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RESUMO

Diferentes espécies da subfamilia Triatominae estdo envolvidas na transmissdo da
Tripanosomiase Americana em uma area que abrange desde o sul dos Estados Unidos da
América até o sul da Argentina. As populacdes de Triatoma sordida (Stal, 1859) com ampla
distribuicdo geogréfica na area que se estende pela América do Sul, sdo basicamente
associadas ao dominio do bioma Cerrado "corredor Cerrado" no Brasil e, em demais paises
da América do Sul (Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai), sendo encontradas no bioma do
Gran-Chaco. No Brasil ainda sdo encontradas em areas de Cerrado seco, Caatinga, Mata
Atlantica e Pantanal. No entanto, esta distribuicio ndo € uniforme em sua area de
ocorréncia, e a capacidade de dispersdo e colonizacdo de novos habitats € condicionada
pela interacdo entre fatores abidticos e bibticos. As areas modificadas por presséo antropica
contribuem para o processo de dispersdo das diferentes populacbes de T. sordida,
modificando os mecanismos de associacdo com a fauna no ambiente natural. Com o
objetivo de estudar as populacdes de T. sordida, abordagens multidisciplinares foram
realizadas para testar a hipétese de que a ocorréncia de estruturacdo de caracteristicas
fenotipicas estar relacionadas com as fitogeograficas. Para isso, foi utilizado: a
caracterizacdo morfolégica da genitalia externa do macho por microscopia éptica, e das
fémeas por microscopia eletrbnica de varredura; analises da morfometria geométrica das
asas de machos e fémeas e andlise bioquimica do perfil de hidrocarbonetos cuticulares.
Também foi investigada a presenca de infeccdo por Trypanosoma cruzi pela técnica
multiplex-PCR. A morfologia das estruturas da genitalia de macho e fémeas néo forneceram
diferencas que pudessem estruturar as populacbes por ecorregides. As analises com a
morfometria geométrica detectaram variacdes significativas no tamanho e forma que
expressam uma plasticidade possivelmente génica nas populacBes. Os perfis de
hidrocarbonetos apresentados também assinalam a tendéncia a uma possivel agregacao
das populacdes em ecorregifes. As populacdes das trés ecorregides analisadas estavam
negativas quanto a presenca de infeccgdo por T. cruzi. Os resultados observados
expressam que as populacbes de T. sordida vém apresentando variagbes genéticas ao

longo de sua area de distribui¢ao.

Palavras-chave: Triatomineo, plasticidade fenotipica, morfologia, hidrocarbonetos, ecorregides,
multiplex PCR



Xii

ABSTRACT

Different species of Triatominae are involved in the transmission of American
Trypanosomiasis in an area that spread from the southern United States to southern
Argentina. Populations of Triatoma sordida (Stal, 1859) with wide geographic distribution in
the area that stretches across South America, are primarily associated with the area of
Cerrado "Savanna corridor" in Brazil and other South American countries (Argentina, Bolivia,
Paraguay and Uruguay), being found in the Gran-Chaco biome. In Brazil they are still found
in dry Savanna areas, Caatinga, Atlantic Forest and Pantanal. However, this distribution is
not uniform in its range, and dispersibility and colonization of new habitats is conditioned by
the interaction between abiotic and biotic factors. The areas modified by human pressure
contribute to the dispersion process of the different T. sordida populations, modifying the
mechanisms of association with the fauna in the natural environment. Aiming to study the
populations of T. sordida, multidisciplinary approaches were undertaken to test the
hypothesis that occurrence of a structuring based on phenotypic features are related to
phytogeographical characteristics. For this purpose, we performed the characterization of the
male external genitalia by light microscopy and of the females by scanning electron
microscopy; geometric morphometric studies of the wings of both sexes; and biochemical
analysis of cuticular hydrocarbon profiles. The presence of infection by Trypanosoma cruzi
was also investigated using the multiplex-PCR technique. The differences in morphology of
the genital structure of both sexes could not be used to structure populations by ecoregions.
The geometric morphometrics analysis detected significant variations in size and shape
expressing a possible genetic plasticity in populations. The hydrocarbon profiles also indicate
a tendency to aggregate the populations in ecoregions. The populations of the three
analyzed ecoregions were negative for T. cruzi infection. The results obtained are indicate
that the populations of T. sordida are presenting genetic variations in the areas of

geographical distribution.

Key-words: Triatomine, phenotipic plasticity, morphology, hidrocarbon, ecoregion, multiplex-PCR



ABREVIATURAS E SIGLAS:

Estruturas da genitalia externa do macho.
Ae- Edeago

Apb — Aparelho articular basal

Cj — Conjuntiva

En - Endosoma

EPIb - Extensdo Mediana da Placa Basal

M — Membrana

Pa — parameros

Pb - Ponte basal

Ph - Falosoma

Plb - Placa basal

PrEn - Processo do Endosoma

PrG - Processo do Gonoporo

Prp — processo mediano do pigoforo

SPh - Suporte do Falosoma

Estruturas genitalia da externa da fémea:
Gc8 - Gonocoxito do 8° segmento

Gp8 — Gonapofise do 8° segmento

IX- 9° urotergito

VIII- 8°urotergito

VII - 7°urotergito

Estruturas Morfometria geométrica das asas:
Veias Principais

Cu - Cubital

M - Média

Pcu - Posterior Cubital

R -Radial
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Sc - Subcostal

Veias Tranversais

m-cu - Média cubital

cu-pcu — Cubital pés cubital

PAR — Pontos Anatomicos de referéncia

Técnicas Utilizadas:

CA - Analise de Clado

CG - Cromatografia gasosa

CGC/MS- Cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de massa
Kl - indices de Kovats

HC- Hidrocarbonetos cuticular

MEYV - Microscopia Eletronica de Varredura

MO - Microscopia Optica

UPGMA — Algoritmo de Média Aritmética Nao Ponderada
Paises/ Estados/Municipios:

ARG- Argentina

BR — Brasil
BO — Bolivia
BA - Bahia

MG - Minas Gerais

MS - Mato Grosso do Sul
MT - Mato Grosso

TO - Tocantins

Aur - Aurora do Tocantins
Boc - Bocailva

Com - Combinado

Cup - Aparecida do Taboado



Dou - Douradina

For — Formosa

Gua - Guaraciama

Ita - Itaobim

Lav - Lavandeira

Par - Paranaiba

Pon - Ponte Alta do Tocantins
StaCruz - Santa Cruz

Sdes - Séao Desidério

Ter- Terenos

Tla - Trés Lagoas

Val - Sdo Valério da Natividade

VG - Varzea Grande

Software utilizados :

CLIC- Colecéao de pontos anatdémicos de referéncia para identificacéo e caracterizacao.
(Collecting Landmarks for Identification and Characterization)

JMP- Statistical Discovery- HTTP:WWW.jmp.com

NTSYS-pc — Sistema de anadlise de Taxonomia Numérica e Multivariada.
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% 1. INTRODUCAO

1- INTRODUCAO

A diversidade de caracteristicas ecoldgicas, morfologicas, fisiologicas e genéticas
das distintas populacdes de uma espécie, pode ser uma resposta a adaptacao regional ou
local, onde espécies de ampla distribuicao geogréafica tém seus demes sujeitos as variacdes
ambientais. A descontinuidade é uma caracteristica da distribuicdo geogréafica ou ecolégica
das populacdes e os contatos esporadicos, estabelecidos por individuos transientes, é que
mantém o patriménio genético comum nos diferentes bolsdes populacionais de uma espécie
(Avila-Pires, 2000).

Os individuos pertencentes aos taxa ndo se encontram uniformemente distribuidos
dentro de sua area de ocorréncia ou area de distribuicido geografica, e sim, estdo
organizados de forma a se estabelecerem onde as condi¢cdes do biétopo lhes sédo
favoraveis, condicionadas pelas inter-relacdes existentes entre 0s organismos e 0s
ambientes fisico ou abidtico (Costa et al., 2002; Peterson et al., 2002; Ibarra-Cardefa et al.,
2009). Sendo as propriedades do nicho ocupado, momentaneamente por determinada
espécie, de extrema importancia no conhecimento da plasticidade fenotipica das distintas
populacdes, uma vez que esta plasticidade pode ser uma resposta a adaptacdo regional ou
local para as influéncias que moldam as diversas caracteristicas ecoldgicas, morfolégicas,
fisiologicas e genéticas, a evolugdo torna-se imprescindivel para lidar com importantes
alteracBes ambientais. Assim, as espécies estdo em constante adaptacdo a novos desafios

que inevitavelmente produzirdo variacdo intraespecifica (Avila-Pires, 2000).

Embora varias condicionantes ambientais atuem como fatores limitantes para o
desempenho dos organismos, sdo as oscilacdes dos fatores climaticos que realmente
parecem atuar nos processos seletivos e de distribuicdo geografica, determinando a
abundancia latitudinal de alguns géneros e espécies da subfamilia Triatominae (Galvao et
al., 1998; Rodriguero & Gorla, 2004; Bahrndorff et al., 2006). Estes insetos vetoram o
parasito Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), agente etioldgico causador da tripanosomiase
americana, enfermidade que acometia historicamente somente 0s paises que integram a
América Latina. Sem sombras de duvidas, o processo de globalizagdo vem afetando,
positiva ou negativamente, tanto os perfis epidemioldgicos da doenca de Chagas como as
perspectivas e estratégias de seu controle e manejo. Mediante mudancas importantes no
sistema de producéo agropecuaria e o intenso fluxo migratorio, a doenca vem urbanizando-
se em ritmo acelarado e individuos infectados estdo silenciosamente dispersando-se para

areas ndo endémicas da América do Norte, Japdo e Europa, gerando riscos de transmisséo



transfusional, constituindo-se assim em um problema de saude publica para estas regifes
(Dias, 2007; Bern & Montgomery, 2009; Schmunis & Yadon, 2010).

Lucena (1959), quando abordou a ecologia dos triatomineos que ocorriam em
territério brasileiro, discorreu sobre a impossibilidade de delimitar com exatidao a area de
ocorréncia das espécies, pois as flutuacdes dos fatores biéticos e abioticos influenciam na
dispersdo alongando ou retraindo a &rea de incidéncia tornando a distribuicdo geografica
imprecisa.

Desta maneira, os mecanismos de dispersdo dos triatomineos, a superposicao
destes insetos em ambiente natural, assim como as distancias geogréficas existentes entre
as populacdes, sdo aspectos que constituem alvos fundamentais de investigacdo sobre
possiveis variagbes morfolégicas, morfométricas, cromaticas, bioquimicas, ecolbgicas e
epidemiolégicas, associadas ou nao aos processos de adaptacdo ao ambiente doméstico
gue estejam se expressando nos taxa, uma vez que a flutuacdo do conjunto de fatores

ecoldgicos sao primordiais para a especiacédo em triatomineos (Pereira et al., 1996).

A ampla distribuicdo geografica de varias espécies de triatomineos esta relacionada
a amplitude da valéncia ecoldgica apresentada pelos individuos. As populacdes que ocupam
posicdes geograficas extremas podem diferir entre si, chegando algumas vezes, a
apresentar espécimes descritos como especificamente distintos ou 0s mesmos podem estar
passando pelo processo de especiacdo, que surge em decorréncia de subpopulacdes

localmente adaptadas (Avila- Pires, 2000).

As alteracdes das caracteristicas fitofisiondmicas das areas, especialmente com as
acfes de desmatamento, queimadas, constru¢cdes de grande porte, implantacbes de
extensas areas voltadas para producdo agricola, estdo sempre associadas a grande fluxo
migratorio e também a perda da biodiversidade da flora e fauna, fatores que comumente
modificam a dindmica da transmissao dos agentes patdgenos pelos insetos vetores levando
a um incremento de casos de transmissdo de enfermidades, como a doenca de Chagas
(Diotaiuti, 2007). Segundo a classificagdo ecologica basica os triatomineos podem ser
considerados como: vetores de importancia primaria - quando apresentam marcada
antropofilia e capacidade de se adaptar aos eco6topos artificiais, onde formam colénias com
altas densidades; e vetores secundarios — quando apresentam graus de antropofilia

variados e uma relativa e instavel adaptacéo a habitagdo humana.

Assim, dentro da subfamilia Triatominae observa-se diferencas na capacidade
vetorial das espécies (Gourbiére et al., 2012), e a correta identificagdo taxonémica quer seja

pela utilizacdo dos caracteres morfoldgicos que podem distinguir a maioria das espécies



(Carbajal de la Fuente et al., 2011), ou por técnicas bioquimicas, é importantissima para a
implementacdo da vigilancia e controle das espécies consideradas como primarias, nos
ambientes de peridomicilio e intradomicilio, envolvidas no ciclo de transmisséo do T. cruzi.

Estudos entomolégicos de vetoracdo de patdgenos demonstraram que as espécies
secundarias de triatomineos vém aumentando a densidade nos domicilios nos ultimos anos,
devido ao comportamento mutavel que leva a adaptacdo constante para as novas situacoes
(Tartarotti et al.,, 2004). Deve ser ainda considerado que espécies com importancia
secundaria na transmissao da doenca estdo ocupando posi¢cdes vetoriais primarias. De
acordo com Diotaiuti et al. (2000), a importancia epidemiolégica dos triatomineos também
pode ser definida por seu grau de associacdo com o0 ser humano e Tartarotti et al. (2004)
enfatiza que o acompanhamento de novas populacdes de vetores em regifes de risco deve
ser realizado periodicamente. Assim, a definicdo do papel primario ou secundario das
diferentes espécies de triatomineos ndo pode ter um conceito geral, devendo-se considerar
o potencial de domiciliacdo local e a pressdo que as modificacbes ambientais possam

acarretar ao processo de domiciliagdo.

A reducdo da fauna e flora nativas advindas de acBes antropicas, a introducdo de
animais domésticos em areas silvestres, bem como as mudancas ambientais decorrentes
das acbGes de controle de vetores, podem implicar nos mecanismos de dispersdo de
diversas espécies da subfamilia Triatominae que apresentem comportamento
essencialmente silvestre, influenciando o reposicionamento de determinada espécie dentro
deste ambiente de entropia. Forattini et al. (1971) verificaram a dispersdo passiva de
triatomineos silvestres a custas de materiais de construcao e de animais, 0 que demonstra a
extrema importancia do conhecimento bem como do controle da fauna de triatomineos
sobre a tendéncia de domiciliacdo. Segundo Coura (2003), o processo de adaptacado dos
triatomineos ao ambiente do domicilio no Brasil passou a ocorrer a partir do periodo de
intenso desmatamento, fruto das alteragBes trazidas com os ciclos da agricultura e da

pecuaria.

Segundo Diotaiuti et al. (1994), as mudan¢as no ambiente natural associadas aos
diversos usos dos ecossistemas, também seriam fatores que favoreceram a invasao
domiciliar por triatomineos e da fauna que lhe serve de alimento e de reservatério para T.

cruzi.

Desta forma, a veiculacdo da doenca de Chagas, que atinge cerca de 8 milhdes de
pessoas, principalmente na América Latina, tendo no Brasil a estimativa de 2 milhdes esta

condicionada no ambiente domiciliar primariamente a existéncia de circunstancias



favoraveis a domiciliacdo dos insetos que atuam como vetor (Silveira, 2000; Rassi et al.,
2010, WHO, 2010).

Diante das altas densidades peridomiciliares e do fato de ser T. sordida uma das
espécies mais capturada no Brasil, considera-se relevante o estudo de populagcbes de
diferentes ecorregides do bioma de Cerrado, sendo uma das hipéteses deste trabalho
avaliar se nas areas de ocorréncia de T. sordida aspectos relacionados com as variaveis
fenotipicas estdo sendo influenciadas pelas fei¢cdes fitogeogréaficas locais. Ainda neste
contexto, outra hipGtese a ser testada € se os gradientes fitogeograficos constituem
gradacbes que influem nas expressdes dos atributos relacionados aos caracteres
fenotipicos e genéticos, que podem ser detectados pela analise da morfologia, conformacéo
e tamanho além dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares presentes nas epicuticula dos

individuos das populaces.

Desta forma, este trabalho tem como meta precipua conhecer as possiveis variacdes
ecoldgicas, morfolégicas, morfométricas e bioquimicas em distintas populacdes de T.
sordida provenientes da Argentina (Provincia de Formosa), Bolivia (Departamento de Santa
Cruz de la Sierra) e Brasil (estados de Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas

Gerais e Tocantins), e como objetivos especificos pretende-se:

- Analisar as caracteristicas morfolégicas das estruturas da genitalia externa dos

machos utilizando a Microscopia Optica (MO);

- Analisar a morfologia da genitalia externa de fémeas das diferentes populacdes

utilizando a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV);

- Estabelecer se existe variacao fenotipica quanto ao tamanho e a conformacao das
estruturas alares, utilizando a morfometria geométrica em populacbes de T. sordida

originarias de distintas ecorregibes;

- Analisar o perfil dos hidrocarbonetos cuticulares presentes nas asas de insetos das
diferentes populagfes de T. sordida, utilizando a técnica de cromatografia gasosa capilar e

da espectrometria de massa;

- Identificar a infeccéo circulantepor Trypanosoma cruzi nas populagdes de T. sordida
das distintas ecorregides através da técnica do multiplex-PCR, para caracterizar o risco de

transmissao do parasito nestas areas.
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2- REVISAO DA LITERATURA

Lucena em (1959), discorreu sobre os gradientes de ocorréncia de Triatoma sordida
(Stal, 1859), afirmando que esta espécie podia ser encontrada desde areas frias e secas até
as mais quentes e imidas dos biomas de Cerrado e do Gran Chaco, mantendo sempre uma
estreita associacdo com as areas de mata ciliar, onde esta espécie ocorria ao longo dos

rios.

Dentre as espécies consideradas de importancia secundaria, Triatoma sordida (Stal,
1859) é uma espécie ubiquista com amplo potencial ecol6gico e larga distribuicdo
geografica, e as populacdes podem ocorrer em altitudes que variam desde o nivel do mar
até cerca de 1.800 metros, abrangendo varios paises do Cone Sul (Carcavallo et al., 1999).
Segundo comunicacéo pessoal do pesquisador Francois Noireau, ha registro de ocorréncia
de exemplares silvestres de T. sordida em areas situadas nos Andes bolivianos a 2.600 m
de altura. Assim, sua distribuicdo se da ao longo das areas da América do Sul que
compdem o corredor Gran Chaco — Cerrado — Caatinga, em ecorregides abertas que podem
ser definidas nas areas: do “Chaco umido” na Argentina; no Gran chaco com caracteristica
de savanas na Bolivia; no “Chaco seco” no Paraguai e Uruguai; e no mosaico de biomas
gue constitue no Brasil a area do Chaco - Cerrado - Caatinga, onde as estacdes sdo bem

definidas.

Em sua éarea de ocorréncia, T. sordida destaca-se pelas altas densidades
peridomiciliares e as baixas densidades em ambiente silvestre (Lent & Wygodzinky, 1979;
Forattini, 1980; Diotaiuti et al., 1995; Noireau et al., 1997; Bar & Wisnivesky-Colli, 2001,
Gurgel-Goncalves et al., 2011; Vianna, 2011)

T. sordida apresenta extrema facilidade em estabelecer colénias em ambiente
peridomiciliar e as vezes no domicilio, podendo assumir importante papel na transmissao da
tripanosomiase (Diotaiuti et al., 1995; Noireau et al., 1997, 1998), sobretudo nas areas onde

tenha sido efetuado o programa de erradicagdo de Triatoma infestans (Klug, 1834).

O ecletismo na escolha de fontes de alimentacéo, a tendéncia de invadir o ambiente
domiciliar e a competéncia vetorial em laboratério, faz com que T. sordida possua um
potencial epidemiolégico consideravel. Barretto (1971, 1976); Forattini et al. (1973); Forattini
(1980); Carcavallo et al. (1988); Dias (1988); Schofield (1994) e Noireau et al. (1997, 1998)
relataram, que esta espécie € comumente encontrada infectada por T.cruzi. Além disso, T.

sordida apresenta extrema facilidade em estabelecer colénias em ambiente peridomiciliar e



as vezes no domicilio, podendo assumir papel na transmisséo da tripanosomiase (Diotaiuti
et al., 1995; Noireau et al., 1997; Noireau et al., 1998), sobretudo em areas onde tenha sido
efetuado o programa de erradicacéo de T. infestans.

No ano de 2006 foi atribuida a ocorréncia de sete casos agudos da doenca de
Chagas em Macaubas, no sudoeste do Estado da Bahia, Brasil, a espécie T. sordida (Dias
et al., 2008) e em 2009, Diotaiuti et al., associaram o caso agudo de infec¢cdo no Tocantins a
esta espécie.

A distribuicdo de T. sordida se aproxima muito daquela apresentada por T. infestans,
gue em alguns paises da América Latina como o Paraguai, Bolivia e Argentina, ainda
representa a principal fonte de transmissdo do parasito T. cruzi (Loza-Murguia & Noireau,
2010).

O surgimento de diversas zoonoses, entre elas a doenca de Chagas, sempre esteve
relacionado as mudancas antropicas ocorridas no ambiente natural. Tais mudancas
causadas pela fragmentacédo e degradacdo dos ecossistemas naturais abalam o equilibrio
existente nestes habitats silvestres, fator que influencia diretamente o comportamento da
fauna de vertebrados e invertebrados que atuam como hospedeiros, e dos triatomineos
(Forattini,1980; Diotaiuti et al., 1994).

O Bioma de Cerrado esta compreendido em uma area considerada como "hotspot",
isto €, uma das mais ricas ecorregides terrestres no planeta, com fauna Unica e uma das
maiores diversidade de flora que compreende uma cobertura vegetal nativa da ordem de
1.043.346,02 km2 (Mittermeier et al., 1999). Segundo Ledru (2002), o fato de que areas do
cerrado e floresta podem ocorrer na mesma regido, ha mesma latitude, sob condi¢des
climaticas semelhantes, gerou duas hipéteses para a formacdo deste bioma: 12- se
fundamenta na acéo natural do fogo em areas de floresta decidua seca; 22 sustenta que a

origem do cerrado foi natural.

Segundo Castro (1994), mesmo sendo o Cerrado um bioma dos mais ameacados
devido a intensa pressdao antrépica que acelera o desaparecimento de conjuntos de
espécies, a sua biodiversidade ainda é bastante expressiva e distinta. A regido deste bioma
com a formacdo de grandes areas desmatadas corresponde no Brasil ao estado de Goias,
leste do Mato Grosso do Sul, centro do Tocantins, extremo oeste da Bahia e Triangulo
Mineiro. Nestas regifes a ocupag¢do humana esta bastante consolidada e aparentemente foi

motivada pela implantacdo de pastagens para a criacdo de gado de corte.



O Cerrado ao longo da sua ocorréncia, apresenta estratificacdo vertical, que pode
ser caracterizada pela presenca de mosaicos resultantes da variacdo dos ecossistemas,
com formagéo de areas de tenséo entre diferentes biomas: Hileia Amazénica, Mata Atlantica
e Gran Chaco. Esta diversidade de paisagens € um fator determinante para a formacéo de
rotas migratérias de variado numero de espécies da flora e fauna e de inUmeras
oportunidades para o estabelecimento das espécies, inclusive de insetos relacionados com
a transmissado de agentes patdgenos (Silva, 2011).

A regido do Gran Chaco é uma unidade natural com aproximadamente 1.000.000
km?, caracterizado por florestas dominadas por quebrachos, que se alternam com extensas
areas de pastagens para a qual se atribui quatro provincias: a provincia da Caatinga que
compreende o nordeste do Brasil; a provincia do Cerrado que abrange o centro sul do Brasil
e o nordeste do Paraguai e da Bolivia; a provincia do Gran Chaco compreendendo o sul da
Bolivia, ocidente do Paraguai, sul do Brasil e o centro norte da Argentina; e a provincia do
Pampa compreende a parte central e ocidental da Argentina, o sul do Uruguai, o sul estado
de Brasilia e do Rio Grande do Sul (Morrone, 2006). Segundo Ceballos et al. (2006) e WHO,
(2009), o Gran Chaco é considerada como uma das regiées mais endémicas para a doenca
de Chagas. Rojas de Arias et al. (1993); Bar et al. (1996, 1999); Noireau et al. (1997, 1998)
também relacionaram areas do bioma do Gran Chaco com a ocorréncia de triatomineos

infectados por T. cruzi.

A hipétese de que a regido fitogeografica do Cerrado, caracterizada por seu clima
seco e elevadas temperaturas, incluindo o estado de Minas Gerais, seria a area de origem
do centro dispersdo de T. sordida (Forattini, 1980). Entretanto, esta foi questionada por
Noireau et al. (1999) e Carcavallo et al. (2000), que basearam-se na variabilidade genética
apresentadas pelas populacdes coletadas tanto no Chaco como no Cerrado, onde
verificaram além da variacdo genética relativamente alta do Gran Chaco, a estruturacdo
geografica das populagbes coletadas com distancias superiores a 20Km. Surge assim a
hipétese de que a origem do centro de disperséo da unidade panmitica em que se constitui
a espécie T. sordida partiria da regido do Gran Chaco. Gurgel-Gongalves et al. (2011)
corroboram a hipdtese com resultados baseando-se na abordagem realizada sobre

modelagem de nichos ecoldgicos.

De acordo com Forattini et al. (1979) T. sordida resiste com sucesso as modificagfes
ambientais com apreciavel capacidade de dispersdo e colonizagdo de ecotopos artificiais
instalados em espacos abertos mesmo a distancias apreciaveis da vegetacao residual, uma
vez que de acordo com Bar et al. (1993), sua capacidade de voo maxima pode atingir um

raio de 700 m. T. sordida, mesmo sendo originalmente um inseto silvestre, em sua area de



distribuicdo, vem sendo o vetor mais abundante nas estruturas artificiais onde se efetuaram
acOes de controle para eliminagdo de T. infestans, podendo ser considerado como um
possivel substituto do vetor principal na transmissao de T. cruzi (Dias, 1988; Bar et al. 1993;
Rojas de Arias et al. 1993; Diotaiuti et al. 1995; Costa, 1997; Noireau et al. 1997; Vinhaes e
Silveira, 2001; Pelli et al. 2007). Noireau et al. (1995, 1996, 1997) ressaltam que a
domiciliacdo de T.sordida em varias regides da Bolivia pode ser considerada primaria, nao
sendo proveniente do processo de erradicagdo do vetor principal. Damborsky et al. (2001)
verificaram a presenca de T. sordida em ecétopos domésticos, peridomésticos e silvestres
na provincia de Corrientes na Argentina, demonstrando amplo valor ecolégico em relacao as

outras espécies secundarias.

Segundo Dujardin et al. (2009) a utilizacdo da morfometria geométrica que se trata
de uma analise matematica, tem como base as observacdes bioldgicas da co-variacdo de
tamanho e da conformagéo dos organismos preservando a informacgéo do arranjo espacial
do organismo ou o da estrutura estudada, reduzindo os efeitos das diferengas no
crescimento, que tém geralmente causas ambientais. Desta forma, os mecanismos de
dispersdo das diversas espécies da subfamilia Triatominae, a superposicdo destas em
ambiente natural, assim como as distancias geogréaficas existentes entre as populacdes
intraespecificas e interespecificas, sdo aspectos que constituem alvos fundamentais de
investigacao sobre possiveis variagdes morfométricas, cromaticas e ecoldgicas que estejam

se expressando nos taxa.

Dujardin et al. (1997a, 1998) foram 0s primeiros a empregarem nos seus estudos a
morfometria como mais um parametro na validacdo de taxon. Esta técnica tem sido muito
utilizada para dirimir dvidas quanto ao status taxondmicos em Triatominae (Matias et al.
2001; Villegas et al. 2002; Carbajal de la Fuente et al. 2011), possibilitando distinguir o
tamanho das estruturas entre espécimes de laboratério e do campo (Jaramillo et al. 2002,
Jaramillo, 2004); estudar a estruturacdo espacial (Schachter-Broide et al., 2005; 2009;
Gaspe et al. 2012); caracterizar a dindmica das interagcdes entre populagdes silvestres,
peridomésticas e domeésticas (Borges et al. 2005); conhecer as possiveis altera¢cdes das
caracteristicas morfologicas ao longo da distribuicAo geografica de populagdes
intraespecificas (Lopes et al. 2008) e avaliar a influéncia dos efeitos ecolégicos sobre a
conformagéo e tamanho de espécies irmas (Gurgel-Gongalves et al. 2011) que podem
fornecem dados que possam subsidiar estratégias de controle entomol6gico do vetor da
enfermidade de Chagas. Além disso, trata-se de uma técnica de facil execucdo e baixo

custo.



A cuticula externa de insetos é uma camada hidrofébica de cera composta por
misturas de lipideos que incluem hidrocarbonetos de cadeia longa, sendo eles alcanos,
alcenos, ésteres de ceras, acidos graxos, alcoois, aldeidos e esterois. Este padrao da
composicao quimica da fina camada, denominada de epicuticula, que recobre todo o corpo
do inseto e desempenha diferentes fungbes tais como isolamento térmico, protecdo contra
desidratacdo, protecdo contra absor¢do de quimicos e agdo deletéria de microorganismos.
Também é considerado um caréter Util para realizar de forma confiavel, uma abordagem
guimiotaxonomica entre as populacdes inter e intra-especifica de triatomineos (Juarez &
Brenner, 1986; Calder6n-Fernandez et al. 2004). Desta maneira, através da aplicacdo da
técnica de cromatografia gasosa, a andlise da composicado de hidrocarbonetos cuticulares
tem se constituido ferramenta adicional para estudar a relacdo entre géneros, espécies e
populacdes (Juarez et al. 2000, Calderén-Fernandez et al. 2004).
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% 3. MATERIAL E METODOS

3. MATERIAL E METODOS

3.1- DESCRICAO DAS LOCALIDADES

Foram estudadas 17 populacdes de T. sordida oriundas de regides geograficamente
distintas que abrangeram trés paises da América do Sul (Bolivia, Argentina e Brasil), a saber
(Figura 1; Tabela 1):

o 01 populagdo - Departamento de Patifio da Provincia de
Formosa - Argentina (ARG) — (25°,01’S; 60°,01’0) - Regido que apresenta
fitogeografia variada com a presenca de matas ciliares, matas com madeira
dura como o quebracho, vegetacao hidréfila nas areas pantanosas e matas
xerdfilas na parte ocidental mais seca. Este ecossistema é compartilhado com
a Argentina, Bolivia, Brasil e Paraguai e neste as atividades agricola e pastoril

sdo importantes para economia do Departamento.

o 01 populacdo - Departamento de Santa Cruz de la Sierra -
Bolivia (BO) — (17°,44’S; 63°,12'0) — Regido na qual se encontra a alternancia

de florestas de savana com grande areas de cultivo e de criacdo de gado.

o 01 populacdo do municipio de S&o Desidério - Bahia (BA) -
(12°,29’S; 44°, 55'0) - Regido localizada na zona de transicdo Cerrado —

Caatinga, no oeste da Bahia.

o 01 populacdo do municipio de Varzea Grande - Mato Grosso
(MT) - (15°,38’ S; 56°,13’'0) — Regido de transicdo do Cerrado com o Pantanal

apresenta matas mais densas em beiras de rios e areas umidas.

o 03 populagdes dos municipios de Bocaiuva (17°,20°S;
43°47°0); Guaraciama (16°,58'S; 43°,400); Itaobim (16°,34’S; 41°33'0) -
Minas Gerais (MG) - Regido do bioma de Cerrado seco sensu stricto.

o 05 populagbes dos municipios de Paranaiba (19°,29’S;
51°,11°0); Trés Lagoas (20°,51’'S; 51°4’0); Douradina (22°,04’S; 54°,34°0);
Aparecida do Taboado (19°50’'S; 51°,200); Terenos (20°,27’S; 54°,49'0) -
Mato Grosso do Sul (MS) - Regido em areas de influéncia que apresentam
fitogeografia composta por denso estrato de arvores de porte médio, que se

caracteriza como uma formacgéo tipica de Cerraddo composto por estrato
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arbéreo Denso. Entretanto, a area esta sob constante avanco da atividade
agropastoril e a vegetacao revela o dominio da pastagem plantada.

) 05 populagbes dos municipios de Aurora do Tocantins
(12°,37’S; 46°,30'0); Combinado (12°,51’S; 46°,33’0); Lavandeira (12°,45’S;
46°,31’0); Ponte Alta do Bom Jesus (12°,01’S; 46°,31°0) e Sao Valério da
Natividade (11°47’S; 48°19’0) - Tocantins (TO) - Regido do bioma de
Cerrado seco sensu stricto.

Para verificar se as areas de coletas das popula¢cbes estavam dentro do
mesmo perfil paisagistico, analisaram-se as distancias pelo método de
ligagcdo que reune os grupos em funcéo de sua similaridade (menor distancia)
e a partir destes dados elaborou-se o dendrograma pelo metédo Ward com

auxilio do software JMP® 10, versao livre para teste.
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Figura 1: A - Mapa geral das &reas de procendéncia das populacdes de Triatoma sordida; B — Detalhe das areas de
origem dos exemplares de T. sordida; Azul - populagbes do Gran Chaco; Vermelho - popula¢des do Cerrado Umido;
Verde- populagées do Cerrado seco; 1- Patifio/Formosa (For); 2 - Santa Cruz/ BO (StaCruz); 3 - S&o Desidério/BA (Sdes);
4 -Véarzea Grande/MT (VG); 5 - Bocailva/MG (Boc); 6 - Guaraciama/MG (Gua); 7- Itaobim/MG (lta); 8 - Aparecida do
Taboado/MS (Cup); 9 - Douradina/MS (Dou); 10 - Paranaiba/MS (Par); 11 - Trés Lagoas/MS (Tla); 12 - Terenos/MS (Ter);
13 - Aurora do Tocantins/TO (Aur); 14 - Combinado/TO (Com); 15 - Lavandeira/TO (Lav); 16 - Ponte Alta do Tocantins/TO
(Pon); 17 - S&o Valério da Natividade/TO (Val); C - Exemplar de fémea de Triatoma sordida (Stal 1859). Adaptado por
Catarina Macedo de Eva HD et al. 2002.
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Tabela 1: Dados gerais sobre as localidades de origem das popula¢cGes de Triatoma sordida; quantidade de espécimes e técnicas utilizadas para analise dos individuos. MG=

Morfometria Geometrica; MO= Microscopia Optica; MEV= Microscopia Electrénica de Varredura; HC= Hidrocarbonetos; PCR= do inglés “quantitative Polymerase Chain

Reaction”.

Locais de Origem Populacdes Ecossistemas Técnicas e nimero. de insetos examinados

cadigo MO MEV MG HC PCR
Prov. Formosa, Patifio, Argentina For Gran Chaco 03 03 14 06 13
Depto Santa Cruz, Bolivia Sta cruz Gran Chaco 03 - - 05 05
Séo Desidério, BA, Brasil Sdes Cerrado 03 02 11 06 06
Varzea Grande, MT, Brasil VG Cerrado 03 03 18 06 11
Bocailva, MG, Brasil Boc Cerrado 03 04 15 06 12
Guaraciama, MG, Brasil Gua Cerrado 03 01 - 05 05
Itaobim, MG, Brasil Ita Cerrado 03 04 34 06 15
Aparecida do Taboado, MS, Brasil Cup Cerrado 03 04 19 06 09
Douradina, MS, Brasil Dou Cerrado 03 01 - 05 04
Paranaiba, MS, Brasil Par Cerrado 03 04 26 06 22
Trés Lagoas, MS, Brasil Tla Cerrado 03 02 16 06 08
Terenos, MS, Brasil Ter Cerrado 01 03 - 05 05
Aurora do Tocantins, TO, Brasil Aur Cerrado 03 04 10 06 06
Combinado, TO, Brasil Com Cerrado 03 04 28 06 06
Lavandeira, TO, Brasil Lav Cerrado 02 01 - 03 01
Ponte Alta do Tocantins, TO, Brasil Pon Cerrado 03 02 - 05 -
S&o Valério da Natividade, TO, Brasil  Val Cerrado 01 03 - 08 08
Total de insetos analisados 46 45 191 96 136
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3.2- COLETA DOS INSETOS

As capturas foram realizadas em diferentes ecotdpos no ambiente de peridomicilio,
pelo método da busca ativa, com auxilio de pingas e lanternas, e de busca passiva com
armadilha. A pesquisa de busca pelos triatomineos estendeu-se na periferia imediata em
raios de 50 m; 100 m; 150 m, dos espacos de peridomicilio e em areas naturais (pouco
antropofizadas) pelos seguintes métodos:

e Pesquisa direta nos eco6topos, tanto em ambiente de peridomicilio quanto no ambiente
silvestre em buracos nas arvores, cascas de arvores, rochas ou pilhas de pedras, ninhos
de aves e abrigos terrestres de animais; anexos constituidos por galinheiros, pocilgas e
paidis.

o Pesquisa com armadilha do tipo Noireau conforme metodologia preconizada em Noireau
et al.(1999).

A populacdo oriunda do municipio de Guaraciama — MG, coldnia encontrada no
ambiente silvestre pela pesquisa direta em troncos secos, foi a Unica capturada neste tipo
de ambiente.

A populacdo do Departamento de Patifio, Provincia de Formosa — Argentina, foi
oriunda da col6nia n° 0335 (6° geracao), cedidos pelo Centro de Referencia de Vectores de
Cérdoba.

3.3- PROCESSAMENTO DOS ESPECIMES

Os insetos coletados foram levados ao laboratorio acondicionados em tubos
plasticos identificados com as coordenadas do local de captura, obtidas com um aparelho
receptor de GPS modelo GarminTM Legend. No interior de cada tubo foi adicionado papel
de filtro para aumentar a superficie de contato e servir de abrigo, e reter umidade
proveniente dos excretas.
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Ao todo foram processados 234 insetos, identificados a nivel de espécie pela chave
dicotdmica de Lent & Wygodzinsky (1979). Destes foram utilizados um total de 191

exemplares.

Os insetos tiveram as estruturas das asas, e das pecgas genitais dissecadas e
acondicionadas, individuamente, em papel aluminio e em tubos plasticos, respectivamente
as amostras foram devidamente identificadas, para posterior emprego em quatro diferentes
técnicas.

Em todas as analises foram utilizadas somente as formas adultas; assim o namero
de espécimes variou conforme & técnica a ser realizada. Depois de realizados os
procedimentos necessarios as analises, alguns insetos adultos foram alfinetados para futura

incorporacgdo a Colecao Entomoldgica do Instituto Oswaldo Cruz.

As informacdes sobre as populacdes utilizadas em cada técnica proposta neste
estudo estdo sumarizadas na Tabelal.

3.4- IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO de Trypanosoma cruzi

Todos os exemplares capturados no campo foram submetidos inicialmente ao exame
das fezes, por comprensdo abdominal dos insetos vivos e examinadas entre lamina e
laminula ao microscépio Otico para verificacdo da presenca do protozoario T. cruzi.
Entretanto, nos triatomineos mortos e naqueles com pouca quantidade de conteddo no
intestino, 0 exame se deu pela retirada do aparelho digestorio e posterior acondicionamento
em solucdo de alcool 20% para realizacdo de diagndstico molecular para presenca de T.
cruzi pela reacéo da cadeia de polimerase (PCR). O procedimento para a extracdo de DNA
da amostra do intestino dos insetos e a amplificacdo das sequéncias especificas dos
minicirculos do KDNA seguiu-se o protocolo de Multiplex-PCR preconizado por Britto et al.
(1993) adaptada por Azevedo (2011). O desenvolvimento da metodologia molecular pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase ou Multipex-PCR foi realizado no Laboratorio de Biologia
Molecular e Doengas Endémicas do Instituto Oswaldo Cruz por Livia Reis, sob a orientagdo

da Dra. Constanca Britto.

Desta forma, para a amplificagdo bioguimica de sequUéncias especificas dos
minicirculos do kDNA de T. cruzi utilizou-se iniciadores ja descritos que hibridizam com as

sequéncias flanqueadoras das regides conservadas das moléculas de minicirculos,
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amplificando produtos de 330 pb, correspondentes as regides variaveis (iniciadores 121 e
122; Britto et al., 1993; Wincker et al., 1994). No mesmo ensaio, foram introduzidos os
iniciadores que amplificam uma seqiéncia gendmica conservada consenso de diferentes
espécies de triatomineos (gene que codifica a regido 12S do RNA ribosomal: senso - 5'-
AAAGAATTTGGCGGTAATTTAGTCT-3' e anti-senso 5-GCTGCACCTTGACCTGACATT-
37), com o objetivo de demonstrar auséncia de possiveis inibidores da reagdo, assim como
para verificar a qualidade da amostra de DNA. As reacfes ocorreram em um volume final de
100 pL nas seguintes condicdes: solucdo tampédo da PCR 1X [10mM de Tris-HCI pH 8,3
contendo 50 mM de KCI], MgCI2 (4,5 mM), dNTPs (15 mM), iniciadores (5 pmol/uL), Taq
Gold DNA polimerase (5 U/uL) e 10 pL do DNA total extraido. A ciclagem térmica consistiu
de 36 ciclos, no equipamento DNA Thermal Cycler 9600, com a seguinte programagao, por
ciclo: desnaturacéo (30 s, 94 °C), anelamento dos iniciadores (30 s, 55 °C) e extenséo (30 s,
72 °C). Este programa foi precedido de um passo (12 min, 94 °C) para ativacdo da enzima
(Hot Start) e apds os 36 ciclos foi adicionada uma etapa de extenséo final (10 min, 72 °C).
Todas as etapas do protocolo foram realizadas em camara previamente irradiada com luz

UV, tendo sido tomados todos os cuidados necessarios para evitar contaminacdes na PCR.

Os ensaios de eletroforese foram realizados em cuba horizontal em géis de agarose
a 2% preparados em TBE 1X, por 2 horas a 70V. Os géis foram analisados e as imagens
registradas através de um sistema fotografico de documentacdo em gel — UVP Bioimaging

Systems.

3.5. ANALISES POPULACIONAIS

3.5.1- MORFOLOGIA DA GENITALIA EXTERNA DOS MACHOS POR MICROSCOPIA
OPTICA (MO)

As estruturas da genitalia externa do macho foram observadas em 46 espécimes, em
média trés espécimens de cada populagdo estudada (Tabela 1). O adbémen foi seccionado
no VIl segmento abdominal e a regido posterior submetida ao processo de saponificagéo,
onde foram tratadas em solu¢do aquecida de hidroxido de potassio (KOH) 10% durante 5 -
10 minutos ou até que nenhum vestigio de gordura corporal ou musculos estivessem
presentes na amostra. Em seguida as estruturas foram lavadas em agua pura e passadas
em série alcodlica com as seguintes concentracdes e periodos de tempo 50%, 60% 70%,

80%, 90%, 100%, durante 25 minutos cada. Apds esta etapa foram conservadas em
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glicerina para posterior disseccao das estruturas em microscopio estereoscopio do modelo
LEICA MZ125. As estruturas analisadas foram: parameros (Pa), processo mediano do
pigoforo (Prp), processo do endosoma (PrEn), aparelho articular (Apb), falosoma (Ph),
endosoma (En) e suporte do falosoma (SPh). A cada passo da disseccao as estruturas eram
fotografadas e desenhadas com auxilio de cAmara clara acoplada ao equipamento (Figura
2).

Posteriormente, realizou-se andlise apartir das matrizes geradas de informacdes de
presenca e/ou auséncia de atributos morfolégicos, esta foi avaliada através do programa
NTSYS 2.0 (Exeter Software). Os coeficientes de similaridade foram calculados usando-se o
coeficiente de Jaccard e o coeficiente de similaridade simples. Esta matriz de similaridade
foi transformada em fenograma usando-se o algoritmo de UPGMA (Unweighted Pair —

Group Method, Arithmetic Average).
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Triatoma sordida

Figura 2: Procedimento para preparacdo das estruturas da genitalia externa dos machos das
populages analisadas de Triatoma sordida (Stal 1859); A — Ponto de cisdo no VII segmento; B-
Cadinho de porcelana contendo hidroxido de pétassio (KOH) 10% e imersdo dos ultimos segmentos
abdominais na solugéo; C- Aquecimento da solugédo de KOH . D- Genitélia diafanizada. Pa — parameros;
Ph — falosoma; Prp — processo mediano do pigéforo. Fotos: Catarina Macedo
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3.5.2- MORFOLOGIA DA GENITALIA EXTERNA DE FEMEAS POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

O estudo da morfologia da genitalia externa de fémeas foi realizado em 45
exemplares (Tabela 1). Os triatomineos foram seccionados para a retirada das estruturas da
genitalia, no sentido transversal, na altura do sexto (VI) segmento abdominal. A por¢do
terminal do abdémen foi lavada em solucdo aquecida (40 °C) de Hipoclorito de Sdédio
(NaClO) 0,1% e posteriormente, para retirada de impurezas e gorduras corporais, as pecas
foram lavadas com agua pura na temperatura de 42 °C. Para a desidratacdo total as
estruturas, foram passadas por série alcodlica 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%; durante

25 minutos cada, e posteriormente, deixadas em estufa a 50 °C por 30 minutos.

Apos a secagem, o material foi aderido em suportes de aluminio, com auxilio de fita-
dupla-face, nas posicdes ventral e dorsal formando um &angulo de 90° com o suporte.
Posteriormente, foram submetidas ao processo de metalizacdo com ouro paladium. As
pecas foram observadas em microscopio eletrénico de varredura modelo JEOL JSM 6390

LV (Figura 3), da Plataforma de Microscopia Eletronica da Fundag¢éo Oswaldo Cruz.
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Figura 3: Procedimento para preparagdo das estruturas da genitélia externa das fémeas das populacdes de
Triatoma sordida (Stal 1859); A — Passagem em série alcodlica da peca seccionada no VI segmento; B-
Conservagao em dessecador para posterior metalizacéo; C- Montagem no suporte do aparelho de Microscépia
Eletronica de Varredura; D- Microscépio eletrénico de varredura modelo JEOL JSM 6390 LV, onde realizou-se
a observacgéo das estruturas. Fotos: S Teves

Em vista dorsal foram observados os seguintes pardmetros: linha do bordo anterior e
posterior do VIII urotergito (Quadro 1); linha posterior do IX urotergito, a forma do apice do
bordo lateral do IX urotegito, em vista ventral e o aspecto morfolégico do X urotergito
(Quadro 2); vista ventral do posicionamento do Gc8 em relagdo a linha mediana e a

presenca de espinhos na regido basal desta estrutura (Quadro 3).

Devido ao numero reduzido de espécimes fémeas das populagbes de
Guaraciama/MG, Douradina/MS e Lavandeira/TO, ndo foi realizado o estudo da vista dorsal
das estruturas da genitalia. Estas analises também n&o foram realizadas em espécimes da

populacdo de Santa Cruz/Bolivia pela auséncia de espécimes fémea.
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A partir dos caracteres morfolégicos observados nas micrografias eletronica,
elaborou-se matrizes geradas por estas informacdes de presenca e/ou auséncia de atributos
morfoldgicos, esta foi avaliada através do programa NTSYS 2.0 (Exeter Software). Os
coeficientes de similaridade foram calculados usando-se o coeficiente de Jaccard e o
coeficiente de similaridade simples. Esta matriz de similaridade foi transformada em
fenograma usando-se o algoritmo de UPGMA (Unweighted Pair — Group Method, Arithmetic

Average).
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Quadro 1: Caracteres morfologicos das estruturas dos urotergitos das fémeas das populagdes de Triatoma sordida, observados na micrografia eletronica: VIl= 7°urotergito;
VIlI= 8°urotergito; IX= ¥ YROTERCITO: X = tubo anal

Angular

Linha do bordo anterior do VIII urotergito
(Setas)

Linha do bordo posterior do VIII urotergito
(Setas)
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Quadro 2: Micrografia eletrénica das estruturas dos urotergitos e uroesternitos das fémeas das populacdes de Triatoma sordida. Setas indicam os caracteres utilizados na
andlise da linha do bordo posterior do IX e apice do bordo lateral do IX urotergito. VII= 7°urotergito; VIII= 8°urotergito; IX= 9° urotergito; X= tubo anal; Gp8=
gonopofise do VIII segmento; Gc8= gonocoxito do VIII segmento.

Loébulos acentuados Lobulos discretos

Linha do bordo posterior do IX
urotergito

i R il AT
x45 500p/ ! \

Reentrancias acentuadas Reentrancias discretas Sem reentrancias

Apice do bordo lateral do IX urotergito
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Quadro 3: Micrografia eletrdnica das estruturas dos urotergitos e uroesternitos das fémeas das populacdes de Triatoma sordida. Setas indicam os caracteres utilizados
na analise do posicionamento das placas do Gc8= gonocoxito do VIII segmento e na presenca de espinhos na base deste. VIII= 8°urotergito; Gp8= gonopofise

do VIl segmento;

Afastados

Posicionamento do Gc8 em relagdo a
linha mediana

Préoximos

Espinhos na regido basal do Gc¢8

Sem espinhos

X230, 100pm
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3.5.3 - MORFOMETRIA GEOMETRICA

3.5.3.1 - DADOS METRICOS

Para a aplicagdo da morfometria geométrica das asas foram analisados 191
espécimes de T. sordida (Tabela 2). Buscando uma homogeneidade na quantidade de
individuos utilizou-se as asas das populacées que apresentavam um quantitativo de machos
e fémeas maior que dois individuos. As asas foram extirpadas com ajuda de pingas,
montadas em l|amina com &lcool 70%, recoberta com laminula e posteriormente
fotografadas, juntamente com escala e identificagdo, utilizando-se maquina fotogréfica digital
Sony modelo DSC-070, acoplada ao microscopio estereoscopico da marca Leica modelo
MZ125, com aumento de 8x (Figura 4).

Tabela 2: PopulagGes de Triatoma sordida analisadas por morfometria geométrica de asas de acordo com
localidade e sexo.

Localidade (Estado) Cadigo N° de N° de Total
Machos  Fémeas
Aurora do Tocantins(TO) Aur 4 6 10
Bocaiuva (MG) Boc 5 10 15
Combinado (TO) Com 11 17 28
Aparecida do Taboado (MS) Cup 10 9 19
Formosa (AR) For 8 6 14
Itaobim (MG) Ita 13 21 34
Paranaiba (MS) Par 11 15 26
Sao Desidério (BA) Sdes 4 7 11
Trés Lagoas (MS) Tla 8 8 16
Véarzea Grande (MT) VG 7 11 18

Total 81 110 191




Figura 4: Tratamento da asa do exemplar de Triatoma sordida (Stél, 1859) para a técnica de morfometria geometrica; A- Retirada da asa; B- Montagem entre
lamina e laminula com escala e identificacé@o; C- Fotografia em microscopio estereoscopico. Fotos: Catarina Macedo.
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3.5.3.2 - COLETA DE DADOS

A coleta dos dados consiste na marcacdo dos Pontos Anatdmicos de Referéncia
(PAR), das asas digitalizadas, utilizando o programa livie COO, Versdo 45c. Este mddulo
faz parte do pacote CLIC 50, software livre desenvolvido por Dujardin (2011) (“General

Public License” http://www.mpl.ird.fr/morphometrics).

Em cada asa foram selecionados, em relacdo a homologia existente entre eles, 10
pontos anatémicos de referéncia (PAR 1-10) os quais correspondem ao tipo |, segundo os
preceitos de Bookstein (1990): base da sutura do clavo (PAR 1); encontro da veia
transversal cu-pcu com Pcu (PAR 2); encontro da veia transversal cu-pcu (PAR 3); encontro
da veia transversal m-cu com a Cu (PAR 4); encontro da veia transversal m-cu com M (PAR
5); dobradura da veia M (PAR 6); encontro distal de M-R (PAR 7); intersegéao da veia R+Sc
(PAR 8); extremidade da veia M (PAR 9); extremidade distal Cu (PAR 10). Os Par 1 - 8 se
localizavam no bordo da area coriacea do hemiélitro (Figura 5).

Figura 5: Fotografia da asa direita da fémea de Triatoma sordida (Stal, 1859), mostrando a disposi¢cdo dos Pontos
Anatdmicos de Referencia (PAR 1-10) selecionados para andlise das coordenadas das populagées de triatomineos.
Foto: Catarina Macedo. Cu= Cubital; M= Média; Pcu= Posterior cubital; R= Radial; Sc= Subcostal; m-cu - Média cubital; cu-pcu —
Cubital pés cubital;
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As coordenadas obtidas da selecdo de 10 PAR foram submetidas a andlises
numéricas para se calcular e comparar o tamanho isométrico e a conformacéo (através do
algoritmo da andlise generalizada de Procrustes — AGP) das popula¢gbes em questédo. Estas
andlises foram realizadas com auxilio do programa MOG versdo 92, desenvolvido e
atualizado por Dujardin (2010), também disponivel no pacote CLICK versao 50.

3.5.3.3 - TESTES ESTATISTICOS

O tamanho centroide das fémeas (F) e machos (M) de T. sordida originarias das
distintas localidades, foi analisado utilizando-se analises univariadas ndo paramétricas de
teste Kruskal-Wallis (P<0,05) corrigido pelo teste de Bonferroni. A comparagcdo entre 0s
sexos de cada localidade foi feita pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon (P< 0,05). Para as
analises univariadas foi utilizado o programa estatistico JMP versao 10 livre para teste

(http://www.jmp.com/software/jmp10/).

A conformacédo foi analisada utilizando-se as distancias de Mahalanobis (Partial
Warps) para conhecer a proximidade entre as populagdes de T. sordida e suas ecorregides.

A sua significancia estatistica foi computada pelo teste de permutacao.

O residuo alométrico entre as populacbes de T. sordida foi calculado pela analise
multivariada (Analise Discriminante — AD) do Partial Warps (PW), que foi examinado pela
regressao linear de dois Fatores Canbnicos (CF1 e CF2), derivados da conformacado e

confrontado com a variacdo de tamanho.


http://www.jmp.com/software/jmp10/
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3.5.4 — ANALISE DOS HIDROCARBONETOS CUTICULARES

3.5.4.1 - COLETA DE DADOS

Para a aplicacdo da andlise de hidrocarbonetos cuticulares das diferentes
populacdes de T. sordida, foram utilizados 96 espécimens (Tabelas 1 e 3). Devido ao alto
grau de impurezas apresentado durante o processo de extracdo dos hidrocarbonetos, a
amostra referente a populacdo de Guaraciama/MG foi descartada da analise. Foram
analisadas as asas anteriores (hemiélitros) e as posteriores (membranosas) com a técnica
de hidrocarbonetos. Apés a lavagem das asas anteriores em n-hexano estas foram também

utilizadas para a morfometria geométrica.

A extracdo dos hidrocarbonetos da cuticula, seguiu a metodologia preconizada por
Juarez et. al. (2000; 2002), onde primeiramente se realizou a lavagem individual das asas
em agua bi-destilada para a retirada de particulas sollveis e outras impurezas. Em seguida,
as asas foram postas para secar sobre papel aluminio e posteriomente transferidas para
frascos de vidro etiquetados com o codigo de cada amostra, contendo 2 ml de solvente néo
polar (n-hexano) onde foram mantidas imersas pelo periodo de 48 horas, para se obter
solubilizacdo dos lipideos totais nesta solucdo. Passado este periodo, as asas foram
novamente lavadas uma a uma com n-hexano aquecido e postas, novamente, para secatr.
Os extratos contendo os lipideos totais foram concentrados através da redugdo do volume,
sob o fluxo de nitrogénio e os frascos novamente lavados em n-hexano. O extrato de cada
especimen foi entdo passado através de mini colunas (10mm x 5 mm), contendo hexano e
Biosil UMAS e eluido com 1 ml de hexano destilado, para a separacdo da fracdo de
hidrocarbonetos dos demais compostos lipidicos. Finalmente o extrato foi concentrado ao
volume de 2 pl para a injecdo e analise em cromatografo de fase gasosa. As analises foram
realizadas em cromatégrafo a gas modelo HP6890, com detector de ionizacdo de chama,
gue foi operado em modo splitless a 310 °C, equipado com coluna capilar, apolar HP-5 (30m
x 0,32 mm D. I, 0,25 um, Hewlett- Packard). A temperatura do forno foi programada para
subir em rampa de tempo total de 40 min a 50 °C durante 2 minutos, com elevacdo para

180°C a 20 °C/min e finalmente a 320 °C a 3°C/min nos 10 minutos finais (Figuras 6 e 7).
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Tabela 3: Amostras das populacdes de Triatoma sordida analisadas segundo o perfil de hidrocarbonetos

cuticulares das asas de acordo com localidade e sexo.

Localidade (Estado) Cadigo N° de N° de Total
Machos Fémeas

Aurora do Tocantins (TO) Aur 3 3 6
Bocaiuva (MG) Boc 3 3 6
Combinado (TO) Com 3 3 6
Aparecida do Taboado (MS) Cup 3 3 6
Douradina (MS) Dou 4 1 5
Formosa (AR) For 3 3 6
Guaraciama (MG)* Gua 4 1 5
Itaobim (MG) Ita 3 3 6
Lavandeira (TO) Lav 2 1 3
Paranaiba (MS) Par 3 3 6
Ponte Alta do Bom Jesus (TO) Pon 3 2 5
Sao Desidério (BA) Sdes 3 3 6
Sao Valério da Natividade (TO) Val 7 1 8
Santa Cruz (BO) Stacruz 5 0 5
Terenos (MS) Ter 1 4 5
Trés Lagoas (MS) Tla 3 3 6
Varzea Grande (MT) VG 3 3 6
Total 56 40 96

*Populagéo descartada da analise devido contaminag&o das estruturas alares
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Figura 6: Sequéncia do processamento para inicio da extracdo da fracdo dos hidrocarbonetos
cuticulares das asas de Triatoma sordida (Stal, 1859); A - Asas acondicionadas em papel aluminio; B -
Frascos (vials) contendo n-hexano, onde as asas ficam imersas no solvente por 24 horas; D- Otimizagao
da acdo do solvente através do aquecimento em placa dos vials etiqguetados contendo as amostras. E-
Retirada das asas dos vials. Fotos: Catarina Macedo.
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Figura 7: Sequéncia do processamento para extragdo da fracdo dos hidrocarbonetos cuticulares das asas de
Triatoma sordida (Stal, 1859), A - Lavagem das asas; B - Redug&o do volume sob fluxo de Nitrogénio; C -
Passagem da amostra por coluna ndo polar constituida por Silica. D e E- Cromatdgrafo de Fase Gasosa e
aplicagdo da amostra no equipamento. Fotos: Catarina Macedo.
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Antes de realizar a injecdo das amostras o equipamento foi calibrado com injecdes
de solucéo de padrdes de n-alcanos de 22 a 42 carbonos na cadeia. A partir da identificacdo
dos tempos de retencao dos principais carbonos desta solucdo padrao foram calculados os
indices de Kovats (KI), utilizando-se a seguinte formula:

Kl= 100 * [Ca + (Cb - Ca)] * [(trX — tra) / (trb — tra)]

onde:

Ca: numero de carbonos da solucédo padréo eluida anteriormente
Cb: nimero de carbonos da solucédo padréo eluida posteriormente
trX: tempo de retencao do hidrocarboneto (incognita)

tra: tempo de retencao do padrao eluido anteriormente

trb: Tempo de retencéo do padréo eluido posteriormente.

3.5.4.2 — TESTES ESTATISTICOS

Os dados quantitativos e qualitativos de cada amostra foram obtidos a partir dos
célculos da integracéo dos picos de retencdo de cada hidrocarboneto, onde se efetuou a
divisdo de cada area sob seu pico sobre a area total. A integracao foi realizada com auxilio
do software HP Chem Station, e os dados gerados foram analisados, mediante andlise
estatistica multivariada da variancia, para avaliar a significAncia dos hidrocarbonetos
utilizados como caracteres na analise taxondmica. Para analisar a variabilidade entre as
populacdes aplicou-se a transformacdo de arco-seno aos valores das quantidades relativas

dos hidrocarbonetos apresentados.

Os valores medianos destes caracteres foram comparados usando analises nao
paramétricas teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). As andlises univariadas foram realizadas
com o] programa estatistico JMP versao 10 livre para teste

(http://www.jmp.com/software/jmp10/).


http://www.jmp.com/software/jmp10/
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% 4- RESULTADOS

4- RESULTADOS

4.1- ENTOMOLOGICOS

O agrupamento das ecorregides apresentou-se em trés clados: no 1° clado, de cor
vermelha, se concentraram as populacdes referentes as localidades situadas no Mato
Grosso e Mato Grosso do sul, as quais representam as ecorregiées do Cerrado — Cerradao
— Pantanal, dominada tanto por matas de galerias como também por pastagens,
representando neste trabalho as areas de Cerado Umido; no 2° clado, de cor azul, que
representa o bioma do Gran Chaco, estao as localidades da Provincia de Sta Cruz/ Bolivia e
a Provincia Patifio — Formosa/Argentina. Entretanto, neste clado observou-se a insercéo da
localidade de Douradina que se situa no Estado do Mato Grosso do Sul, zona de Cerrado
umido. No 3° clado, de cor verde, encontram-se reunidas as localidades inseridas na
ecorregido do bioma Cerrado stricto sensu, situadas nos estados brasileiros da Bahia, Minas

Gerais e Tocantins, que neste estudo representam o Bioma Cerrado seco.

Vérzea Grande- MT

Terenos- MS

Paranalba- MS ‘
Ap. do Taboado- MS !

Trés Lagoas- MS
Sta, Cruz- BO

Douradina- MS

Formosa- AR
Séo Valério da Natividade- TO

Lavandeira- TO
Ponte Altado Tocanfins- To:|—
Combinado do Tocantins- TO
Aurora do Tocantins- TO:l
So Desidério- BA
Bocaidva- MG

ltaobim- MG

Guaraciama- MG

Figura 8: Dendrograma elaborado a partir das distAncias geograficas dos pontos de captura das
populacées analisadas de Triatoma sordida (Stal 1859); Clado Verde (Cerrado seco) — Referente as areas
que compartilham feicdes do ecossistema Cerrado/Caatinga (Cerrado stricto sensu); Clado Azul (Gran
Chaco)- Referente as areas que compartiham feicbes do ecossistema Cerrado/Gran chaco; Clado
vermelho (Cerrado Umido) - Referente as areas que compartilham feicdes do ecossistema Cerrado/
Cerraddo/ Pantanal.
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4.2- MORFOLOGIA DAS ESTRUTURAS DA GENITALIA EXTERNA DE MACHOS POR
MICROSCOPIA OTICA (MO)

Trés estruturas apresentaram discretas variacoes: o falosoma (Ph), o processo do
endosoma (PrEn) e o suporte do falosoma (SPh).

Através destas analises pode-se evidenciar a homogeneidade existente entre os
espécimens da mesma populagdo. Entretanto, em nivel populacional foram observadas
discretas diferencas na forma do falosoma (Ph):

- Falosoma com aspecto retangular, alongado, com projecéo apical, observado em
24% das populagbes, estando presente naquelas provenientes de Combinado/TO (Com),
Guaraciama/MG (Gua), Sao Desidério/BA (Sdes), Sta Cruz/BO (Figura 9A).

- Falosoma com aspecto ovoéide, mais largo que longo e pequeno, com projecao
apical, foi comum a 24% das populacdes. Sendo observado nas populacdes de Aurora do
Tocantins/TO (Aur), Paranaiba/MS (Par), S&o Valério da Natividade/TO (Val) e Trés
Lagoas/MS (Tla) (Figura 9B).

- Falosoma com o aspecto ovoide, mais longo que largo, foi o aspecto predominante
dentre as 17 populacdes analisadas, observado em nove destas (52%), a saber: Aparecida
do Taboado/MS (Cup), Bocaitva/MG (Boc), Douradina/MS (Dou), Formosa/ARG (For),
Itaobim/MG (Ita), Lavandeira/TO (Lav), Ponte Alta do Bom Jesus/TO (Pon), Terenos/MS
(Ter), Varzea Grande/MT (VG) (Figura 9C).

O processo do endosoma observado nas populacdes de T. sordida apresentou trés

aspectos distintos:

- Em 18% das populacdes o processo do endossoma apresentou aspecto, aliforme,
curto, com o apice completamente recoberto de denticulos. Foram estas as populacdes de
Aparecida do Taboado/MS (Cup), Itaobim/MG (Ita) e Lavandeira/TO (Lav) (Figura 10A).

- O aspecto aliforme, longo e largo, também com o 4pice completamente recoberto
de denticulos foi observado em 5 populagbes (35%): Bocaiuva/MG (Boc), Douradina/MS
(Dou), Guaraciama/MG (Gua), Formosa/ARG (For), Sdo Valério da Natividade/TO (Val),
Varzea Grande/MT (VG) (Figura 10B).

- Entretanto o aspecto aliforme, longo e fino com apice e bordo inferior recoberto de
espinhos, foi predominante, sendo observado em 47% das populacdes: Aurora do
Tocantins/TO (Aur), Combinado/TO (Com), Paranaiba/MS (Par), Ponte Alta do Bom
Jesus/TO (Pon), Sdo Desidério/BA (Sdes), Sta Cruz/BO, Terenos/MS (Ter), Trés Lagoas/MS
(Tla) (Figura 10C).
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Em relacdo a estrutura do suporte do falosoma, somente duas populagbes de T.
sordida oriundas do estado do Tocantins, Aurora do Tocantins/TO (Aur) e Lavandeira/TO
(Lav) e uma de Sao Desidério/BA (Sdes) apresentaram este soldado em sua base e livre na
porcdo apical do braco; nas demais populagbes, observou-se que esta estrutura
apresentava tanto a base como o &pice soldados (Figura 11). As variacdes dos perfis
observados para o falosoma (Ph), o processo do endosoma (PrEn) e do suporte do
falosoma (SPh) apresentaram discreta associacdo em relagdo as diferentes ecorregides
(Figura 11 A). j"

LI

PrEn

PB

Com 20 Gua 02

Sdes 04 Sta Cruz 05

Figura 9A - Populacdes de Triatoma sordida (Stal, 1859) - Falosoma, vista dorsal, apresentando aspecto
retangular, alongado, com projecédo apical, observado em Combinado/TO (Com); Guaraciama/MG (Gua);
Sao Desidério/BA (Sdes); Sta Cruz/BO (Stacruz). Valor da escala 0,2mm. Ae- Edeago; Apb — Aparelho
articular basal; Cj — Conjuntiva; EPIb - Extensdo Mediana da Placa Basal; M — Membrana; Ph - Falosoma;
Plb - Placa basal; PrEn - Processo do Endosoma.
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Figura 9B - PopulagGes de Triatoma sordida (Stal, 1859) - Falosoma, vista dorsal, apresentando
aspecto ovoide, mais largo que longo e pequeno, com projecao apical. Observado nas populagdes de
Aurora do Tocantins/TO (Aur); Paranaiba/MS (Par); S&o Valério de Natividade/TO (Val); Trés
Lagoas/MS (Tla). Valor da escala 0,2mm. Ae- Edeago; Apb — Aparelho articular basal; Cj — Conjuntiva;
EPIb - Extensdo Mediana da Placa Basal; M — Membrana; Ph - Falosoma; Plb - Placa basal; PrEn -
Processo do Endosoma.
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Figura 9C - Populacdes de Triatoma sordida (Stal, 1859) - Falosoma, vista dorsal, apresentando
aspecto ovoide, mais longo que largo. Observado nas populagbes de Aparecida do Taboado/MS (Cup);
Bocaitva/MG (Boc); Douradina/MS (Dou); Formosa/ARG (For); Itaobim/MG (lta); Lavandeira/TO (Lav);
Ponte Alta do Bom Jesus/TO (Pon); Terenos/MS (Ter); Varzea Grande/MT (VG). Valor da escala
0,2mm. Ae- Edeago; Apb — Aparelho articular basal; Cj — Conjuntiva; EPIb - Extensdo Mediana da Placa
Basal; M — Membrana; Ph - Falosoma; Plb - Placa basal; PrEn - Processo do Endosoma.



39

%,

Lav 03

Figura 10A: PopulacGes de Triatoma sordida (Stal, 1859) - Processo do Endosoma aliforme,
curto e com o pice completamente recoberto de denticulos. Observado nas populagdes de
Aparecida do Taboado/MS (Cup); Itaobim/MG (lta); Lavandeira/TO (Lav). Valor da escala

0,2mm.
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Figura 10B: PopulagGes de Triatoma sordida (Stal, 1859) - Processo do Endosoma aliforme, longo e largo
com o &pice completamente recoberto de denticulos. Observado nas populagdes de Bocaiuva/MG (Boc);
Douradina/MS (Dou); Guaraciama/MG (Gua); Formosa/ARG (For); Sdo Valério da Natividade (Val) e

Varzea Grande/MS (VG). Valor da escala 0,2mm.



Figura 10C: PopulacGes de Triatoma sordida (Stél, 1859) - Processo do Endosoma aliforme, longo e
afilado com o apice e bordo inferior completamente recoberto de denticulos. Observado nas populagtes
de: Aurora do Tocantins/TO (Aur); Combinado/TO (Com); Paranaiba/MS (Par); Ponte Alta do Bom Jesus
(Pon); Sao Desidério/BA (Sdes); Santa Cruz/BO (Stacruz); Terenos/MS (Ter); Trés Lagoas/MS (Tla). Valor
da escala 0,2mm.
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Figura 11: Populagdes de Triatoma sordida (Stal, 1859) - Suporte do falosoma soldado em sua base

e livre na porcéo apical do brago. Observado nas popula¢des de Aurora do Tocantins/TO (Aur);
Lavandeira/TO (Lav); S&o Desidério/BA (Sdes). Valor da escala 0,2mm.
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Figura 11A: Arvore UPGMA a partir dos coeficientes de similaridade dos perfis dos caracteres observados nas estruturas externas da genitalia: falosoma, processo do
endosoma, suporte do endosoma dos machos de Triatoma sordida (Stal, 1859). Verde - populagBes provenientes da ecorregido do cerrado stricto sensu (seco);
vermelho do cerrado Umido; azul do Gran chaco.
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4.3- MORFOLOGIA DA GENITALIA EXTERNA DE FEMEAS POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As analises realizadas com base nas 45 fémeas das populacdes de T. sordida
(Tabela 1), evidenciaram discretas diferencas no padrao morfologico, tanto em vista dorsal
(VII, VNI, IX e X urotergitos) quanto em vista ventral, nas estruturas da genitalia externa.

4-3.1- VISTA DORSAL
S&o discretas as diferencas observadas no bordo da linha que separa o VIl do VI

urotergito. Nos individuos de 10 populag¢ées (For; VG; Boc; Ita; Cup; Par; Tla; Ter; Aur; Com)
esta linha forma um angulo bem marcado em relacdo a margem distal do VII urotergito
(Figuras 12 e 13). Nas populacdes oriundas de Sdo Desidério/BA (Sdes), Ponte Alta do
Tocantins/TO (Pon) e Sao Valério da Natividade/TO (Val) se observa a suavizacdo desta
angulacao (Figura 14).
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Figura 12: Micrografia eletronica da porcao final do abdémen de fémeas de popula¢des de Triatoma sordida
(Stal, 1859); Vista Dorsal — Visualizag&o dos angulos laterais bem marcados em relagdo a margem do bordo
distal do VII urotergito (Seta) nas populacdes procedentes de Formosa/ARG (For); Varzea Grande/MT (VG);

Bocaitva/MG (Boc); Itaobim/MG (Ita); Aparecida do Taboado/MS (Cup).
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Figura 13: Micrografia eletrénica da por¢éo final do abdomen de fémeas de populacbes de Triatoma
sordida (Stal, 1859); Vista dorsal — Visualizagdo dos angulos laterais bem marcados em relagdo a margem
do bordo distal do VII urotergito (Seta) nas popula¢des de Aurora do Tocantins/TO (Aur); Combinado/TO
(Com); Paranaiba/MS (Par); Terenos/MS (Ter); Trés Lagoas/MS (Tla).
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Figura 14: Micrografia eletrénica da porcdo final do abdémen de fémeas de populagbes de Triatoma
sordida (Stal, 1859); Vista dorsal — Visualizacdo dos angulos laterais pouco acentuados em relagéo a
margem do bordo distal do VII urotergito (Seta) nas populagdes de Sdo Desidério/BA (Sdes); Ponte Alta
do Tocantins/TO (Pon);Sé&o Valério da Natividade/TO (Val).
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Com relacédo a linha posterior do IX urotergito verificou-se que esta apresenta trés
aspectos:

- 1+1 l6bulos laterais e 1 conspicuo na regido mediana - aspecto observado nas
populacdes de Véazea Grande/MT (VG), Itaobim/MG (lta), Trés Lagoas/MS (Tla) e S&o
Valério da Natividade/TO (Val) (Figura 15);

- 1+1 l6bulos laterais e 1 na regido mediana com discreta elevacdo. - aspecto
observado nas populacdes de Formosa/ARG (For), S&o Desidério/BA (Sdes), Bocailva/MG
(Boc), Aparecida Taboado/MS (Cup), Paranaiba/MS (Par), Terenos/MS (Ter), e
Combinado/TO (Com), (Figura 16);

- 1+1 I6bulos laterais e ausente na regido mediana - aspecto observado somente nas
populacdes do estado do Tocantins (Aurora do Tocantins - Aur e Ponte Alta do Tocantins -
Pon) (Figura 17).
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Figura 15: Micrografia eletronica da porc¢ao final do abdémen de fémeas de populacdes de Triatoma sordida
(Stal, 1859); Vista dorsal — Aspecto do bordo distal do IX urotergito trilobado (seta) nas populacGes de Varzea
Grande/MT (VG); ltaobim/MG (Ita); Trés Lagoas/MS (Tla); Sdo Valério da Natividade/TO (Val).
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Figura 16: Micrografia eletronica da porcéo final do abdémen de fémeas de popula¢des de Triatoma sordida
(Stal, 1859); Vista dorsal — Aspecto do bordo distal do IX urotergito levemente trilobado (seta) nas populagdes de
Formosa/ARG (For); Sdo Desidério/BA (Sdes); Bocaitva/MG (Boc); Aparecida do Taboado/MS (Cup);
Paranaiba/MS (Par); Terenos/MS (Ter); Combinado/TO (Com).
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Figura 17: Micrografia eletronica da porcéo final do abdémen de fémeas de populagées de Triatoma sordida (Stal,
1859); Vista dorsal — Aspecto do bordo distal do IX Urotergito sem lébulo na regido mediana (seta) nas
populacdes de Aurora do Tocantins/TO (Aur); Ponte Alta do Tocnatins/TO (Pon).

O aspecto morfolégico do X urotergito apresentou discretas variacoes. Nas
populacdes de Itaobim (Ita), Terenos (Ter) e Ponte Alta do Tocantins (Pon) apresentaram
este tergito com a forma semicircular (Figura 18 A, B, C) e nas demais populacfes este

apresentavam a forma de uma campéanula (Figura 18D).
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Figura 18: Micrografia eletronica da porcéo final do abdémen de fémeas de populagbes de Triatoma sordida
(Stal, 1859); Vista dorsal — A, B, C - Aspecto da forma semicircular do X urotergito (seta) nas populages de
Itaobim/MG (Ita); Terenos/MS; Ponte Alta do Tocantins/TO (Pon); D — Aspecto da forma em campanula do X
urotergito nas demais populagdes.
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4.3.2- VISTA VENTRAL
Na vista ventral as populacdes de Bocailva/MG, Guaraciama/MG e Paranaiba/MS

apresentam elevagdo proeminente na regido mediana da linha do bordo posterior do VI
uroesternito. Nas demais populacbes esta regido apresenta-se com discreta elevagao
(Figura 19).
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Figura 19: Micrografia eletrénica da porcéo final do abdémen de fémeas de populagbes de Triatoma sordida
(Stal, 1859); Vista ventral — (A, B e C), elevagdo proeminente na por¢do mediana do bordo posterior do VII
uroesternito nas populacdes de Bocailva/MG (Boc); Guaraciama/MG (Gua); Par- Paranaiba/MS; D- Elevacgao
discreta na porgcao mediana do bordo posterior do VIl uroesternito (seta) nas demais populagdes.
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As reentrancias laterais conspicuas observadas no &pice do bordo lateral do IX
urotergito, visualizado em vista ventral, apresentam diferentes aspectos. Assim, pode-se

reunir as populacoes em trés grupos a saber;

- Reentrancias acentuadas - aspecto observado nas popula¢cdes de Bocailva/MG
(Boc), Combinado/TO (Com), Douradina/MS (Dou), Sao Valério da Natividade/TO (Val),
Terenos/MS (Ter), Varzea Grande/MS (VG) (Figura 20);

- Reentrancias suaves — observadas nas popula¢cdes de Aparecida do Taboado/MS
(Cup), Aurora do Tocantins/TO, (Aur), Guaraciama/MG (Gua), Itaobim/MG (Ita),
Lavandeira/TO (Lav), Paranaiba/MS (Par), Ponte Alta do Tocantins/TO (Pon), Sao
Desidério/BA (Sdes) (Figura 21).

- Sem reentrancias — observado nas populacdes de Formosa/ARG (For) e de Trés
Lagoas/MS (Tla) (Figura 22).

As placas do gonocoxito 8 (Gc8) sdo triangulares podendo estar afastados ou
proximos entre si. Nas populacdes de Formosa/ARG- (For), Guaraciama/MG (Gua), Ponte
Alta do Tocantins/TO (Pon), Lavandeira/TO (Lav), Paranaiba/MS (Par), Itaobim/MG (Ita),
Bocailtva/MG (Boc), Douradina/MS (Dou), S&o Desidério/BA (Sdes), Sdo Valério da
Natividade/TO (Val), Varzea Grande/MT (VG) e Terenos/MS (Ter) encontram-se afastados
(Figura 23A). Enquanto que nas populacdes de Aparecida do Taboado/MS (Cup), Aurora do
Tocantins/TO (Aur), Combinado/TO (Com), e Trés Lagoas/MS (Tla) estas estruturas estéo

préximas (Figura 23 B).

Nas regides mediana e interna das gonapdfises 8 (Gp8) e basal do gonocoxito 8
(Gc8) das populacbes de Aparecida do Taboado/MS (Cup); Aurora do Tocantins/TO (Aur) e
Trés Lagoas/MS (Tla) visualisa-se a presenca de numerosos espinhos curtos de apice
unifurcado, bifurcado e alguns trifurcados (Figura 24). Esta mesma area do tegumento da
regiao basal do Gc8 apresentou-se recorberta por espinhos, com as mesmas
caracteristicas, nos espécimes de Guaraciama/MG (Gua), Iltaobim/MG (Ita), Combinado/TO
(Com), Douradina/MS (Dou), Varzea Grande/MT (VG) e Terenos/MS (Ter), porém a
extensdo € menor. Por outro lado, ndo foram encontrados espinhos em regido
correspondente do Gc8 nas populacdes de Bocaiuva/MG (Boc), Sdo Desidério/BA (Sdes),
Sé&o Valério da Natividade/TO (Val), Lavandeira/TO (Lav), Paranaiba/MS (Par), Ponte Alta
do Tocantins/TO (Pon) e Formosa/ARG- (For).
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Os espécimes da populacdo de Formosa/ARG (For), procedentes do Gran chaco
formaram um grupo distinto das populacdes procedentes do cerrado seco e do cerrado
umido (Figura 24A).

|| X40 X40  500pm

X40- | 500um VGfor03

Figura 20: Micrografia eletrénica da porcéo final do abdémen de fémeas de populagbes de Triatoma sordida
(Stal, 1859); Vista ventral - reentrancias acentuadas na porgdo distal do IX urotergitos (Seta) nas populacGes
de Bocaiuva/MG (Boc); Combinado/TO (Com); Douradina/MS (Dou); S&o Valério/TO (Val); Terenos/MS (Ter);
Varzea Grande/MT (VG).
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Figura 21: Micrografia eletrénica da porcéo final do abdémen de fémeas de populagbes de Triatoma sordida
(Stal, 1859); Vista ventral — reentrancias suaves na porcéo distal do IX urotergitos (Seta) nas populacées de
Aparecida do Taboado/MS (Cup); Aurora/TO (Aur); Itaobim/MG (Ita); Lavandeira/TO (Lav); Paranaiba/MS
(Par); Ponte Alta do Tocantins/TO (Pon); Séo Desidério/BA (Sdes).
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Figura 22: Micrografia eletronica da porcéo final do abdémen de fémeas de populagdes de Triatoma sordida
(Stal, 1859); Vista ventral — sem reentrancias na porcéo distal do IX urotergitos (Seta) nas populagdes de;
Formosa/ARG (For); Trés Lagoas/MS (Tla).

Figura 23: Micrografia eletrénica da porcéo final do abdémen de fémeas de populagbes de Triatoma sordida
(Stal, 1859); Vista ventral — A- gonocoxitos Gc8 afastados. B- gonocoxitos Ge8 proximos (Seta).
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Figura 24: Micrografia eletrénica da porcédo final do abdémen de fémeas de populacGes de Triatoma sordida (Stal,
1859); Vista ventral — regido basal do gonocoxito 8 com a presenca de inUmeros espinhos, unifurcados, bifurcados e
trifurcados (Seta).
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Figura 24A: Arvore UPGMA a partir dos coeficientes de similaridade dos perfis dos caracteres observados nas micrografias eletrénica da porcéo final do abdémen de
fémeas de Triatoma sordida (Stal, 1859) em vista ventral. Verde - populactes provenientes da ecorregido do cerrado seco; vermelho do cerrado imido; azul do Gran
chaco.
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4.4- MORFOMETRIA GEOMETRICA DAS ESTRUTURAS DAS ASAS

4.4.1- ANALISE DO TAMANHO
O teste de Kruskall-Wallis mostrou diferencas significativas entre as 10 populacdes

(Tabelas 1 e 2) de T. sordida analisadas (X*= 123,09, GL= 19 p<0,0001). Em todos 0s casos
as asas das fémeas foram maiores que as dos machos; porém o teste de Wilcoxon mostrou
gque as diferencas foram significativas para as populagbes brasileiras de Aurora do
Tocantins/TO (Aur) (X?= 6,5455, GL= 1 p<0,0105); Bocaitva/MG (Boc) (X?= 2,1600; GL= 1
p<0,1416); Itaobim/MG (Ita) (X?= 9,1808; GL= 1 p<0,0024); Paranaiba/MS (Par) (X*=
9,1808; GL= 1 p<0,0024); Trés Lagoas/MS (Tla) (X°= 8,0404; GL= 1 p<0,0046) e a
populacdo de Formosa, Argentina (For) (X’= 4,2667; GL= 1 p<0,0389). Nas restantes
populacdes (Bocaiuva, Combinado, Vargem Grande e Sado Desidério) ndo houve diferencas

significativas para o tamanho centréide das asas de fémeas e machos (Figura 25).

4.4.2- ANALISE DA CONFORMACAO
O mapa fatorial elaborado a partir de uma analise candnica, mostrou uma separacao

entre as populacdes de T. sordida originarias do Cerrado seco (poligonos em cor verde) e
as provenientes do Cerrado umido (poligonos em cor vermelha). A populacdo de Formosa
(Argentina) encontra-se mais préxima ao grupo constituido pelas populacdes do Cerrado
seco (Figura 26). A populacdo de Paranaiba/MS (Par), procedente do Cerrado Umido pode

ser incluida no grupo do Cerrado seco.

Os valores de reclassificacdo dos individuos de T. sordida, foram considerados em
geral de excelentes a moderados (100-50%), sendo excelentes (100%) para as populacdes
de S&o Desidério/ M, Formosa/ F; altos (80-70%) para a maioria das populacdes: Trés
Lagoas/ F, Vargem Grande/ M, Sdo Desidério/ F, Vargem Grande/ F, Combinado/ M,
Bocauvia/ M, Aparecida do Taboado/ F, Formosa/ M, Trés Lagoas/ M, Aurora do Tocantins/
M, Paranaiba/ M, Aparecida do Taboado/ M e moderados (50-66%) para as populacdes de
ltaobim/ F, Paranaiba/ F, Combinado/ F, Itaobim/ M, Bocaulvia/ F, Aurora do Tocantins/ F
(Tabela 4).
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A arvore UPGMA construida a partir das distancias de Mahalanobis mostra um grupo
constituido pelas populagbes de Trés Lagoas (Tla) e Vargem Grande (VG) pertencente ao
Cerrado Umido; outro constituido pela populacdo de Formosa (For) proveniente da
ecorregido do Gran Chaco argentino; e outro pelas restantes populacdes brasileiras que
incluem a maioria das popula¢gbées do Cerrado seco e duas do Cerrado umido (Aparecida
Taboado/MS (Cup) e Paranaiba/MS (Par), que sdo municipios contiguos (Figura 27).
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Figura 25: Tamanho centréide das asas de fémeas (F) e machos (M) de Triatoma sordida originarias das localidades brasileiras de Aparecida do Taboado/MS (Cup),
Aurora do Tocantins/TO (Aur), Bocaitva/MG (Boc), Combinado/TO (Com), ltaocbim/MG (lta), Paranaiba/MS (Par), Sdo Desidério/BA (Sdes), Trés Lagoas/MS (Tla) e Varzea
Grande/MT (VG) e Formosa (For) da Argentina. As caixas mostram os valores médios em cada grupo, a linha central separa o quartis 25 e 75 e as linhas extremas 10 e

90. A linha central denota a grande média e 0s pontos nos centros das caixas a distribuicdo dos individuos. Vermelho claro, verde claro e azul claro correspondem as
Fémeas; vermelho escuro, verde escuro e azul escuro correspondem aos Machos.
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Figura 26: Mapa fatorial baseado em dois fatores (F1 e F2) discriminantes da variacdo da conformagao das asas de popula¢des de Triatoma sordida, mostrando
em verde (F: verde claro; M: macho escuro) as popula¢gfes das localidades de: Aurora do Tocantins/TO (Aur), Combinado/TO (Com); Bocaiiva/MG (Boc),
Itaobim/MG (Ita) e S&o Desidério/BA (Sdes): provenientes das ecorregifes do cerrado seco. Em vermelho (F: vermelho claro; M: macho escuro), as populacdes

das ecorregides do cerrado Umido; Aparecida do Taboados/MS (Cup); Paranaiba/MS (Par); Trés Lagoas/MS (Tla) e Varzea Grande/MT (VG). Em azul (F: azul
claro; M: azul escuro).a populagao de Formosa da Argentina (For) proveniente do Gran chaco.
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Tabela 4: Porcentagem de reclassificacdo dos individuos de Triatoma sordida segundo localidade de origem

de sexo

Localidade de origem/ sexo

N¢ individuos reclassificados/

%

Ne total
S3o Desidério/ M 4/4 100
Formosa/ F 6/6 100
Trés Lagoas/ F 7/8 87
Vargem Grande/ M 6/7 85
Vargem Grande/ F 9/11 81
Combinado/ M 9/11 81
Bocauvia/ M 4/5 80
Aparecida do Taboado/ F 7/9 77
Formosa/ M 6/8 75
Trés Lagoas/ M 6/8 75
Aurora do Tocantins/ M 3/4 75
Paranaiba/ M 8/11 72
Aparecida/ M 7/10 70
Paranaiba/ F 10/15 66
Itaocbim/ M 8/13 61
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Figura 27: Arvore UPGMA a partir das distancias de Mahalanobis mostrando em verde (F verde claro e M verde escuro), o grupo das populacdes de T. sordida
proveniente da ecorregido do Cerrado stricto sensu (seco); Em vermelho (F vermelho claro e M vermelho escuro), populagdes do Cerrado umido; Em azul (F azul

claro e M azul escuro) as do Gran Chaco. As variaveis candnicas mostram que ha uma discreta separacéo da conformacao das asas entre os grupos das
diferentes ecorregides.
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Para avaliar a relacdo das diferentes ecorregides sobre as popula¢gbes de fémeas,
uma nova analise da conformacdo das asas foi realizada com as fémeas de cada
populacdo, agrupada segundo sua ecorregido. O mapa fatorial derivado de uma analise
discriminante revelou que ha uma segregacéo entre as populacées do cerrado seco, umido
e Gran chaco, corroborando os resultados obtidos anteriormente (Figura 28).

3.060

# Cerrado seco (n= 46)
# Cerrado imido (n= 68)
#® Gran Chaco (n=6)
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Figura 28: Mapa fatorial elaborado a partir das distancias de Mahalanobis mostrando popula¢des de Triatoma
sordida provenientes da ecorregido do Cerrado seco (verde); Cerrado Umido (vermelho) e Gran Chaco (azul).
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Ja o dendograma UPGMA derivado das distancias de Mahalanobis mostrou que as
populacdes do Cerrado seco e umido encontram-se proximas entre si, entretanto, observa-
se a nitida segregacdo da populagdo do Gran Chaco Argentino (Figura 29). Os valores de
reclassificacao foram excelentes (100%) para a populacdo do Gran Chaco e altos (78-79%)

para o Cerrado seco e umido respectivamente.

e Cerrado seco
PR : [l
-—2 tomm e Cerrado Umido
! []
+--—- Gran Chaco .

Figura 29: Arvore UPGMA a partir das distancias de Mahalanobis mostrando, em verde, um grupo com as
populacdes de Triatoma sordida proveniente do Cerrado seco; em vermelho, do Cerrado Umido e em azul do
Gran Chaco.
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4.5- ANALISE DOS HIDROCARBONETOS CUTICULARES

O padrdo de hidrocarbonetos cuticulares foi avaliado nas 16 populacdes, onde se
analisaram de 3 a 6 individuos por populacdo perfazendo um total de 91 exemplares de T.
sordida (Tabela 1). Um total de 65 picos foram marcados e considerados para andlise. A
titulo de ilustracdo, na Figura 30, estdo exemplificados os cromatogramas das populacdes
de T. sordida representantes das trés ecorregibes com a identificacdo dos picos
cromatograficos contendo hidrocarbonetos, realizados pela técnica da cromatografia gasosa
acoplada a espectometro de massa (CGC/ MS).
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Figura 30: Representagdo dos cromatogramas obtidos pela analise dos hidrocarbonetos cuticulares das
asas de exemplares de populacdes de Triatoma sordida representantes de trés ecorregides: Gran Chaco
(Santa Cruz e Formosa), Cerrado Seco (S&o Valério), Cerrado Umido (Aparecida do Taboado). Os
nameros sé@o equivalentes a quantidade de carbonos que formam os compostos e o tempo de retencéo
dos compostos em minutos.
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As espécies de maneira geral apresentam variagbes nas ramificacdes do radical
Metil. Na Tabela 5 encontram-se listados os hidrocarbonetos determinados pelo CGC/MS,
com o seu respectivo indice de Kovats (KI) que mais contribuiram para analise

guimiotaxénomica dos exemplares de T. sordida.

Tabela 5: Hidrocarbonetos cuticulares de populagbes de Triatoma sordida, identificados através de
CGC/MS.

Kl HC

2300 n-C23

2500 n-C25

2700 n-C27

2772 3-metil C27

2900 n-C29

2976 3-metil C29

3158 11,21-dimetil C31
3176 3-metil C31

3350 11,15-dimetil C33
3359 11,21-dimetil C33
3375 3-metil C33

3379 11,15,21-trimetil C33
3474 12,16,22-trimetil C34
3601 3,15-dimetil C35
3612 3,7-dimetil C35
3654 3,7,11,15-tetrametil C35
3780 13,17,23-trimetil C37
3968 13,17,23-trimetil C39

A analise de clado (CA) possibilitou estabelecer a comparacéo, calcular o grau de
similaridade entre amostras e elaborar uma arvore baseada no meétodo de agrupamento
UPGMA (Figura 31). Esta andlise revela que hd uma segregagcédo das populagcbes de T.
sordida provenientes de Sta Cruz/BO e de Formosa/ARG, as quais representam a
ecorregido do Gran Chaco e formam o primeiro clado. No segundo clado ficaram agrupadas
a maioria das espécies oriundas das zonas caracteristicas do Cerrado seco que é
considerado Cerrado stricto sensu. O terceiro clado foi constituido pela maioria dos

espécimes que representam a area do Cerrado mais umido.
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Figura 31: Arvore UPGMA elaborada a partir das distancias de Mahalanobis calculadas entre as populagdes de Triatoma sordida. Clado 1- na cor azul,
populagdes do Gran Chaco (Sta Cruz/BO e Formosa/ARG); Clado 2- Na cor verde, populacdes do Cerrado seco; Clado 3- em vermelho, populag6es de T.
sordida provenientes de zonas compreendidas nas areas do Cerrado Umido.
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4.6- ANALISE DA INFECCAO POR Trypanosoma cruzi

A analise do conteudo intestinal dos insetos tanto pelo exame parasitologico das
fezes quanto pela técnica do multiplex - PCR nado evidenciaram a presenca de individuos

infectados (Tabela 6).

Tabela 6: Andlise por multiplex-PCR do contelido intestinal de populaces de Triatoma sordida (Stal, 1959).

Localidade (Estado) Codigo N2de N2 de Total Infecdo
machos fémeas por T cruzi
Aurora do Tocantins/TO Aur 3 3 6 Negativo
Bocaiuva (MG) Boc 8 4 12 Negativo
Combinado/TO Com 3 3 6 Negativo
Ap. do Taboado/MS Cup 4 5 9 Negativo
Douradina/MS Dou 2 2 4 Negativo
Formosa/(ARG For 8 5 13 Negativo
Guaraciama/MG Gua 4 1 5 Negativo
[taobim /MG Ita 6 9 15 Negativo
Lavandeira/TO Lav 1 0 1 Negativo
Paranaiba /MS Par 8 14 22 Negativo
Santa Cruz /BO StaCruz 5 0 5 Negativo
S30 Desidério /BA Sdes 3 3 6 Negativo
Sdo Valério da Val 1 7 8 Negativo
Natividade/TO
Terenos/MS Ter 1 4 5 Negativo
Trés Lagoas/MS Tla 4 4 8 Negativo
Varzea Grande/MT VG 5 6 11 Negativo

Total 16 58 136
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%  s-DIscussio

5- DISCUSSAO

CONSIDERACOES GERAIS

As areas de procedéncia dos triatomineos estdo inseridas no ecossistema de
Cerrado, que apresenta faixas transicionais com diversas feicfes paisagisticas e do Gran
Chaco. A vegetacao natural das areas das populag6es analisadas concentra-se em porgoes,
onde diversas fitofisionomias alternam-se na paisagem, com amostras de areas com o
dominio do Cerrado Arbdreo Denso (Cerradao), que se constitui de uma formacdo composta
por vegetacao hidréfila nas areas pantanosas, com denso estrato de arvores de porte
médio, matas ciliares, isto €, nas margens dos rios; areas de dominio Gran chaco, que se
constitui de matas secas com madeira dura como o quebracho; areas com pastagens
(Cerrado ralo e cerrado stricto sensu) e matas xerofilas (Caatinga — Cerrado). Entretanto, as
feicOes paisagisticas naturais deste bioma, com o crescente desenvolvimento das atividades
agropastoris estdo dando lugar a pastagens plantadas e atividades agricolas para a

producao de gréaos e algodao (Diotauiti, 2007).

Nos dias de hoje, frente ao franco processo de globalizacdo se faz necesséria a
maior compreensdo dos mecanismos de adaptacdo e de endemicidade de muitos insetos
relacionados com a transmisdo de doencas, em especial daquelas que afetam as faixas
mais pobres das populacdes, para que hipdteses consistentes que reunam a integracdo de
diferentes setores da sociedade possam desenvolver acbes preditivas de controle sobre
possiveis locais de transmisséo, o vetor e sua ecologia (Forattini et al., 1973; Diotaiuti et
al.,1998; Pires et al., 1998; Peterson, 2006). As condi¢cbes ambientais atuam como fatores
determinantes para a distribuicdo geografica, densidade espaco-temporal dos agentes
patégenos, vetores e hospedeiros. Assim, a dindmica fitogeografica no espaco e no tempo e
a repercursdo desta no quadro distribuitivo da fauna e da entomofauna é extremamente
complexa devido as constantes descaracterizacdes dos ambientes naturais, com a retirada
da cobertura vegetal silvestre; fato que se constitui em um dos principais fatores de
infestacdo e reinfestacdo de triatomineos nas moradias com condigbes de abrigar

populacdes destes insetos vetores (Forattini, 1980).

O avanco das atividades agricolas, o desmatamento desmedido, as queimadas para
expansao das atividades pecuarias vem reduzindo as areas de dominio do bioma Cerrado
que cobriam a extens&o de 1,8 milhdes de Km?, alterando o padréo de distribuicéo da fauna
e flora (Machado et al., 2008; Silva, 2011) Harris et al., (2006) ressaltam que a supressao da
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vegetacdo nativa verificada no corredor Gran Chaco - Cerrado- Caatinga, em especial na
Bacia do Alto Paraguai, pode comprometer seriamente a biodiversidade na regido onde se
verifica que a maioria das areas faz parte da rota migratéria de diferentes espécies de
passaros.

As alteracbes ambientais passam a ter importancia em nivel epidemioldgico para a
doenca de Chagas, na medida que a area de distribuicdo geografica de algumas espécies
de triatomineos esta diretamente relacionada a um determinado tipo de bioma. Entretanto,
existem espécies associadas a diferentes ecorregifes, ou seja, ecléticas, como é o caso de
Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835) e Triatoma sordida (Gurgel-Gongalves et al.,
2012). No presente estudo, as populacBes de T. sordida analisadas estdo associadas as

zonas do Gran Chaco e do Cerrado em suas diferentes fitofisionomias.

Goubiere et al., (2012) abordam a interrelacdo existente entre as diferentes espécies
de triatomineos, onde se detecta a competi¢cdo por ocupacao de territérios, como ocorreu e
ainda ocorre entre Triatoma infestans (Klug, 1834), P. megistus, Triatoma brasiliensis Neiva,
1911, Triatoma pseudomaculata Corréa & Espinola, 1964 e T. sordida em diferentes partes
da América do Sul. Esta abordagem aliada ao processo de erradicacao impetrado contra o
vetor principal no domicilio, T. infestans, pode ser a explicacdo para a ocorréncia das altas
densidades de espécies de triatomineos de importancia secundaria como é o caso de T.
sordida que segue com o “status” de espécie mais capturada no Brasil (Oliveira & Silva,
2007; Gurgel - Goncalves et al., 2010; Obara et al., 2011).

Espécies de triatomineos como T. sordida, tem suas populacdes classificadas como
individuos de ampla valéncia ecoldgica, e ampla capacidade de dispersdo, com
caracteristicas ubiquistas, que apresentam satisfatoria adaptacdo aos ambientes em
situacdo de entropia, com comprovada tendéncia invasivas, aliada a forte capacidade em
fundar colbnias tanto em ecoétopos silvestres como em ecétopos artificiais em um gradiante
de ocorréncia que atingem desde éareas frias e secas do Gran Chaco até areas mais
guentes e Umidas do corredor Pantanal-Cerrado-Caatinga (Corréa & Ferreira, 1959,
Forattini, 1973; Diotaiuti et al., 1995; Diotaiuti et al.,1998; Noireau et al., 1997; Silva et al.,
2005; Oliveira & Silva, 2007).

Em 1993, Prado & Gibbs chamavam a atencdo para as expansdes das florestas
semiciduas e deciduas, como sendo hoje zonas remanescentes de uma floresta continua
gue cobria grande parte da América do Sul e consideravam o Cerrado como um corredor
entre a Caatinga e o Chaco, sendo rota migratdria para muitas espécies da fauna e flora

durante o pleistoceno. Machado et al. (2008) apontam que somente nesta ampla ecorregiao
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do Cerrado se encontram supercentros de biodiversidade distribuidos em 8 centros. Destes,
seis coincidem com a area de distribuicdo de T sordida, sendo que dois abrangem S&o
Paulo e sul de Minas Gerais, trés o Planalto Central e um o Pantanal.

Gurgel-Gongalves et al., (2012) afirmaram que a distribuicdo geogréfica de algumas
espécies se correlaciona fortemente a um bioma em particular. Entretanto esta ndo é a
realidade que foi observada para a espécie T. sordida que apresenta ampla valéncia
ecolégica que a torna capaz de distribuir-se além do bioma de Cerrado, alcangando os
biomas de Mata Atlantica, de Caatinga e Pantanal. Segundo Silva (2011), numa populacéo
de distribuicdo muito ampla, subpopulacdes podem surgir em decorréncia das adaptacbes
locais, com o estabelecimento gradual e continuo de barreiras reprodutivas que podem ser

direta ou indiretamente direcionadas pela selegédo natural.

Como as adaptacdes locais sdo susceptiveis de envolver divergéncias de alguns
genes entre as populagdes e estas divergéncias irdo se revelar ao longo do tempo (Hewiitt,
2011), a ocorréncia de T. sordida em diferentes ecOtopos, e até mesmo em éareas de
superposi¢do com trés espécies afins, torna-se problematica tanto para o conhecimento da
real distribuicdo geografica, quanto para o diagndstico especifico (Gorla et al., 1993;
Diotaiuti et al., 1993). O mesmo é verdadeiro para o conhecimento da competéncia vetorial
do taxon, uma vez que as espécies de triatomineos apresentam diferentes padrdes

biolégicos comportamentais .

Considerando-se que a faixa territorial brasileira tradicionalmente identificada como
de transmissao vetorial da doenca, inclui grandes areas das regides Centro-Oeste, Sul,
Sudeste e Nordeste, e parte da Regido Norte (Drumond & Marcopito 2006), a maioria de
distribuicdo de T. sordida, torna-se necessario para impetrar acdes de controle a correta
identificacdo taxondémica dos insetos, o conhecimeto da competéncia vetorial e a

investigacao da presenca ou auséncia do parasito.

5.1- INFECCAO POR Trypanosoma cruzi

O  historico da competéncia vetorial de T. sordida oscila sua importancia
epidemiolégica no ambito da salde publica; os registros apontam que nos ultimos 40 anos
esta espécie tem sido comumente encontrada infectada por T. cruzi (Barretto 1971, 1976;
Forattini 1973, 1980; Carcavallo et al., 1988; Dias 1988; Schofield 1994; Noireau et al., 1997
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e 1998). Porém as taxas de infec¢do sdo mais reduzidas nas unidades domiciliares pelo seu
hébito predominantemente ornitofilico (Diotaiuti et al.,1993; Guarneri et al., 2000). Segundo
Gurgel- Gongalves et al (2010) T. sordida, no Brasil, ainda vem mantendo o status da
espécie mais capturada no ambiente de peridomicilio e segue apresentando baixo risco de
transmissao do agente etiol6logico da doenca de Chagas. Entretanto, para Vianna (2011) o
padrdo de infestacdo pelo T. sordida, ao que tudo indica, adquire feicOes particulares que
devem ser avaliadas, pois ha o registro de ocorréncia da doenca de Chagas, como 0s casos
registrados em Macaubas, na Bahia, onde ninfas desta espécie presentes no intra e
peridomicilio apresentaram 50% de infec¢do por T. cruzi (Dias et al., 2008) e 0 caso agudo
de infecg&o no Estado do Tocantins, descrito por Diotaiuti et al., (2009).

Corroborando os dados da literatura, no presente trabalho ndo foi detectada a
infeccdo por T. cruzi nos espécimes analisados tanto pelo exame parasitolégico das fezes
dos triatomineos quanto pela analise da técnica de Multiplex-PCR do conteldo intestinal dos

insetos neste trabalho, apesar de ter sido examinado uma amostra representativa.

5.2- MORFOLOGIA DAS ESTRUTURAS DA GENITALIA EXTERNA DE MACHOS POR
MICROSCOPIA OTICA (MO)

Para Meglitsch (1954), é caracteristico nas espécies a presenca de peculiaridades
morfologicas, fisioldgicas e ecoldgicas, que sdo a expressao genotipica da configuracao
hereditaria inica em consonancia com os fatores ambientais.

A analise morfoldégica comparativa das estruturas falicas tem se mostrado um
elemento importante na caracterizacdo e separacdo das espécies de triatomineos
(Carcavallo et al. 2001), e tem sido amplamente utilizada por varios autores como base na
separacdao, revalidacéo e descricdo de novas espécies, como exemplo pode-se citar: Gorla
et al., (1993), fazendo uso desta técnica na comparagdo detalhada entre T. guasayana, T.
garciabesi e T. sordida, que compunham o complexo sordida, evidenciaram diferencas
consideraveis no processo do endosoma e no falosoma de T. sordida e T. guasayana,
conseguindo assim separar os trés taxa.

Lent et al., (1993) com base em estruturas da genitalia descreveram Rhodnius stali;
Jurberg (1995), demonstrou que a tribo Triatomini apresentava homogeneidade dentre seis
das dez estruturas analisadas e Jurberg et al., (1998) revalidaram o taxon T. garciabesi.
Assim, muitas espécies de triatomineos podem ser identificadas com base em sua
morfologia externa.
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No presente trabalho evidenciou-se a homogeneidade existente entre os espécimens
da mesma populagdo, porém a analise interpopulacional apresentou diferencas na forma do
falosoma (Ph). O formato ovéide, mais longo que largo, predominou nos individuos das trés
ecorregides sendo o mais frequente dentro das populagbes analisadas. O aspecto
retangular foi comum aos individuos das populacfes localizadas nas areas do bioma de
Cerrado seco e do Gran Chaco. Outras diferencas foram observadas no processo do
endosoma e no suporte do falosoma, mas ndo apresentaram estruturacdo quanto as

ecorregioes.

Embora as estruturas da genitalia externa do macho sejam de importancia para a
determinacdo de diferentes populacbes como observado por Lopes (2001) no estudo de
espécies do complexo sordida, no presente estudo as variagdes dos perfis observadas nao

representam indicios de isolamento reprodutivo entre as populagdes das trés ecorregides.

5.3- MORFOLOGIA DAS ESTRUTURAS DA GENITALIA EXTERNA DE FEMEAS POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Antes da década de 60, as estruturas da genitdlia das fémeas também eram
consideradas como elemento nos estudos de morfologia. Entretanto Lent & Wygodzinsky
(1979) descartam o uso destas estruturas por considerar pouco elucidativas a contribuicéo
dos caracteres taxondmicos. Em 2010, Rosa et al., retomam os estudos da morfologia da
genitdlia externa das fémeas utilizando a técnica de microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) nos trés géneros de importancia médica (Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma), onde
verificaram que o0s caracteres observados, tanto na vista dorsal quanto na ventral,
apresentam diferencas que sao elucidativas para separar as espécies. Rosa et al., (2010) e
Teves-Neves (2012) aplicaram a MEV, como ferramenta eficiente na diferenciagédo em nivel

de espécie confirmando a riqueza de detalhes que esta técnica apresenta.

Pelo fato de T. sordida apresentar ampla distribuicdo geografica, buscou-se verificar
quais caracteres apresentariam variacdes dentre as populagfes utilizando esta técnica
(MEV). Deste modo, verificou-se que as variagdes dos caracteres observadas dorsalmente
foram menos consistentes para estruturacdo das populagbes por ecorregibes do que
aguelas observadas em vista ventral, onde as popula¢fes puderam ser estruturadas em

cinco clados por ecorregido.
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Assim, no presente estudo a analise por MEV das estruturas da genitélia das fémeas
foram mais elucidativas do que as do machos por MO na estruturagédo das populacdes por
ecorregioes.

5.4- MORFOMETRIA GEOMETRICA DAS ESTRUTURAS DAS ASAS

Falconer (1981) propunha que o carater métrico seria o0 primeiro a mudar ao decorrer
da evolucédo, expressando-se rapidamente em resposta aos fatores ecolédgicos locais entre
as populagcbes que passam por separacdes. Dujardin et al. (1997a; 1999), complementam
gue a capacidade de desenvolver respostas rapidas nas mudancas morfolégicas no
processo de adaptacdo a novos habitats expressam caracteres mais sensiveis que um
carater molecular como a variacédo protéica. Corroborando este comentario, Monteiro et al.
(2009) ndo observaram diferencas genéticas ao utilizar isoenzimas como marcador
molecular para analisar populagdes de T. sordida provenientes de zonas de transi¢do entre

cerrado, caatinga e areas de floresta no norte do Estado de Minas Gerais.

Desta forma, nos estudos de entomologia médica, a utilizacdo da morfometria
geométrica vem se tornando cada vez mais importante, ndo somente pelo baixo custo
apresentado para seu desenvolvimento, mas por possibilitar a observacdo de mudancas de
conformacéo ndo detectaveis por outras metodologias (Dujardin et al., 2008). Esta técnica
tem permitido dirimir davidas quanto ao status taxonémicos em Triatominae (Matias et al.,
2001; Villegas et al., 2002; Gumiel et al., 2003; Gurgel-Goncalves, 2010; Carbajal de la
Fuente, 2007; Carbajal de la Fuente et al., 2011 e Marquez et al., 2011) e também avaliar a
tendéncia de separacdo das populacdes de triatomineos dentro de suas zonas de
distribuicdo geografica (Gumiel, 2008).

Lopes et al.,, (2008) analisando exemplares de T. sordida procedentes de trés
estados Tocantins, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, observaram que as andlises
morfométricas classificaram satisfatoriamente as variacbes apresentadas no tamanho das
asas e na conformagdo. A populacdo procedente de Minas Gerais apresentaram
significativas diferencas tanto no tamanho das asas como na conformacédo, ndo observando

dimorfismo sexual entre as populagdes.
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Vianna (2011), em seus estudos avaliou populacdes de T. sordida provenientes de
seis localidades do municipio de Mato Verde, norte de Minas Gerais e ndo detectou a
presenca de dimorfismo entre machos e fémeas das popula¢gfes analisadas.

Diferente dos resultados obtidos por Lopes et al.,, (2008) e Vianna (2011), no
presente estudo, a analise do tamanho das asas das popula¢gBes de T. sordida permitiu
observar que das 10 populacdes analisadas pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon, seis
apresentaram diferencas significativas, entre fémeas e machos, confirmando a existéncia do
dimorfismo sexual. Neste caso as populacdes de fémeas procedentes de Bocailva/MG e

Aparecida do Taboado/MS apresentaram os maiores tamanhos de asas.

Esta plasticidade fenotipica relacionada ao tamanho das estruturas das asas, chama
atencao quando se observa os resultados apresentados por Obara et al. (2011) onde foram
registrados niveis de resisténcia incipiente a deltametrina em populagbes de T. sordida
oriundas de Bocailva/MG e nas populacdes procedentes de Aparecida do Taboado a
probabilidade de evolugéo de resisténcia.

As variavéis de conformacdo das asas das populacbes apresentaram valores
significativos que permitiram a segregacdo das populacbes por ecorregides. Gurgel-
Goncalves et al.,, (2011) também observou uma possivel discriminacdo geografica nas

populacdes de T. sordida por eles analisadas.

Segundo Dujardin et al., (2009), ambientes extremos podem desestabilizar a
expressao do fendtipo em triatomineos levando-o0s a expressar essa variacdo na morfologia.
Entretanto as variacdes observadas nas populacées foram na conformacdo, portanto de

nivel genético.

5.5- ANALISE HIDROCARBONETOS CUTICULARES

Hidrocarbonetos cuticulares apresentam composicdo espécie- especifica e seu
fenotipo de auséncia, presenca e/ou relativa abundancia de componentes refletem variacoes
genéticas de biosintese de enzimas (Juarez et al., 1985; Juarez et al., 1993; Calder6n-
Fernandez et al., 2005). Em triatomineos, o perfil do padréo de hidrocarbonetos cuticulares
contribuiu para diferenciar os trés principais géneros, Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma
(Juarez et al, 2000) e tem sido usado como caracter quimiotaxonbmico para analisar a

variagao intra-especifica em T. dimidiata e T. infestans, dois vetores de importancia primaria
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na transmissdo do agente etioldgico da doenca de Chagas (Calderdn-Fernandez et al,
2011).

Vérias evidéncias sugerem que o perfil dos hidrocarbonetos cuticulares de
triatomineos ndo sao influenciados por fatores ambientais, nem por alimento, sendo eles
determinados geneticamente (Juarez & Calderén-Fernandez, 2007; Calderdn-Fernandez et
al., 2011). Desta maneira, a utilizacdo dos hidrocarbonetos para inferir sobre as complexas
interacbes que ocorrem entre fenotipo, gendtipo no ambiente pode fornecer excelentes
resultados.

Segundo Etges & Jackson (2001), a diferenciacdo de hidrocarbonetos pode evoluir
no inicio de especiacdo e a observacdo de consistentes diferencas na distribuicdo
geografica para as espécies de Drosophila mojavensis, levou estes autores a sugerirem que

o fenétipo de hidrocarbonetos pode diferenciar espécies antes de divergéncia adaptativa.

As andlises realizadas por MEV, morfometria geométrica e hidrocarbonetos
cuticulares evidenciam que as populacdes de T. sordida procedentes da ecorregido do Gran
Chaco apresentam-se estruturadas, sendo que a conformacéo e o perfil de hidrocarbonetos
contribuiram de forma determinante para esta associacdo. Entretanto, como se observa nas
populacdes procedentes do Cerrado, um discreto solapamento dos perfis analisados,
acredita-se que haja um intenso fluxo génico entre as populaces que pode ser fomentado
pela existéncia de rotas de aves migratdrias que sobrepdem as zonas de distribuicdo de T.
sordida. Desta forma, para se verificar se nas ecorregides estudadas estid havendo o efeito
da divergéncia adaptativa nas popula¢des influenciado pela variacbes da conformacéo, do
perfil dos hidrocarbonetos cuticulares e das estruturas da genitalia externa das fémeas se

faz necessario a comparacdo com outras técnicas.
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% 6-CONCLUSOES

6- CONCLUSOES

- O estudo da morfologia por Microscopia Optica e Microscopia Eletrnica de
Varredura, demonstrou que as populagbes analisadas seguem o mesmo padrdo
morfoldgico, com discretas diferencas, comprovando a caracteristica panmitica da espécie.

— A microscopia 6tica (MO) da genitalia dos machos evidenciou variagcdes nas
estruturas do Falosoma, do Suporte do Endossoma e do Processo do Endossoma.
Entretanto, tais parametros ndo oferecem aporte para que se possa promover uma

estruturacao das espécies pelas diferentes ecorregides.

- A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) da genitalia das fémeas, pela maior
riqgueza de detalhes, sugere variacfes que possibilitaram a estruturacdo das populacdes de
T. sordida pelas diferentes ecorregifes, sendo esta mais evidente na populacdo procedente

do Gran Chaco.

- A Morfometria Geométrica (MG) das asas de T. sordida evidenciou variacfes
significativas, relacionadas ao tamanho e a conformacdo, porém a conformacdo da asa

possibilitou a segregacao das popula¢cdes nas trés ecorregides.

- Os perfis de hidrocarbonetos cuticulares permitiram a segregacdo das populacdes
em trés grupos: um bem definidos contituido pelas populacdes do Gran-Chaco, e dois outros
onde se observa a permeacdo de populacbes procedentes de Cerrado seco e Cerrado

Umido.

- Os resultados obtidos sustentam que as feicdes fitogeograficas inluénciam na
variagdo fenotipica e genética das populacbes de T. sordida e que a zona de disperséo

desta espécie é a partir de areas do Cerrado imido.
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