
com os moluscos de Itariri, localizado na bacia do Vale do Ribeira do Iguape, corresponderam a

uma elevacdo do nimero de casos autdctones no Litoral Norte e a observa¢do de uma reducdo do
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nimero de casos de esquistossomose na regido do Vale do Ribeira do Iguape (Tabela 23, Figura

31).
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Figura 31 - Distribuicdo de casos autdctones de esquistossomose, por ano de notificagdo
por municipios, do Litoral Norte e Vale do Ribeira do Iguape, 1981 a 2010 (CVE, 2008, 2011b).
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Os caramujos de Caraguatatuba (Travessao) e Sao Sebastido (Barra do Una) ndo foram
suscetiveis as linhagens de S. mansoni testadas. Observamos que o ponto Travessdao de
Caraguatatuba estd na divisa de Sao Sebastido. Teles et al., (2003) e Sucen (2005) coletaram B.
tenagophila em Sao Sebastido (Bairro Enseada), que ndo estavam naturalmente infectados por S.
mansoni, assim como os caramujos coletados em Caraguatatuba (Travessdo) (Tabela 24)
(Coutinho, 2004; Sucen, 2005). Entretanto, Coutinho (2004) relatou casos autdctones em Sio
Sebastiao (Enseada).

Os resultados deste trabalho mostram que todas as populacdes testadas foram resistentes
as linhagens BH e SE mantidas em laboratério em B. glabrata simpétricas. Paraense & Corréa
(1963) verificaram resisténcia a infeccdo em B. fenagophila do Vale do Rio Paraiba exposta a 20
e 100 miracidios da linhagem BH. Em estudo da susceptibilidade de 20 diferentes populacdes de
B. tenagophila, Paraense & Corréa (1978) observaram também resisténcia a infec¢do pela
linhagem BH.

Em relacdo a esquistossomose, a doenga foi introduzida no estado de Sdo Paulo no século
dezoito e disseminada em funcdo dos processo de agricultura e urbanizacio (Silva, 1985). A
histéria evolutiva da B. tenagophila no estado de Sao Paulo €, contudo muito mais antiga do que
a distribuicdo da doenca. De fato a expansdao populacional humana contemporanea de B.
tenagophila constitui um risco a disseminagdo do parasita. Qual seria o efeito da diferenciacao
genética dos caramujos aqui diagnosticada no potencial de desenvolvimento do parasita? As
diferencas genéticas e evolutivas poderiam apressar ou retardar o nivel de interagdo entre
parasita-hospedeiro? A regido do Ribeira do Iguape, por exemplo, mostra um quadro atual que
pode ser considerado de baixa transmissao da esquistossomose e, nesta regiao, Juquid e Registro
somam o menor nimero de casos autdctones identificados numa série histérica de 1981 a 2010,
(Tabela 23) (CVE, 2008, 2011b).

Os resultados sugerem haver uma relacao positiva entre a suscetibilidade ao S. mansoni e
a reducdo da variabilidade genética nas populacdes de caramujos testadas, uma vez que as
maiores taxas de suscetibilidade de caramujos estdo associadas aos menores indices de
diversidade genética do gene 16S rRNA. Nas populagdes com alta diversidade genética,
Travessao (Caraguatatuba) e Barra do Una (S@o Sebastido), ndo houve eliminagdo de cercdrias

por estes caramujos (Tabela 25).
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Tabela 25 - Comparagdo entre os indices de diversidade genética para o gene 16S rRNA das
populacoes de Travessdo, Indaid e Morro de Algodao, Barra do Una e Fabrica Aluminio com as

taxas maximas (%) de suscetibilidade as linhagens de S. mansoni testadas neste estudo. (h= nimero
de haplétipos, Hd= diversidade génica, m=diversidade de nucleotideos, k= nimero médio de diferencas de
nucleotideos entre as sequéncias)

Populacio testada Parametros genéticos % de caramujos
suscetiveis

N |h | Hd m K SJ SJS
Travessao (Caraguatatuba) |5 |3 | 0,700 0,00392 | 1,200 |0 0
Barra do Una (Sao Sebastiao) |2 |2 | 1,0000 | 0,00654 |2,000 |0 0
Fabrica Aluminio (Itariri) |3 |2 | 0,667 |0,00436 | 1,333 | 20,0 16,7
Itaquantuba (IlhaBela) |2 |1 |0,0000 | 0,0000 0,000 |70 73,3
Morro do Algodao (Caraguatatuba) |5 |2 | 0,600 0,00392 | 1,200 | 80,0 93,3
Indaid (Caraguatatuba) |8 [2 |0,429 | 0,00280 | 0,857 | *61,1 *78,9

* Média de Indaid ponto 1, 3 e 4.

Os resultados com ambos os marcadores convergem ao identificar duas populagdes
geneticamente distintas cuja distribuicdo pode estar relacionada com diferentes paisagens
biogeograficas (Tuan et al., 2012), com a transmissdao da esquistossomose € as sucessivas
aplicacdes de moluscicidas. Parasitas e moluscicidas causam flutuacdes populacionais drésticas,
constituindo um “bottleneck” genético determinante para a fragmentacdo de populacdes naturais.

O modelo que relaciona homogeneidade genética a maior vulnerabilidade dos hospedeiros
a infec¢do € conhecido como efeito de monocultura. Devido a alta homogeneidade genética de
seus individuos, as monoculturas s@o mais vulneraveis a redu¢@o populacional por patdgenos. Por
outro lado, a diversidade genética de hospedeiros de parasitas funcionaria como um tampao que
agiria na prevencdo da infeccdo (King & Lively, 2012). As populacdes de Biomphalaria
tenagophila estao sujeitas a reducgdes populacionais naturais severas e ciclicas. As populagdes
contemporaneas de B. tenagophila sdo em muitos casos resultados também da intensiva aplicagcdo
de moluscicidas quimicos. Nestes casos, a autofecundacio seria o modo de reproducio efetivo.
Somados os dois eventos - “bottleneck” mais autofecundagado - haveria uma significativa reducao
na variabilidade genética, aumentado o risco de infec¢do dos hospedeiros por S. mansoni. Ao

propor que o maior risco de transmissdo da esquistossomose esteja relacionado as populacdes de
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caramujos com um padriao genético mais homogéneo, estamos propondo também que a aplicacdo
de moluscicidas em longo prazo, agiria a favor da prépria manuten¢do da esquistossomose. Ao
incrementar a homogeneidade genética das populagdes de caramujos, as medidas de controle
quimico estariam aumentando as chances de um mesmo local manter o ciclo do Schistosoma
mansoni. Em assim sendo, o saneamento bdsico seria 0 meio mais importante e efetivo para o

controle da esquistossomose mansonica.
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8. Consideracoes Finais

A andlise das sequéncias do gene mitocondrial 16S rRNA mostra que dentro de uma
mesma faixa geografica, a espécie Biomphalaria tenagophila, apresenta nivel significativo de
heterogeneidade genética. Em escala microgeografica, as populacdes de B. tenagophila do Litoral
Sul do estado de Sdao Paulo sdo mais heterogéneas entre si do que as populacdes do Litoral Norte
de Sdo Paulo. Esta estruturacdo em escala microgeografica pode decorrer da migracdo de um
nimero reduzido de caramujos, e da colonizagdo por meio da autofecundacdo como modo de
reproducgdo preferencial, com consequente efeito da deriva genética ao nivel local.

Caramujos da espécie B. tenagophila de cole¢des de dgua doce de Sao Sebastido e Ilha
Bela sdo proximos geneticamente da populagdo de B. tenagophila de Itariri, esta ultima com alta
adaptacdo ao Schistosoma mansoni.

Os resultados moleculares dos genes 16S e ITS2 convergem, pois inferem haplotipos
unicos e distintos para caramujos de Juquid e Registro.

A andlise das sequéncias do gene nuclear ITS-2 confirmam dados anteriores que indicam
a possibilidade da estruturagdo da espécie B. tenagophila em duas subespécies geneticamente
distintas.

As taxas de infec¢do experimental de B. tenagophila de Caraguatatuba e Ilha Bela por
linhagens simpétricas do S. mansoni confirmam a alta adaptabilidade entre parasita e hospedeiro
de uma mesma origem geografica. A alta mortalidade de B. tenagophila de Caraguatatuba e Ilha
Bela apds infecc@o com o parasita sugerem adaptagdo recente entre hospedeiro e parasita.

Existe uma relacdo inversa entre o nivel de diversidade genética dos caramujos e a
distribuicao de casos de esquistossomose na regido estudada. A manutencio da transmissdo da
esquistossomose em dreas endémicas pode ser resultado da homogeneizacdo genética de B.
tenagophila. As intimeras aplicacoes de moluscicidas quimicos causam um decréscimo
populacional, e consequentemente a coloniza¢do destas dreas por caramujos derivados de
autofecundagdo, o que reduz a homogeneidade genética das populacdes da espécie. Por este
motivo, seria contraindicada a aplicacio de moluscicidas quimicos para o controle da
esquistossomose. Medidas de saneamento bédsico deveriam prevalecer como medidas de controle

da doenca.
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ANEXOS .

~

1 —Travessao

15 — Indaia

16 — Morro do Algodao
17 — Porto Novo

19 — Rio Claro

Sub-Bacia
14 - Rio Guaxinduba

15 - Rio Santo Antonio
16 - Rio Juqueriqueré

Figura I - Mapa hidrogréfico delimitando os pontos de coleta (n 0) em Caraguatatuba (adaptado a
partir de CETESB, 2008; SIT, 2010, CBH LN, 2011).

¥i9 Rio CIaro(Camblxo)

Google earth

Om aftitude

e wl-TIAVESS:

Figura II - Imagem de satélite delimitando drea e pontos amostrados (n° ) no municipio de
Caraguatutuba no bairro (15) Indaid, (16) Morro do Algodao (CA) (ponto 1 -Casimiro de Abreu)
e (JA) (ponto 2 - Jose Antonio Ferreira), (17) Porto Novo, ponto 1 e 2 (P1 e P2), (1) Travessdo e
(19) Rio Claro (Cambixo) (Fonte: Google Earth, 2013).
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Figuras III - Locais de coleta em Caraguatatuba, no bairro Porto Novo. (A) estrada do Rio Claro
— P2 e (B) Barranco Alto — P1, em valas préximo ao rio Juqueriqueré.

: s B .
Figura IV - Locais de coleta em Caraguatatuba, no bairro Morro do Algodao. (A) Rua Casimiro
de Abreu — P2 e (B) Rua Jose Antonio Ferreira — P1.

Figura V - Imagem de satélite delimitando drea e pontos amostrados (n° ) no municipio de
Caraguatatuba, no bairro Indaid em 4 pontos (Fonte: Google Earth, 2013).
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: o :
Figura VI - Local de coleta em Caraguatatuba, no Bairro Indaid no ponto 1, afluente do Rio
Santo Ant6nio, vala préximo da praia.

Google earth

ality 3

Figura VII - Locais de coletas em Caraguatatuba, no Bairro Rio Claro e na Rua Cambixo em
dois locais da fazenda no lado Esquerda (A e B) e lado Direita (C) e imagem de satélite (D)
delimitando drea e pontos amostrados (n° ) (Fonte: Google Earth, 2013).
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Figura VIII - Locais de coleta em Caraguatatuba (Bairro Travessao).
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Sub-bacia

27 - Corrego do Jabaquara

28 - Corrego Bicuiba

29 - Corrego llhabela/Cachoeira
30 - Corrego Paquera/Cego

31 - Cdrrego S&o Sebastido/Frade
32 - Corrego Sepituba/Tocas

33 - Corrego Manso/Prainha

34 ¥Corrego do Poco

K{]LHQ}E}?f
\‘u o
¢ lha dos

Buzios

/ robE
\_ ianero

7 e — Barra Velha

18 e - Itaquanduba

Figura IX - Mapa hidrogrifico delimitando os pontos de coleta (n®  ou @) em Ilha Bela (adaptado
a partir de CETESB, 2008; SIT, 2010, CBH LN, 2011) e Imagem de satélite delimitando 4rea e pontos
amostrados no bairro Itaquanduba e Barra Velha (Fonte: Google Earth, 2013).
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Figura X - Local de coleta em Ilha Bela — (A) Barra Velha e (B) Itaquanduba.
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Sub-hacia

16 - Rie Juqueriqueré
21 - Rio Maresias

23 - Rio Camburi

26 - Rio Una

2 — Maresias
3 — Barra do Una &
4 — Boracéia e 4
5 — Canto do Mar

6 — Camburi

.4—BOQ§\CEIE .
¥ 3-Barrafdo,Una
.
—_—
6-camburi
i, Yo,

PAVEIEHER

I S
<

Googleearth

23 24 m  altitude do p
Figura XI - Mapa hidrogréfico delimitando os pontos de coleta (n° ) em Sdo Sebastido (adaptado
a partir de CETESB, 2008; SIT, 2010; CBH LN, 2011) ¢ Imagem de satélite delimitando 4rea e pontos

amostrados no bairro Camburi, Maresias, Boracéia, Canto do Mar e Barra do Una (Fonte: Google
Earth, 2013).

Figura XII - Imagem de satélite dos locais de coletas em Sdo Sebastido, nas valas no bairro

Canto do Mar (A), Camburi (B), Maresias (C), Boracéia (D) e Barra do Una (E) (Fonte: Google Earth,
2013).
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Sub-bacia

07 - Rio Grande de Ubatuba

08 - Rio Perequé-Mirim

09 - Rio Escuro/Comprido
N

Figura XIII - Mapa hidrogréfico delimitando os pontos de coleta (22 e Bairro Sesmaria) em
Ubatuba (adaptado a partir de CETESB, 2008; SIT, 2010, CBH LN, 2011).

Figura XIX - Imagem de satélite do local de coleta em Ubatuba, vala da Avenida Fluminense
(Fonte: Google Earth, 2013).
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Ana Dias:
13~ — Foco Palmito (P1)
14 = — Fabrica Aluminio (P2)
21 - Av. Eng. Clay do Amaral (P3)
Campo de Aviagdo (P4)
Raposo Tavares
20  — Pesqueiro Balsamo (P1)
Hotel Juréia (P2)

20-Hotel Jureia

21 Av.Eng. ClayP. do.naral
21-Campo’de Aviagaoy .

“14-Fabrica Aluminio

13-Fabrica Palmito

Google earth
Flgura XX - Mapa h1drograflco delimitando os pontos de coleta (N°) do IllClplO de Itar1r1
(adaptado a partir de CETESB, 2008; SIT, 2010) € imagem de satélite delimitando 4rea e pontos amostrados
no distrito de Ana Dias (13 - Foco Palmito, 14 — Fibrica Aluminio, 21 Av. Eng. Clay do Amaral

e Campo de Aviagdo ) e no distrito Raposo Tavares (20 — Pesqueiro Balsamo e Hotel Juréia)
(Fonte: Google Earth, 2013).

Figura XXI - Imagem de satélite delimitando drea e pontos amostrados no distrito de Ana Dias

(13 - Foco Palmito, 14 - Fabrica Aluminio, 21 - Av. Eng. Clay do Amaral e Campo de Aviagdo)
(Fonte: Google Earth, 2013).
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20-Hotel Jureia
-
7

B | 20m Data das image! j2011 2° 69fmy  altit G0 1.42 kmy iy

Figura XXIII - Imagem de satélite delimitando 4drea e pontos amostrados no distrito Raposo
Tavares (20 — Pesqueiro Balsamo e Hotel Juréia) (Fonte: Google Earth, 2013).

£

Fonte: Marisa C. A. rées/SUCEN. )

Figura XXIV - Local de Coleta em Itariri, Distrito Raposo Tavares, no Pesqueiro Balsamo (A) e
no Hotel Juréia (B).
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— Pq. Nacional
— Centro

— Estacao

— Vila Sao Francisco
— Nosso Teto

N
il

Fu®r

Figura XXV - Mapa hidrografico delimitando os pontos de coleta (N° ) do municipio de
Registro e Juquid (adaptado a partir de CETESB, 2008; SIT, 2010).

Figura XXVI - Imagem de satélite delimitando 4rea e pontos amostrados do municipio de
Registro (11-Vila Sao Fransciso e 12-Bairro Nosso Teto) (Fonte: Google Earth, 2013).
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Figura XXVIII - Local de coleta em Registro, no Bairro Nosso Teto.

.
- .
g

,

i
9 //ge;ngrq

Figura XXIX - Imagem de satélite delimitando 4rea e pontos amostrados no municipio de Juquia
(8-Parque Nacional, 9-Centro e 10-Bairro Estacdo) (Fonte: Google Earth, 2013).
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Fonte: LBBM — SUCEN, 2008.

Figura XXXI - Local de coleta em Juquid, no Centro (Vila Florida).
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Anexo 1 - Protocolo de extracdo de tecido animal:

1. Cortar o pé da Biomphalaria, com estilete, colocar em um tubo de 1,5 ml e adicionar
180 pL. de ATL.

2. Adicionar 20 pL de proteinase K, vortexar e incubar a 55°C por 1 hora e 30 min até a
lise total.

3. Adicionar 4 pl.de Rnase por 2 mim a 15-20°C;

4. Vortexar por 15 segundos, adicionar 200 pL. de Buffer AL, vortexar e incubar por 10
minutos a 70°C, votexar.

5. Adicionar 200 pL de Etanol (96-100%) e votexar;

6. Passar todo o conteudo do tubo de 1,5 ml para a coluna de 2ml, centrifugar a
8000rpm/ 1 min, e descartar o fundo;

7. Acrescentar 500 pL. de Buffer AW1, centrifugar a 8000rpm/ 1 min, e descartar o
fundo;

8. Acrescentar 500 pL de Buffer AW2, centrifugar a 14000rpm/3 min, e descartar o
fundo;

9. Centrifugar novamente a 14000rpm/ 1 min, descartar o fundo e passar a coluna para o
tubo de 1,5mL;

10. Eluir com 50 pL de Buffer AE (cuidado para adicionar no meio do filtro);

11. Encubar por 1 min em temperatura ambiente, centrifugar a 8000rpm/ 1 min, NAO
DESCARTAR O FUNDO.

Voltar ao passo 10.
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Anexo 2 - Alinhamento em Clustal X dos 322 nucleotideos A, T, C, G das sequéncias de 16S dos
55 individuos da espécie B. tenagophila mais 7 sequéncia de B. straminea.
10 0

372_Btt_Car2_Trav
495_Btt_Sse2_ BrU
498_Btt_Car4_Trav
492_Btt_Ssel_Mrs
571_Btt_Car24_ RCA
618_Btt_Ita7_FA
569_Btt_Car23_PN2
566_Btt_Car2l_ RCB
568_Btt_Car22 MaJa
562_Btt_Carl6_PN2
559_Btt_Carl3_RCB
561_Btt_Carl5 MaJa
557_Btt_Carll_Indl
558_Btt_Carl2 RCA
518_Btt_Car20_PN1
517_Btt_Car6_INd2
556_Btt_Carl0_INdl
516_Btt_Car5_Ind3
378_Btt_Carl_Trav
579_Btt_Carl9_ Indl
522_Btt_Car8_PN1
580_Btt_Carl8_Indl
373_Btt_Car3_Trav
352_Btt_Reg2_Sfran
351_Btt_Regl_Sfran
350_Btt_Reg3_Sfran
535_Btt_Ita5_Av
532_Btt_Itad_Clay
360_Btt_Juql_PgN
355_Btt_Jug5_Estl
563_Btt_Carl7_Ind4
604_Btt_Car26_Trav
554_Btt_Ibel Itaq
503_Btt_Ita2 FPal
346_Btt_Reg2_ NT
533_Btt_Ita6_clay
497_Btt_Ital FA
493_Btt_Sse6_CtMar
619_Btt_Ita8 FA
536_Btt_Ita7_PesB
592_Btt_Car25_MaCa
504_Btt_Ita3_Fpal
648_Btt_Car27_Ind4
494_Btt_Sse3_Brc
523_Btt_Car9_TrAV
491_Btt_Sse5_Camb
356_Btt_Jug6_Est2
560_Btt_Carl4_MaCa
593_Btt_Ibe2 Itaq
501_Btt_Ssed_ BrU
363_Btt_Juq3_Vflo
519_Btt_Car7_MaCA
361_Btt_Juq2_PgN
354_Btt_Juq4_Estl
359_Btt_Juq7_PgN
349_Bst_Reg2 NT
555_Bst_Ibe2_ BV
537_Bst_Ital Hjre
348_Bst_Reg3_NT
347_Bst_Regl NT
515_Bst_Ibel BV
534_Bst_Ita2_Clay

372_Btt_Car2_Trav
495_Btt_Sse2 BrU
498_Btt_Car4_Trav
492_Btt_Ssel_Mrs
571_Btt_Car24_RCA
618_Btt_Ita7 FA
569_Btt_Car23_PN2
566_Btt_Car2l RCB
568_Btt_Car22_MaJda
562_Btt_Carl6_PN2
559_Btt_Carl3_RCB
561_Btt_Carl5_MaJda
557_Btt_Carll_Indl
558_Btt_Carl2 RCA
518_Btt_Car20_PN1
517_Btt_Car6_INd2
556_Btt_Carl0_INdl
516_Btt_Car5_Ind3
378_Btt_Carl_Trav

20 3 40 50 60 70 80 90 100
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTARAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTARAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTARAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTARAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTARAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAAAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTARAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
TTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTAAGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTATGAGGTAATTCTGTCTTA
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519_Btt_Car7_MaCA
361_Btt_Juq2_PgN
354_Btt_Jug4_Estl
359_Btt_Juq7_PgN
349_Bst_Reg2_ NT
555_Bst_Ibe2 BV
537_Bst_Ital_Hjre
348_Bst_Reg3_NT
347_Bst_Regl NT
515_Bst_Ibel BV
534_Bst_Ita2_Clay

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA -~ ATT

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA -~ ATT

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA - ATT

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA - ATT

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA -~ ATT

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA - ATT

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA -~ ATT

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA -~ ATT

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA - ATT

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA - ATT

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA -~ ATT

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA - ATT

TTGGGGCGAC AAGTAAACATTTTGAACTTTACTAATTA -~ ATT

TTGGGGCGAC AGGTAAACA TAT AACTTTACGAATTATCAT

TTGGGGCGAC AGGTAAACA TAT AACTTTACGAATTATCAT

TTGGGGCGAC AGGTAAACA TAT

TTGGGGCGAC AGGTAAACA TAT

TTGGGGCGAC AGGTAAACA TAT

TTGGGGCGAC

TTGGGGCGAC AGGTAAACACTAT AACTTTACGAAATATTAT
310 320

T N R T I

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT- - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTAT - ATGATTGTGACCTC

TTTTTTTTATGATTGTGACCTC

TTTTT -~ TATGATTGTGACCTC

TTTTT - TATGATTGTGACCTC

TTTTT - TATGATTGTGACCTC

TTTTT - TATGATTGTGACCTC

ATTTCT - ATGATTGTGACCTC

ATTTTT TATGATTGTGACCTC

TAATCGATTTATAATAAGAATAAAAAAA
TAATCGATTTATAATAAGAATAAAAAAA
TAATCGATTTATAATAAGAATAAAAAAA
TAATCGATTTATAATAAGAATAAAAAAA
TAATCGATTTATAATAAGAATAAAAAAA
TAATCGATTTATAATAAGAATAAAAAAA
TAATCGATTTATAATAAGAATAAAAAAA
TAATCGATTTATAATAAGAATAAAAAAA
TAATCGATTTATAATAAGAATAAAAAAA
TAATCGATTTATAATAAGAATAAAAAAA
TAATCGATTTATAATAAAAATAAAAAAA
TAATCGATTTATAATAAAAATAAAAAAA
TAATCGATTTATAATAAAAATAAAAAAA
TGATCGATTTTTTATAAGAATAATAAAA
TGATCGATTATTTATAAGAATAATAAAA

TGATCGATTTTTTATAAAAATAATAAAA
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CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT

AACTTTACGAATTATCATATTGATCGATTTTTTATAAGAATAATAAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
AACTTTACGAATTATCATATTGATCGATTTTTTATAAGAATAATAAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
AACTTTACGAATTATCATATTGATCGATTTTTTATAAGAATAATAAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT
AGGTAAACACTATTAACTTTACGAGTTAT AT - TGATCGATTTTTTATAAGAATAATAAAA TTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT

CTACCTTAGGGATAACAGCATTATAT



Anexo 3 - Alinhamento em Clustal X dos 410 nucleotideos A, T, C, G das sequéncias de ITS2

dos 31 individuos da espécie B. tenagophila mais duas sequéncia de B. straminea.

360_Btt_Juql_ PgN
352_Btt_Reg2_Sfran
497_Btt_Ital FA
354_Btt_Jug4_Estl
356_Btt_Jug6_Est2
359_Btt_Juq7_PgN
346_Btt_Reg4 NT
492_Btt_Ssel Mrs
495_Btt_Sse2_BrU
350_Btt_Reg3
363_Btt_Juq3_Vflo
522_Btt_Car8_PN1
491_Btt_Sse5_Camb
498_Btt_Car4_Trav
503_Btt_Ita2 Fpal
501_Btt_Ssed_BrU
523_Btt_Car9_Trav
378_Btt_Carl_Trav
493_Btt_Sse6_CtMar
504_Btt_Ita3_FPal
532_Btt_Itad_Clay
373_Btt_Car3_Trav
494_Btt_Sse3_Brc
519_Btt_Car7_MaCa
516_Btt_Car5_Ind3
558_Btt_Carl2 RCA
593_Btt_Ibe2 Itaq
562_Btt_Carlé6_PN2
579_Btt_Carl9_Indl
536_Btt_Ita6_PB
535_Btt_Ita5_AV
347_Bst_Regl NT
515_Bst_Ibel_ BV

360_Btt_Juql_PgN
352_Btt_Reg2_Sfran
497_Btt_Ital FA
354_Btt_Jug4_Estl
356_Btt_Jug6_Est2
359_Btt_Juq7_PgN
346_Btt_Reg4 NT
492_Btt_Ssel_Mrs
495_Btt_Sse2_ BrU
350_Btt_Reg3
363_Btt_Juq3_Vflo
522_Btt_Car8_PN1
491_Btt_Sse5_Camb
498_Btt_Car4_Trav
503_Btt_Ita2 Fpal
501_Btt_Sse4_BrU
523_Btt_Car9_Trav
378_Btt_Carl_Trav
493_Btt_Sse6_CtMar
504_Btt_Ita3_FPal
532_Btt_Itad_Clay
373_Btt_Car3_Trav
494_Btt_Sse3_Brc
519_Btt_Car7_MaCa
516_Btt_Car5_Ind3
558_Btt_Carl2 RCA
593_Btt_Ibe2 Itaq
562_Btt_Carlé6_PN2
579_Btt_Carl9 Indl
536_Btt_Ita6_PB
535_Btt_Ita5_AvV
347_Bst_Regl NT
515_Bst_Ibel_ BV

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
F T T T T T I T o I e e e I I
CTCGTAAGGGCAAGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCAAGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT GTTAT CCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT GTTAT CCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT GTTAT CCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCACCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT GTTAT CCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT GTTAT CCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT GTTAT CCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGGGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT GTTAT CCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT GTTAT CCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTTATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT GTTAT CCT CCCCGTGTTACG
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTCCCGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT  GTCATGGGGGCCCT CCCCGTGTTACG

CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT
CTCGTAAGGGCACGCGGATTGTCCGTCTCTCGCTCTACTGGAGAGTTTGACGAACTGCGAGCCTGCTGGT

GTTATGGGAGCCCCGC TCCCGTATTACG
GTTATGGGAGCCCCGC TCCCGTATTACG

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
F e T T T T T I I T e I e e I I I
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGCATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGCATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGCATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGCATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTTAGCTCGTCCATCTAGGATGGCATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGCATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGGCCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGGATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAGGTCAGCTCGTCCATCTAGGATGGCATGGCATGTCTCCGTGGTCTCAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAG TCAGTCGTTCCATCTAGGATGGC TGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
AGTGGCGCATTGGACCGTCGCGGATAG TCAGTCGTTCCATCTAGGATGGC TGGCATGTCTCCGTGGTCTTAAGTACAGGATGCGCCGTCGTCCTCCTG
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360_Btt_Juql_PqgN
352_Btt_Reg2_Sfran
497_Btt_Ital FA
354_Btt_Juqg4_Estl
356_Btt_Jug6_Est2
359_Btt_Juq7_PgN
346_Btt_Reg4_NT
492_Btt_Ssel_Mrs
495_Btt_Sse2_ BrU
350_Btt_Reg3
363_Btt_Jug3_Vflo
522_Btt_Car8_PN1
491_Btt_Sse5_Camb
498_Btt_Car4d_Trav
503_Btt_Ita2 Fpal
501_Btt_Ssed_ BrU
523_Btt_Car9_Trav
378_Btt_Carl Trav
493_Btt_Sse6_CtMar
504_Btt_Ita3_FPal
532_Btt_Ita4_Clay
373_Btt_Car3_Trav
494_Btt_Sse3_Brc
519_Btt_Car7_MaCa
516_Btt_Car5_Ind3
558_Btt_Carl2 RCA
593_Btt_Ibe2 Itaq
562_Btt_Carl6_PN2
579_Btt_Carl9_ Indl
536_Btt_Ita6_PB
535_Btt_Ita5_AvV
347_Bst_Regl NT
515_Bst_Ibel BV

360_Btt_Juql_PqgN
352_Btt_Reg2_Sfran
497_Btt_Ital FA
354_Btt_Juq4_Estl
356_Btt_Jug6_Est2
359_Btt_Juq7_PgN
346_Btt_Reg4_NT
492_Btt_Ssel Mrs
495_Btt_Sse2_ BrU
350_Btt_Reg3
363_Btt_Jug3_Vflo
522_Btt_Car8_PN1
491_Btt_Sse5_Camb
498_Btt_Car4d_Trav
503_Btt_Ita2_ Fpal
501_Btt_Sse4d_BrU
523_Btt_Car9_ Trav
378_Btt_Carl_ Trav
493_Btt_Sse6_CtMar
504_Btt_Ita3_FPal
532_Btt_Ita4_Clay
373_Btt_Car3_Trav
494_Btt_Sse3_Brc
519_Btt_Car7_MaCa
516_Btt_Car5_Ind3
558_Btt_Carl2 RCA
593_Btt_Ibe2 Itaq
562_Btt_Carl6_PN2
579_Btt_Carl9_ Indl
536_Btt_Ita6_PB
535_Btt_Ita5_AV
347_Bst_Regl NT
515_Bst_Ibel BV

210 220 230 240 250 260

270

280 290

300

TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT  GCGGACCTAGCCTTGCACTG
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT  GCGGACCTAGCCTTGCACTG
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT  GCGGACCTAGCCTTGGACTG
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTG
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTG
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTG
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTG
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT  GCGGACCTAGCCTTGCACTG
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT  GCGGACCTAGCCTTGCACTG

TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT GCGGACCTAGCCTTGCACTG
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTG

TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT

TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT

TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT

TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT

TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT

TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT

TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT
TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTT

GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG
GCGGACCTAGCCTTGCACTG

TCCCTTTCGATGCTGCTAGCCTCGTCGGTGATCTCTCACCGCAGGGCAGGACCCGGCTCGTATTTTTTATATGGGCTTTTGCGGACCTAGCCTTGCACTG
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