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Vocé ndo sabe o quanto eu caminhei

Pra chegar até aqui

Percorri milhas e milhas antes de dormir
Eu nem cochilei

Os mais belos montes escalei

Nas noites escuras de frio chorei

A vida ensina e o tempo traz o tom
Pra nascer uma cangdo

Com a fé do dia a dia

Encontro a solug¢do

Encontro a solugdo...

... Meu caminho sé meu Deus pode mudar
Meu caminho s6 meu pai
Meu caminho s6 meu pai

(Cidade Negra)



A Deus por ser protetor e luz do meu caminho.
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Numa folha qualquer, eu desenho um sol amarelo
E com cinco ou seis retas € facil fazer um castelo...

Corro o lapis em torno da mao e me dou uma luva
E se faco chover com dois riscos tenho um guarda-chuva...

Se um pinguinho de tinta cai num pedacinho azul do papel
Num instante imagino uma linda gaivota a voar no céu...

Vai voando, contornando a imensa curva Norte e Sul
Vou com ela, viajando Havai, Pequim ou Istambul
Pinto um barco a vela, brando navegando
E tanto céu e mar num beijo azul...

Entre as nuvens, vem surgindo um lindo avido rosa e grena
Tudo em volta colorindo com suas luzes a piscar...

Basta imaginar e ele estd partindo, sereno e lindo
Se a gente quiser, ele vai pousar...

Numa folha qualquer, eu desenho um navio de partida
Com alguns bons amigos, bebendo de bem com a vida...

De uma América a outra, eu consigo passar num segundo
Giro um simples compasso
E num circulo eu fago o mundo...

Um menino caminha e caminhando chega no muro
E ali logo em frente a esperar pela gente
O futuro esta...

E o futuro € uma astronave que tentamos pilotar
Nao tem tempo, nem piedade, nem tem hora de chegar
Sem pedir licenca, muda a nossa vida
E depois convida a rir ou chorar...

Nessa estrada ndo nos cabe conhecer ou ver o que vira
O fim dela ninguém sabe bem ao certo onde vai dar
Vamos todos numa linda passarela de uma aquarela

Que um dia enfim descolorira...

Numa folha qualquer, eu desenho um sol amarelo
(Que descoloriral)
E com cinco ou seis retas € facil fazer um castelo
(Que descolorira!)
Giro um simples compasso num circulo eu fago o mundo
(Que descolorira!)

Aquarela (Toquinho)
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RESUMO

Nesta tese foram estudadas trés espécies do “subcomplexo rubrovaria™: T. carcavalloi, T.
circummaculata e T. rubrovaria que possuem habitos silvestres, mas com potencialidades na
transmissao da doenga de Chagas. Estas espécies sao encontradas com frequéncia em domicilios do
estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Foram feitas comparagdes entre as trés espécies através da
morfologia usando a técnica da microscopia oOtica e eletronica de varredura. Foram ilustradas as
diferencas morfoestruturais dos adultos na regido escutelar e apenas uma espécie apresentou a
forma codiforme na depressdo mediana, 7. circummaculata. Ja T. carcavalloi e T. rubrovaria
apresentaram a forma de W. Foi também observada a concentracdo de sensilas nas superficies do
escutelo das trés espécies. Nas andlises da regido cefélica, o sulco estridulatério € em forma de “U”
em 7. circummaculata e em forma de "V" em T. carcavalloi e T. rubrovaria, as buculas de 7.
carcavalloi e T. rubrovaria apresentaram a forma de “U” e T. circummaculata de “V”. Ja o rostro
de T. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria apresentaram duas fendas laterais 1+1 no
apice. Foram analisadas e evidenciadas diferencas significativas no comprimento, largura e
diametro do corpo e do opérculo dos ovos de T. rubrovaria, T. carcavalloi e T. circummaculata. Na
andlise morfoldgica das antenas de T. carcavalloi verificou a ocorréncia tanto em machos quanto
em fémeas de mais de 14 tricobétrias, no terceiro e quarto articulos antenais. 7. carcavalloi
apresentou na cabeca 1+1 manchas pds-ocelares. Nos fémures das patas de ambos os sexos foi
encontrado um par de denticulos subapicais. As fossetas esponjosas foram encontradas somente nos
machos, nas tibias das patas anteriores e medianas. Os resultados morfolégicos de T. carcavalloi
evidenciaram que algumas estruturas sdo importantes para a caracterizagdo especifica, como:
antenas, denticulos subapicais e fossetas esponjosas. Estudos morfolégicos colocaram T.
carcavalloi no “complexo infestans” e no “subcomplexo rubrovaria” assim como 7. rubrovaria,
enquanto 7. circummaculata foi colocado no “complexo circummaculata". A filogenia do grupo
composto de 16 espécies de triatomineos foi reavaliado com a inclusdo de 7. carcavalloi por andlise
Bayesiana utilizando sequéncias de mtDNA de subunidades 12S e 16S do RNA ribossomal, e genes
do citocromo oxidase I (COI). A relacdo fenotipica entre T. carcavalloi e triatomineos afins também
foi inferida a partir da morfometria. Resultados filogenéticos indicaram que 7. carcavalloi é uma
espécie irma de T. rubrovaria, e ambos foram recolocados em estreita relacdio com T.
circummaculata. Estudos morfométricos confirmaram a proximidade entre 7. carcavalloi, T.
rubrovaria e T. circummaculata, colocando a ultima espécie no “complexo infestans” e no
“subcomplexo rubrovaria”. Em relacdo ao parametro biolégico, o periodo médio de incubagdo dos
ovos em T. carcavalloi foi de 22,7 dias. O maior numero de ovos / fémea / semana foi observado
durante os meses mais quentes € os ovos que nao eclodiram eram férteis. O primeiro dia de repasto
sanguineo foi de 3,13 dias apds a eclosdo, em média. O periodo de intermuda N1-N2 foi em média
de 18,52 dias; N2-N3 foi 62,77 dias; N3-N4 foi 86,93 dias; N4-N5 foi 119,05 dias e N5-adulto foi
193,43 dias. A média geral de alimentacdes durante todo o desenvolvimento ninfal foi de 13,4. Os
resultados logrados para resisténcia ao jejum indicaram que as ninfas de 3, 4 e 5 estdgios
apresentam maior resisténcia do que os adultos, e neste caso os machos foram menos resistente do
que as fémeas. A taxa de mortalidade mais alta foi registrada em N3 (22,2%). A sobrevivéncia
média foi de 25,6 semanas para os adultos. O ciclo de vida total foi longo, com média de 503,4 dias.
Este foi o primeiro relato sobre a biologia de T. carcavalloi alimentados com camundongos. Esse
estudo possibilitou ampliar o conhecimento biondmico desta espécie, além de contribuir para
melhor mantutencdo de coldnias e dessa forma entender a possivel participagdo na transmissao do
T. cruzi.

Palavras-chave: Triatominae. Morfologia. Filogenia. Morfometria. Biologia.
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ABSTRACT

In this thesis we studied three species of "subcomplex rubrovaria": 7. carcavalloi, T.
circummaculata and T. rubrovaria wild habits that have potential in transmission of Chagas
disease. These species are often found in domiciles in the state of Rio Grande do Sul, Brazil.
Comparisons were made between the three species by morphology using the technique of optical
microscopy and scanning electron microscopy. We illustrate the morphostructural differences adults
in scutellar region and only one species showed heart-shaped median depression, T.
circummaculata. T. carcavalloi and T. rubrovaria presented in the form of W. It was also observed
concentration of sensilla on the surfaces of the scutellum of these three species. In analyzes of the
cephalic region, the stridulatory sulcus is "U" shaped in T. circummaculata and "V" shaped in T.
carcavalloi and T. rubrovaria, the buccula T. carcavalloi and T. rubrovaria presented in the form of
"U" and T. circummaculata "V" shaped. The rostrum of 7. carcavalloi, T. circummaculata and T.
rubrovaria presented in apex two lateral rifts 1+1. Were analyzed and shown significant differences
in the length, width and diameter of the body and operculum of the eggs of T. rubrovaria, T.
carcavalloi and T. circummaculata. In the morphological analysis of antennas 7. carcavalloi it was
verified the occurence in both sexes more than 14 trichobotrium, in the thrird and fourth antennal
articles. 7. carcavalloi presented on head 1+1 post-ocelares spots. In the legs, a pair of subapical
denticles in femures of male and female was found. Spongy fossette were found only in the males,
in the tibias of the anterior and medium legs. The results of morphological T. carcavalloi showed
that some structures are important for the specific characterization, such: antennas, spongy fossette
and subapical denticles. Morphological studies placed 7. carcavalloi in "complex infestans" and
"subcomplex rubrovaria" as well as T. rubrovaria, while T. circummaculata was placed in the
"complex circummaculata". The phylogeny of the group consists of 16 species of triatomines was
reassessed with the inclusion of T. carcavalloi by Bayesian analysis of mtDNA sequences of
subunits 12S and 16S ribosomal RNA, and cytochrome oxidase I gene (COI). The phenotypic
relationship between T. carcavalloi related triatomines was also inferred from morphometry.
Phylogenetic results indicate that 7. carcavalloi is a sister species to T. rubrovaria, and both were
relocated in close relationship with 7. circummaculata. Morphometrics studies confirmed the
proximity of 7. carcavalloi, T. rubrovaria and T. circummaculata, placing the latter species the
"complex infestans" and "subcomplex rubrovaria". Regarding biological parameter, the average
incubation period of the eggs in 7. carcavalloi was 22.7 days. The highest number of
eggs/female/week was observed during the hottest months. The first meal took place at 3.13 days
after hatching. The intermoulting period N1-N2 was on average 18.52 days, N2-N3 62.77, N3-N4
86.93, N4-N5 119.05 and NS5-adult 193.43. The average of feedings during the nymphal
development was 13.4. Resistance to fasting in all nymph and adult (males and females) stages
indicated that nymphs of 3", 4™ and 5™ stages presented higher resistance than adults, and in this
case males were less resistant than females. The highest mortality rate was registered in N3
(22.2%). The average adult survival was 25.6 weeks. The total life cycle was highly long with
average of 503.4 days. This is the first report on the biology of T. carcavalloi fed mice. This study
enable expand the bionomic knowledge of this species, besides contribute to better maintenance
colony and thus understand the possible participation in the transmission of 7. cruzi.

Key words: Triatominae. Morphology. Phylogeny. Morphometry. Biology.
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1.0 - INTRODUCAO

1.1. A doenca de Chagas

A histéria da descoberta da doenca de Chagas tem inicio em 1902, quando o
estudante da Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro, Carlos Chagas, foi interpelado
por Miguel Couto a frequentar o 6rgdo de pesquisa Instituto Soroterdpico, criado em
1900 pelo Bardo de Pedro Afonso. Em 1907, Carlos Chagas, solicitado agora por
Oswaldo Cruz, segue para Estrada de Ferro Central do Brasil, em um pequeno vilarejo
chamado Lassance, localizado ao norte de Minas Gerais, para controlar o surto de
maldria entre operdrios. No ano de 1909, Dr. Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas
descobriu o primeiro caso humano da doenca de Chagas, assim como determinou o
agente etioldgico, Trypanosoma cruzi, seu completo ciclo de transmissdo, além de
identificar o vetor, Panstrongylus megistus, € o primeiro reservatorio silvestre, tatu.

A doenca de Chagas é endémica em 21 paises das Américas e seu principal
mecanismo de transmissdo é a vetorial (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD, 2012). Esta doenga ¢é adquirida através das dejecdes (urinofecal) do
triatomineo contendo formas infectantes, que, gracas a sua motilidade penetram na
mucosa ou por qualquer solu¢do de continuidade da pele do animal receptor, quando o
inseto realiza o repasto sangiiineo (MORAES, 2000). A transmissdo transfusional no
Brasil € responsavel por 0,2% dos casos descritos (MORAES-SOUZA & FERREIRA-
SILVA, 2011) e a transmissdo congénita varia de 5 a 40% dependendo da darea
geografica (TORRICO et al. 2004) e no Brasil oscila entre 0,3 e 33% (GONTUO et al.
2009). Segundo o MINISTERIO DA SAUDE (2012) no periodo de 2000 a 2011, foram
registrados no Brasil 1.252 casos de doenca de Chagas aguda, destes, 70% (877/1.252)
foram por transmissdo oral, 7% por transmissdo vetorial (92/1.252), em 22%
(276/1.252) ndo foi identificada a forma de transmissdo. Atualmente entre 60% e 70%
das pessoas infectadas pelo parasita vivem em média de 65 a 70 anos, enquanto que, na
década de 1970 a expectativa de vida era de 30 a 40 anos.

Segundo SCHMUNIS (1999), esta doenga representa o quarto maior impacto
social entre todas as doencas infecciosas e parasitirias prevalentes. A WORLD
HEALTH ORGANIZATION (2012) informou que mais de 25 milhdes de pessoas
encontram-se em risco de adquirir a doenca de Chagas. SCHOFIELD et al. (2006)
relatou que cerca de nove milhdes de pessoas estejam infectadas. O CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION (2012) estimou que 8 a 11 milhdes de
pessoas encontram-se infectadas em todo mundo e destes, 15% a 30% possuem
sintomas clinicos, além de que a maioria destas pessoas ndo sabem que estao infectadas.

Embora o Brasil tenha reduzido de forma dréistica estes nimeros, nas ultimas
décadas segundo o MINISTERIO DA SAUDE (2012), entre 150 e 200 novos casos
ainda sdo registrados anualmente, e no Brasil a doenga acomete cerca de trés milhdes de
pessoas. A ocorréncia da doenca de Chagas tem sido observada em diferentes estados
(Bahia, Ceard, Piaui, Santa Catarina, Sdo Paulo), com maior frequéncia de casos e
surtos registrados na regiao da Amazonia Legal e mais de 95% ocorrem em apenas dois
Estados: Pard e Amap4, sendo o processamento de agai e outros alimentos o principal
foco de contdgio (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

A doenca de Chagas nao foi vista como problema de saide até a década de '60.
Primitivamente considerada enzootia, passou a ser uma antropozoonose, a partir da
domiciliacio dos vetores, deslocados de seus ecotopos silvestres, pela atividade
antrépica no ambiente natural, como a destruicdo da vegetacdo pela agricultura,



acarretando desequilibrios nos ecossistemas. Os vetores passaram a ocupar os nichos
deixados vagos pela eliminagdo do Triatoma infestans (Klug, 1834), possibilitando,
dessa maneira, a manutencdo da transmissdo da doengca de Chagas no peri e
intradomicilio por espécies originalmente silvestres (VINHAES & DIAS, 2000).

Segundo a OPAS (2012) sdo reconhecidos trés ciclos de transmissdo do
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909): um ciclo silvestre, um peridoméstico e um
doméstico. O primeiro constitui o ciclo original da tripanossomiase americana, do qual
participam mais de duzentas espécies entre hospedeiros e triatomineos silvestres. O T.
cruzi circula entre mamiferos silvestres e o inseto vetor. Entretanto, a doenca de Chagas
nesses animais permanece com muitas didvidas, pois nem todos desenvolvem a doencga e
também devido a complexidade dos inimeros hospedeiros e vetores envolvidos. No
ciclo peridoméstico, algumas espécies de triatomineos podem assumir uma biologia
especial, adaptando-se a viver em dreas em torno das habitacdes humanas, como:
telheiros, sétdos, chiqueiros, galinheiros, etc, nutrindo do sangue de animais
domésticos. E importante ressaltar que uma mesma espécie de triatomineo pode ser
encontrada tanto no domicilio como no peridomicilio. No ciclo doméstico participam o
homem, animais sinantrépicos e triatomineos domiciliares (ARGOLO et al. 2008).

De acordo com GURGEL-GONCALVES et al., (2012) ndo hé vacinas para a
doenca de Chagas nem tratamentos antiparasitdrios para curar a fase cronica, sendo o
controle de vetores domiciliados a principal estratégia para prevenir a infec¢do humana.
O controle da doenca de Chagas no periodo 1996-2012 estd baseado na pulverizacdao
das casas e zonas circundantes com inseticidas; melhoria das habitagdes para evitar a
infestacdo do vetor; medidas preventivas com o uso de mosquiteiros; boas praticas de
higiene na preparagdo de alimentos, transporte, armazenamento e consumo; triagem de
doares de sangue; teste de tecido, 6rgao ou células de doadores e receptores; triagem de
recém nascidos ou outras criancas de maes infectadas para permitir o diagndstico
precoce e tratamento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).

Segundo o MINISTERIO DA SAUDE (2012) é importante o envolvimento das
secretarias municipais de educacao e supervisores pedagdgicos, para o estabelecimento
das estratégias de envolvimento, na rede de ensino fundamental, do tema doenca de
Chagas nas atividades curriculares e extracurriculares, para escolares residentes em drea
rural, visando o repasse da orientacdo aos pais com vistas ao encaminhamento de
insetos a unidade basica de satde (UBS) ou ao Posto de Identificagdo de Triatomineos
(PIT) mais préximo.

1.2. Triatomineos

Os insetos da subfamilia Triatominae Jeannel, 1919 (Hemiptera: Heteroptera:
Reduviidae) conhecidos vulgarmente como barbeiros, sao também chamados de
chupdes, chupangas, bicudos, fincdes ou procotds, sendo muito conhecidos das
populacdes rurais de varias regides do Brasil, constituindo um grupo amplamente
distribuido pela regido Neotropical, possuindo 144 espécies descritas (LENT &
WYGODZINSKY, 1979; GALVAO et al. 2003; SCHOFIELD & GALVAO, 2009;
POINAR, 2005; FRIAS-LASSERRE, 2010; ROSA et al. 2012). Essas 144 espécies
estdo agrupadas em 18 géneros e seis tribos. O género Triatoma € o mais representativo
da subfamilia com 80 espécies, as quais estdo agrupadas em oito complexos
(SCHOFIELD & GALVAO, 2009).



A maior incidéncia de triatomineos ocorre no continente americano, com maior
concentracdo na América Latina, e apenas 13 espécies, foram assinaladas fora do
continente americano (JURBERG, 1996). Apesar do grande numero de espécies
existentes, apenas algumas participam ativamente da transmissdo da infeccdo ao
homem, de acordo com o habitat ocupado.

No Brasil existem 69 espécies da subfamilia Triatominae (CARANHA et al.
2011) e as espécies conhecidas como principais transmissoras da doenca de Chagas sao:
Triatoma brasiliensis Neiva, 1911, Triatoma pseudomaculata Corréa & Espinola, 1964,
Triatoma sordida (Stal, 1859) e Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835),
encontradas também no habitat silvestre, porém adaptadas ao domicilio. Outras espécies
tidas como silvestres em nosso pais, tais como Rhodnius neglectus Lent (1954) e
Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843), vém merecendo aten¢do por serem capturadas
com freqiiéncia no domicilio (SILVEIRA, 1995; ALMEIDA et al. 2000; RODRIGUES
et al. 2005) e Rhodnius brethesi Matta, 1919, que vem atacando os colhedores de
piacava no Municipio de Barcelos, Estado do Amazonas, participando ativamente da
transmissao vetorial da doenga (COURA et al. 1994).

O primeiro relato sobre a aparéncia e os hédbitos de um triatomineo data de 1590
e foi feito por Reginaldo de Lizarraga que em viagens de inspe¢ao a conventos do Peru
e Chile, notou a presenca de grandes insetos hematéfagos que atacavam durante a noite.
Diversos outros viajantes e naturalistas também citaram a presenga desses insetos na
América do Sul. Um dos mais célebres relatos deve-se a Charles Darwin, durante sua
viagem pela América do Sul a bordo do H.M.S. (FIOCRUZ, 2012).

As espécies de triatomineos apresentam relevante importincia epidemioldgica
devido a necessidade de exercerem o hematofagismo obrigatério em todas as fases da
vida sobre os vertebrados, fator determinante da proximidade dos triatomineos com
mamiferos silvestres e/ou homem. Este comportamento e a uniformidade fisioldgica
desses insetos favorecem a transmissdo do agente etioldgico, 7. cruzi, protozodrio
causador da doenca de Chagas (LENT & WYGODZINSKY, 1979; SCHOFIELD &
DOLLING, 1994, JURBERG et al. 2004), tanto pela transmissdo oral quanto pela
transmissdo vetorial. Embora todas as espécies de triatomineos sejam vetores em
potencial deste protozodrio, apenas aquelas que colonizam o domicilio e ou
peridomicilio, sao epidemiologicamente importantes.

Os triatomineos foram reconhecidos no Rio Grande do Sul (RS) a partir do
inicio do século 20 (LENT, 1942). NEIVA (1913) fez o primeiro registro de T.
infestans, enquanto LUTZ et al. (1918) fizeram uma das primeiras avaliacdes de
distribuicao geografica. OLIVEIRA (1920) registrou P. megistus e mais tarde NEIVA
& PINTO (1922) registraram 7. sordida no estado. NEIVA & PINTO (1923)
descreveram Triatoma gomesi, mais tarde sinonimizado como 7. rubrovaria por LENT
(1942). NEIVA et al. (1939) descreveram Triatoma oliveirai (Neiva, Pinto & Lent,
1939). Posteriormente LENT (1942) descreveu Panstrongylus tupynambai Lent, 1942 e
fez o primeiro registro de 7. rubrovaria. PINTO (1942) e COUTINHO et al. (1952)
atualizaram a distribui¢do geografica regional e as prevaléncias para a infecg¢ao por 7.
cruzi, causador da doenga de Chagas, e posteriormente DI PRIMIO (1957) fez o
primeiro registro de Triatoma circummaculata (Stal, 1859). SILVEIRA et al. (1984)
realizaram um estudo da distribui¢io geografica por municipio das espécies capturadas
pela Fundacdo Nacional de Sadde (FNS) entre 1975-1983 e mais tarde SALVATELLA
et al. (1991, 1993) registraram Triatoma platensis Neiva, 1913 e Triatoma delpontei
Romafia & Abalos, 1947. Finalmente JURBERG et al. (1998) e CARCAVALLO et al.
(2001) descreveram Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha e Lent, 1998 e Triatoma
klugi Carcavallo, Jurberg & Galvao, 2001, respectivamente.



Segundo MINISTERIO DA SAUDE (2012), T. infestans era considerada a
espécie sinantropica mais amplamente distribuida dentre os triatomineos americanos e a
principal espécie vetora da doenca de Chagas na América do Sul (NOIREAU et al,
1996; MONTEIRO et al., 1999; ALMEIDA et al. 2008), responsdvel por 80% dos
casos de transmissdo vetorial no Brasil. No Rio Grande do Sul, o programa de controle
de Doenca de Chagas existe desde 1975 e o estado recebeu em 2005 a certificacdo de
area livre de transmissdo por T. infestans intradomiciliar, porém hé ainda regides que
sao consideradas de risco e a vigilancia deve ser permanente.

Ap6s a eliminagdo do 7. infestans do domicilio no estado do RS, o estudo dos
triatomineos silvestres vem se tornando cada vez mais relevante e tem contribuido para
o conhecimento dos seus ecdtopos naturais, da sua associacdo com hospedeiros
vertebrados, do mecanismo de interacdo entre o ecOtopo artificial e natural,
possibilitando também o esclarecimento dos principais mecanismos da transmissdo de
T. cruzi dos focos naturais para os ecotopos artificiais, e do eventual estabelecimento ou
restabelecimento do ciclo doméstico de transmissdo, o que tém contribuido para o
estudo da dindmica populacional desses insetos (OPAS, 2012).

Em Triatominae, as mudancas morfoldgicas podem ser observadas e associadas
com a adaptacdo a diferentes tipos de habitats. Essas mudangas envolvem
simplificagdes na reducdo do tamanho do corpo, no grau de dimorfismo sexual e na
relaxacdo da simetria bilateral (SCHOFIELD, 1994; SCHOFIELD et al., 1999;
DUJARDIN et al., 1997a,b, 1998, 1999a,b, 2000). Considerando o laboratério um novo
habitat para um triatomineo, essas mudancas podem ser observadas também
especialmente referidas a reducdo do tamanho e volume de sangue ingerido durante o
repasto (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ, 1976), e em alguns casos, até no tamanho
das asas, miusculo toricico e capacidade de dispersao através do voo (SOARES, 1997;
JARAMILLO et al., 2002). Essas reducgdes, segundo DUJARDIN (1998) podem ser
causadas pelo alto nimero de individuos mantidos nas coldnias de laboratério e a
conseguinte disputa pela alimentacdo que tornar-se-ia maior e como consequéncia, 0s
insetos fariam uma menor ingestao, o que proporcionaria uma nutricdo deficiente.

Os vérios estudos sobre a distribui¢ao de triatomineos no Brasil t€ém levado em
conta a capacidade de domiciliagdo, critério pelo qual as espécies sdo classificadas em
trés grupos essenciais, as domiciliadas, as peridomiciliadas e as silvestres (ZELEDON,
1976). Considerando-se aquelas pertencentes as duas primeiras dessas categorias, alguns
autores procuraram estudar a sua distribuicdo e dispersao, associando-as a condicdes
climéticas e a aspectos biogeogréficos, estes relacionados principalmente a natureza da
cobertura vegetal (ARAGAO & DIAS, 1956; BUSTAMANTE, 1957; SEREBRENICK,
1959; LUCENA, 1959; SHERLOCK & SERAFIM, 1972).

O estudo dos triatomineos em ambiente natural vem contribuindo para a
aquisicdo de conhecimentos acerca dos mecanismos de dispersdo desses triatomineos,
bem como para mapeamento das dreas de superposicdo destas em ambiente natural e
também conhecer as distancias geograficas existentes entre as populacdes intra-
especificas na drea de distribuicdo das espécies (VAZQUEZ-PROKOPEC et al., 2005).

As populagdes de triatomineos focalizadas com maiores detalhes sdo as que
apresentam hébitos domiciliados, ou seja, com capacidade de coloniza¢do no domicilio e
no peridomicilio, o que se reveste de maior importancia epidemioldgica.



1.2.1. “Complexo infestans™

Alguns grupos apresentam tdo grande similaridade morfolégica que para
diagnose especifica sdo necessdrias técnicas taxonOmicas mais sofisticadas para
caracterizar um tdxon (SCHOFIELD, 1988; BARATA et al. 1998; CARCAVALLO et
al. 2001; JURBERG, 2003). Esses grupos, por praticidade, sdo agrupados em
“complexos especificos”, porém ndo constituem uma categoria do Codigo Internacional
de Nomenclatura (CARCAVALLO et al. 2001).

O conceito de “complexo especifico” para Triatominae foi desenvolvido por
USINGER et al., (1966). Posteriormente, LENT & WYGODZINSKY (1979)
reconheceram a existéncia de varios complexos no género Triatoma.

Recentemente, SCHOFIELD & GALVAO (2009) redefiniram os complexos do
género Triatoma, dividindo-os ainda, em subcomplexos. O “complexo infestans”
atualmente compreende seis subcomplexos: T. brasiliensis, T. infestans, T. maculata, T.
matogrossensis, T. rubrovaria, T. sordida.

Os subcomplexos de espécies proximamente relacionadas podem incluir vetores
com diferentes capacidades, portanto com importancias epidemioldgicas distintas. A
caracterizacdo de cada uma das espécies, com a utilizacdo de diferentes abordagens que

permitam conhecer com mais profundidade o grupo € o primeiro passo para a
determinac¢do de sua importincia como vetor em sua drea de ocorréncia.

1.2.2. “Subcomplexo rubrovaria”

O “subcomplexo rubrovaria” €, atualmente, composto por seis subcomplexos: 7.
carcavalloi, T. circummaculata, T. klugi, T. limai, T. oliverai e T. rubrovaria, das quais
pouco se conhece acerca da ecologia. Entretanto, sdo frequentemente encontradas em
ambientes peridomiciliar e domiciliar na regido sul brasileira (ALMEIDA et al. 2009;
COSTA & LORENZO, 2009; SANTOS et al. 2009), o que funciona como alerta para
seu potencial papel como vetor no ciclo antropozoonético da doenca.

1.2.2.1. Posicao sistematica das espécies brasileiras do ‘“subcomplexo rubrovaria”

Reino: Animal

Filo: Arthropoda

Subfilo: Atelocerata

Classe: Insecta

Ordem: Hemiptera

Subordem: Heteroptera

Superfamilia: Reduvioidea

Familia: Reduviidae

Subfamilia: Triatominae

Tribo: Triatomini

Género: Triatoma

Espécies: Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent, 1998
Triatoma circummaculata (Stal, 1859)
Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843)



1.2.2.2. Triatoma rubrovaria

Triatoma rubrovaria (Blanchard 1843) (Fig. 1) € uma espécie silvestre que
invade o domicilio humano devido as mudangas ambientais produzidas por atividades
antrépicas aliadas a eliminacdo de 7. infestans do domicilio, o que deixou um nicho
vazio e disponivel (SALVATELLA et al., 1995; OSCHEROV et al., 2004).
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Figura 1: Triatoma rubrovaria

LENT (1942) mencionou que 7. rubrovaria era encontrada exclusivamente em
habitats peridomésticos e pedregosos no Rio Grande do Sul, mas raramente encontrado
em habitacdes humanas. Posteriormente, alguns autores mencionaram o encontro desta
espécie em habitats domésticos, mas com nenhuma indicagdo de coloniza¢do nos
intradomicilios (CORREA, 1968; LENT & WYGODZINSKY, 1979; ALMEIDA et al.,
2000). SILVA (1985) ¢ PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ (1988) afirmaram a
importancia de 7. rubrovaria quanto a veiculagdo de 7. cruzi ao homem. SILVEIRA &
REZENDE (1994) reconheceram a pontencialidade desta espécie em colonizar
habitacdes humanas. SALVATELLA et al. (1994) evidenciaram que esta espécie se
alimenta em humanos e SILVA & SILVA (1993) demonstraram que € um vetor
altamente competente de 7. cruzi. ROSA (1995) destacou o nimero elevado de
exemplares desse triatomineo em coletas realizadas no Rio Grande do Sul, assim como



a presenca em residéncias das dreas rurais préximas ao ecotopo silvestre, o que
confirma a importancia epidemioldgica desta espécie. Esta espécie, gradualmente vem
se adaptando ao peridomicilio, colonizando o intradomicilio e transformando-se em um
importante vetor secundario (SALVATELLA et al., 1994).

Segundo LENT & WYGODZINSKY (1979), a distribuicdo geografica de
T. rubrovaria no Brasil estava relacionada aos Estados do Parand e do Rio Grande do
Sul, entretanto, de acordo com ROSA (1995) e ROSA et al., (2000), esta distribuicdao
restringe-se a area endémica da doenca de Chagas no Rio Grande do Sul. J4 GURGEL-
GONCALVES et al., (2012) mencionaram que 7. rubrovaria encontra-se restrita ao
Bioma Pampa. Todavia DIAS et al., (2002) e MENEGUETTI et al., (2011) destacam
um registro isolado de 7. rubrovaria em Rondonia. Esses triatomineos alimentam-se de
uma variedade de hospedeiros, incluindo o homem, demonstrando rapidez na obtencao
do alimento e na primeira defecacdo, caracteristicas que indicam esta espécie como um
vetor eficaz na transmissdo da doenca de Chagas (BAR et al., 2003; ALMEIDA et al.
2003).

Segundo ALMEIDA et al., (2002), em relacdo as caracteristicas bioldgicas de
T. rubrovaria, é importante manter a vigilancia epidemioldgica e realizar estudos em
aspectos biondmicos da potencialidade do vetor.



1.2.2.3. Triatoma carcavalloi

Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent, 1998 (Fig. 2) foi descrita com base
em quatro fémeas coletadas no intradomicilio, atraidas pela luz, em diferentes
localidades, como Santana do Livramento, Cangucu, Jaguario e Dom Feliciano,
municipios do estado do Rio Grande do Sul.
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Figura 2: Triatoma carcavalloi

Espécie silvestre, com distribuicao geogréfica restrita ao Estado do Rio Grande
do Sul, é encontrada em simpatria com 7. circummaculata e T. rubrovaria, no
peridomicilio e no intradomicilio (CARDOZO-DE-ALMEIDA, 2007).

Esta espécie foi considerada afim de 7. rubrovaria (JURBERG et al., 1998),
entretanto distingui-se pelo intenso colorido laranja do lobo posterior do pronoto, do
corio e do aspecto agucado do angulo anterior do pronoto, além das caracteristicas
morfolégicas, do comprimento e da largura da cabega, do rostro, do tamanho dos olhos,
do abdomen e do gonocoxito do nono segmento. Esta espécie foi registrada no
municipio de Encruzilhada do Sul, Rio Grande do Sul, sendo capturado um exemplar
em estdgio ninfal que atingiu o estdgio adulto no laboratério (ALMEIDA et al., 2002b).



RUAS-NETO & CORSEUIL (2002) observaram em seus estudos a isen¢do de
infeccdo por T. cruzi em T. carcavalloi e a elevada taxa de infec¢do por um protozodrio
gregarinico, Machadoella triatomae Reichenow, 1935.



1.2.2.4. Triatoma circummaculata

Triatoma circummaculata (Stal, 1859) (Fig. 3) é a espécie mais importante
depois de T. infestans no Uruguai. Sua distribuicdo geografica no Brasil estd restrita ao
Rio Grande do Sul. Na literatura, esta € a segunda espécie silvestre mais capturada nesse
estado e ocupa ecotopos semelhantes a 7. rubrovaria e por vezes podem ser encontradas
juntas (LENT & WYGODZINSKY, 1979; ROSA et al., 2000).
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Figura 3: Triatoma circummaculata

RUAS-NETO & CORSEUIL (2002) encontraram 7. circummaculata vivendo
em simpatria com 7. carcavalloi e com T. rubrovaria.

Estudos filogenéticos com 7. circummaculata baseados nas seqiiéncias do DNA
mitocondrial incluiram-na no complexo 7. infestans embora estivesse em desacordo
com a classificagcdo morfoldogica (GARCIA ef al. 2001). SAINZ et al. (2004) também
analisaram sequéncias de DNA mitocondrial de 7. circummaculata e confirmaram a
inclusdo desta espécie, como um membro do ‘“subcomplexo rubrovaria” dentro do
“complexo infestans”.
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1.3. Morfologia dos Triatomineos

Segundo PAPAVERO & MARTINS (1994), a diagnose ou diagnose diferencial
€ uma breve enumeracgao dos caracteres ou combinacdes de caracteres mais importantes,
peculiares a uma dada espécie, e pelo qual esta difere de outras espécies semelhantes ou
relacionadas.

A diagnose da subfamilia Triatominae vem sendo estudada ao longo do tempo,
por indmeros parametros, principalmente aqueles relacionados aos caracteres
morfoldgicos externos e aspectos cromaticos que se utilizam da microscopia Otica para
suas andlises, aliados a distribuicdo geogréfica (LENT & WYGODZINSKY, 1979).

Os estudos realizados por PINTO (1931) através da microscopia otica revelaram
a importancia do rostro na caracterizacdo dos géneros da subfamilia Triatominae,
considerando que a relagdo entre os articulos desta estrutura nos hemipteros em geral,
especialmente nas familias hematéfagas € importante para a sistemética destes insetos.
LENT & WYGODZINSKY (1979) indicaram a importancia taxondmica do sulco
estridulatorio, o qual varia na forma, no comprimento, nimero e no espaco dos sulcos.

Até a década de '60, a taxonomia dos triatomineos usava como critérios basicos,
os caracteres morfoldgicos externos e cromaticos, mas durante a udltima década, a
microscopia eletronica de varredura (MEV) vem sendo usada como uma ferramenta
importante para a sistematica de Triatominae, justificando o status de espécies cripticas
e seus complexos (SILVA et al., 2003). Segundo CARCAVALLO et al. (1998), a MEV
€ a principal ferramenta usada para estudar 97 de 110 espécies de Triatominae.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) auxilia na investigacdo e na
andlise de estruturas como, diversas cerdas, textura de tegumento, presenca de poros,
dentre outras, ndo visiveis através da microscopia Otica, que permitem a diferencia¢do
das espécies. Com a utilizag¢do desta técnica, detalhes de algumas estruturas da anatomia
externa dos triatomineos vém sendo descritos com a finalidade de auxiliar no
esclarecimento do status de espécies cripticas (CARCAVALLO et al., 1998, SILVA et
al., 1999, 2000, 2002, 2003, JURBERG et al., 2002). O estudo das estruturas externas
permite verificar padrdoes morfolégicos que proporcionem o correto diagndstico das
espécies.

A medida que o conceito especifico vem se ampliando, tornou-se necessario
adicionar estudos morfométricos na analise da forma como uma importante ferramenta
nos estudos dos artropodos (HUTCHESON et al., 1995; ANEZ et al., 1997; SILVA et
al., 2000). A morfometria é uma técnica extremamente sensivel e por esta razdo é
necessario parcimonia com o tamanho das amostras utilizadas, uma vez que estas
podem gerar erros de leitura (SANTOS et al., 2003).

A morfometria no intuito de explicar as variagcdes do tamanho e conformacao
dos individuos interpopulacionais vem sendo de extrema importancia para a
compreensdo do comportamento de invasao de dependéncias humanas por determinadas
populacdes de triatomineos (MATIAS, 2001; SCHACHTER-BROIDER et al., 2004;
GUMIEL, 2008).

As campanhas de controle precisam ser intensificadas devido a invasdo de
espécies silvestres em ambientes de acdes antrdpicas e sua domiciliagdo. Neste sentido,
BARATA (1998) mencionou que enquanto o vetor primario € eliminado, torna-se
necessario continuar o estudo destes insetos, em especial aqueles estdgios relativamente
pouco conhecidos entre os quais se encontram 0S Ovos.

Complementar ao estudo dos insetos adultos e das ninfas, detaca-se a
importancia dos trabalhos sobre ovos de Triatominae, comprovada na literatura
(GALLIARD, 1936; LENT & WYGODZINSKY, 1979; BARATA, 1981;

11



GONCALVES et al., 1985; JURBERG et al., 1986, 2002; COSTA et al., 1997; SILVA
et al., 2000; ROSA et al., 2000) e tém corroborado principalmente para a distingao
genérica ou especifica.
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1.4. Biologia dos Triatomineos

O conhecimento de aspectos da biologia de espécies silvestres € de grande
importancia para a avaliacdo da efici€ncia destes insetos como vetores de 7. cruzi. O
ciclo de vida dos triatomineos varia de acordo com a espécie e condi¢des ambientais
onde vivem e € fortemente influenciado pela disponibilidade de fontes sanguineas
adequadas (SCHOFIELD, 1985; ROCHA et al., 2004; CARBAJAL DE LA FUENTE
etal.,2010).

O periodo de desenvolvimento ninfal dos triatomineos estd relacionado as
condicdes de alimentacdo, temperatura e umidade a que sdao submetidos. A maioria dos
estudos sobre o ciclo de vida da subfamilia Triatominae foi realizada sob circunstancias
controladas de temperatura e de umidade relativa, embora estes fatores mostrassem
variacOes didrias e sazonais em habitats naturais (LUZ et al., 1999). Entretanto, o
comportamento das espécies que possuem hdbitos silvestres pode ser alterado por
modificacOes em seus habitats.

A interferéncia de fatores climéticos na distribuicao e dispersdo das espécies de
triatomineos foi estudada por CURTO DE CASAS et al., (1999), que analisaram vdrias
espécies, tentando estabelecer relagdes entre as diferentes temperaturas e o periodo de
desenvolvimento. As conseqiiéncias do aumento de temperatura associada a baixa
umidade relativa podem acarretar reducdo acentuada no desenvolvimento ninfal e
aumento da freqiiéncia de repastos sangiiineos como forma de compensar a perda de
agua.

As provaveis alteracOes na biologia dos insetos vetores sdo: alteracdes no
mecanismo de dispersdo pelo v6o; aumento do numero de repastos e,
consequentemente, a probabilidade de infeccdo/transmissdo; aceleracdo do ciclo
bioldgico e crescimento populacional (ROCHA et al., 2004).

A eficicia das campanhas de controle da doenca de Chagas diante de seus
vetores € afetada pela resisténcia ao jejum, uma vez que os insetos podem continuar em
seus abrigos, como nas fendas das paredes, que sdo inacessiveis a acdo dos inseticidas
ou seus possiveis efeitos residuais, aumentando as possibilidades de uma possivel re-
colonizagdo por esses vetores nos domicilios (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ,
1969; CORTEZ & GONCALVES, 1998; MOREIRA & SPATA, 2002).

De acordo com OSCHEROV et al., (2005) é essencial o conhecimento das
caracteristicas bioldgicas dos insetos para designar as estratégias de controle,
principalmente nos vetores secundarios com potencial para se estabelecer em habitacdes
humanas.
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1.5. O sequenciamento de DNA na caracterizacao dos Triatomineos

Uma sequéncia de DNA ou sequéncia genética é uma série de letras
representando a estrutura primdria de uma molécula ou cadeia de DNA, real ou
hipotética, com a capacidade de carregar informacao.

As letras possiveis sdo A, C, G e T, representando os quatro nucleotideos
(subunidades) de uma cadeia de DNA — as bases adenina, citosina, guanina, timina,
covalentemente ligadas a uma "coluna vertebral" de fésforo. Tipicamente, as sequéncias
sdo impressas uma ao lado da outra, sem espagos, como na sequéncia AAAGTCTGAC,
de 5 a 3, indo da esquerda para a direita. Uma sucessao de quaisquer nucleotideos maior
que quatro estd apta a ser considerada uma sequéncia. Com respeito a sua fungdo
bioldgica, a qual pode depender do contexto, uma sequéncia pode ou nao "fazer
sentido", e também ser codificidvel ou ndo-codificdvel. Sequéncias de DNA também
podem conter "DNA lixo". As sequéncias podem ser obtidas de material biolégico
através de um processo denominado sequenciamento de DNA.

O sequenciamento de DNA mitocondrial, que € herdado maternalmente, nao
sofre recombinacdo e apresenta uma taxa de evolugdo de até 10 vezes maior que o DNA
nuclear, transformando-se numa excelente técnica para a separacgdo de espécies cripticas
e estudos de filogenia de triatomineos bem como para estudos filogeogrificos e de
genética populacional. Os marcadores do mtDNA mais utilizados no estudo da filogenia
de triatomineos sdo os fragmentos que originam as subunidades ribossomais 12S e 16S,
citocromo oxidase I (COI) e citocromo b (Cytb) para as quais ja foram depositadas um
grande nimero de sequéncias no banco de dados de DNA — GenBank (GARCIA &
POWELL, 1998; SAINZ et al. 2004; ALMEIDA et al. 2009; TEVES-NEVES, 2012).

O sequenciamento de fragmentos de genes permite a avaliagdo direta de
polimorfismos de DNA, fornecendo o melhor tipo de dado para inferéncias filogenéticas
e determinacdo de relagdes de parentesco entre individuos e populacdes. Diferentes
segmentos de DNA mitocondrial (mt) e nuclear evoluem a taxas diferentes.

Dados de seqiiéncias mitocondriais tém sido usados para resolver questdes
taxondmicas. O status especifico de muitos tdxons problemdticos foi confirmado,
enquanto espécies reconhecidas revelaram-se apenas variantes cromaticos. Em muitos
casos, as andlises revelaram que uma unica espécie era de fato composta de mais de um
tdxon criptico (FIOCRUZ, 2012).

Diante do exposto, objetivamos neste estudo realizar uma caracterizagao
comparativa entre as trés espécies brasileiras do “complexo infestans”, “subcomplexo
rubrovaria” utilizando diferentes abordagens biol6gicas, moleculares, morfolégicas e
morfométricas. Pretendemos abordar mais especificamente, os seguintes itens:

e Descrever a morfologia externa de Triatoma carcavalloi através da microscopia
oOtica e eletrOnica de varredura;

e Explicar as relagdes fenotipicas e filogenéticas entre espécies brasileiras do
“subcomplexo rubrovaria” coletadas nos domicilios do estado do Rio Grande do
Sul;

e Analisar comparativamente os aspectos morfolégicos e morfométricos dos
exocorios dos corpos e opérculos dos ovos através da microscopia Otica e
eletrobnica de varredura a fim de evidenciar padrdes distintos e estdveis das
espécies brasileiras do “subcomplexo rubrovaria”;
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Comparar a bucula, rostro e sulco estridulatério de Triatoma carcavalloi,
Triatoma circummaculata e Triatoma rubrovaria através da microscopia
eletronica de varredura;

Analisar e comparar o escutelo e a genitdlia feminina através da microscopia
eletronica de varredura de T. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria;

Conhecer o aspecto biondmico de Triatoma carcavalloi.
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2.0. CAPITULOS

Na presente tese, trés espécies do género Triatoma pertencentes ao “complexo
infestans”, “subcomplexo rubrovaria” foram estudadas. As espécies sdo endémicas da
Regido Sul e vivem em simpatria: Triatoma rubrovaria, Triatoma carcavalloi e
Triatoma  circummaculata.  Utilizamos andlises  morfologicas, moleculares,
morfométricas e biologicas no intuito de responder questdes relacionadas ao
agrupamento dessas no “complexo infestans” e mais intimamente no ‘“subcomplexo
rubrovaria”.

Apresentaremos os resultados sob a forma de capitulos:

2.1. Capitulo 1

SANTOS-MALLET J, CARDOZO-DE-ALMEIDA MAR, NOVO SC,
GONCALVES TCM 2008. Morfologia Externa de Triatoma carcavalloi
Jurberg, Rocha & Lent (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) Através da
Microscopia Otica e Microscopia Eletronica de Varredura.

Entomobrasilis 1(2): 37-42.
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Resumo. Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent é uma espécie com distribuicdo geografica restrita ao Estado do Rio Grande do Sul, habitos
silvestres, vivendo em simpatria com Triatoma rubrovaria (Blanchard) e Triatoma circummaculata (Stal). Diferencas morfo-estruturais na regiao
cefalica de adultos foram ilustradas. Na anélise morfologica das antenas de T. carcavalloi foi verificado em machos e fémeas a ocorréncia de 14
tricobotrias no terceiro e quarto segmento antenal. Na cabeca a presenca de 1+1 manchas pos-ocelares. Nos fémures das pernas de ambos os sexos foi
encontrado um par muito pequeno de denticulos subapicais. As fossetas esponjosas foram encontradas somente nos machos, nas tibias das pernas
anteriores e medianas. O estudo do rostro é importante para a caracterizagido da subfamilia Triatominae, assim como o sulco estridulatério e a bucula.
A bticula possui borda grossa, superficie granular e forma de “U”. O rostro é similar em ambos os sexos. A placa apical tem forma de diamante na
lamela inferior e forma digitiforme na lamela superior. No apice do rostro duas fendas laterais 1+1 foram observadas. O sulco estridulatorio desta
espécie tem a forma de “V” e é mais largo nas fémeas do que nos machos. Esta é a primeira descricdo morfologica destas estruturas em adultos de
T. carcavalloi usando a microscopia eletronica de varredura. Estes resultados relacionados aos estudos morfologicos realizados em 7. carcavallot
evidenciam a importancia destas estruturas para caracterizacao especifica.

Palavras-chave: Bticula, pernas, regido cefalica, rostro, sulco estridulatério.

External Morphology of Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent (Hemiptera: Reduviidae:

Triatominae) by Optical and Scanning Electron Microscopy
Abstract. Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent is specie with restricted geographic distribution to the State of Rio Grande do Sul, rupestrial
habits, living currently in simpatry with Triatoma rubrovaria (Blanchard) and Triatoma circummaculata (Stal). Morpho-structural differences in
the cephalic region of the adults had also been illustrated. In the morphological analysis of the antennas of T. carcavalloi it was verified the occurrence
in both, male and females, more than 14 trichobotrium, in the third and fourth antennal articles. In the head the presence of 1+1 post-ocelares spots.
In the legs, a pair of sub-apical dentices in femures of both male and female was found. Spongy fossette had been found only in the males, in the tibias
of the previous and medium legs. The study of rostrum is important to the characterization of the subfamily Triatominae, as well as the stridulatory
sulcus and buccula. The buccula possess a thick edge, granular surface and “U” shape. The rostrum is similar in both sexes. The apical plate has a
diamond shaped inferior lamella and the superior one has a digit form. In the apex of the rostrum two lateral rifts 1+1 are observed. The stridulatory
sulcus of these specie is “V” shaped and is more larger in the females than in males. This is the first morphologic description of these structures in
the adults of T. carcavalloi using the scanning electronic microscopy. The results related to the morphological studies carried out in T. carcavalloi,

showed evidences that some structures are important for the specific characterization.

Key words: Buccula, cephalic region, legs, rostrum, stridulatory sulcus

Q través da morfologia, a ciéncia tem conseguido agrupar

s animais através de seus graus de semelhancas e/ou
diferencas, inerentes a cada grupo especifico. Entretanto, tais
caracteristicas tém deixado duvidas quanto a identificacdo em
nivel de espécie, o que motivou o inicio da utilizacdo de novos
marcadores taxonémicos para a sua identificacio. Em muitos
casos tais diferencas morfologicas em determinadas espécies
podem significar a existéncia de “complexos de espécies”,
formados por duas, trés ou mais “espécies cripticas”, que
dificilmente sao distinguiveis pelos recursos da taxonomia
classica e/ou morfoloégica (LENT & WYGODZINSKY 1979, BARATA
1981, GongaLVEs et al. 1985, Costa et al. 1991).

Amicroscopia eletrénica de varredura tem demonstrado
excelentes resultados, surgindo como uma metodologia de
estudo complementar da taxonomia morfoldgica classica, uma
vez que estruturas ndo visiveis através da microscopia Otica
como determinados tipos de cerdas, detalhes da estrutura do
tegumento, poros, etc., estao enfim podendo ser contempladas
por esta técnica. Adicionalmente através de programas acoplados
aos microscopios, é possivel realizar mensuracées com grande
precisao (AzevEDo et al. 2004, ALENCAR et al. 2005, SANTOS-MALLET
et al 2005).

Na familia Reduviidae (Hemiptera), a subfamilia
Triatominae é hematé6faga e devido a uniformidade fisiologica
todos os representantes sdo capazes de se infectar e/ou transmitir
o Trypanosoma cruzi (Chagas), agente etioldgico da doenca
de Chagas (Jurserc et al. 2004). Esta subfamilia é composta

por 137 espécies (GaLvio et al. 2003; Costa & FiLx 2007),
onde mais da metade delas ja foram encontradas naturalmente
infectadas por T. cruzi, além de dezenas de outras infectadas
experimentalmente em laboratério (ViNHAES & Dias 2000). As
espécies de triatomineos tém ampla distribuicdo geografica
no Novo Mundo desde os Estados Unidos até o sul do Chile e
Argentina. Estima-se que pouco mais de uma dezena ocorra
fora do continente americano e estdo associadas a uma grande
variedade de hospedeiros vertebrados, com destaque para os
mamiferos e passaros (SCHOFIELD et al. 1999).

O principal vetor da doenca de Chagas até o século
passado era o Triatoma infestans (Klug). Hoje, no Brasil, esta
espécie tem sua distribuicdo geografica restrita a focos no Rio
Grande do Sul e Bahia, e mesmo assim com baixa infestac¢ao e
densidade (VINHAES 2001).

Dentre as espécies nativas, Triatoma brasiliensis Neiva
e Triatoma pseudomaculata Corréa & Espinola, sdo consideradas
de risco para a transmissao da doencga, pois sdo encontradas no
habitat silvestre, podendo reinfestar o domicilio. Outras espécies,
como Panstrongylus lutzi Neiva & Pinto, Triatoma rubrovaria
(Blanchard), Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent e
Triatoma circummaculata (Stal) merecem atencdo por serem
capturadas com freqiiéncia no domicilio apresentando risco de
transmissdo do parasito. Estas trés tltimas sdo espécies com
distribuigdo geografica restrita ao Estado do Rio Grande do Sul
- RS (Rosa 2000).

T. carcavalloi foi descrita com base em quatro fémeas
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coletadas no intradomicilio, atraidas pela luz, nos Municipios
de Santana do Livramento, Cangucu, Jaguarao e Dom Feliciano,
municipios do Estado do Rio Grande do Sul (RS). Esta espécie
vive em simpatria com T. rubrovaria e T. circummaculata no
peridomicilio e no intradomicilio, e foi considerada afim de T.
rubrovaria. Dintingue-se pelo intenso colorido laranja do lobo
posterior do pronoto, do coério e do aspecto agucado do angulo
anterior do pronoto, além das caracteristicas morfologicas,
(em relacdo as proporgoes,) do comprimento e da largura da
cabega, do rostro, do tamanho dos olhos, do abdémen menor,
o que lhe confere um aspecto arredondado, e do gonocoxito do
nono segmento. Apos esta descrigio esta espécie foi registrada
no municipio de Encruzilhada do Sul (RS), sendo capturado
um exemplar em estagio ninfal e atingindo o estagio adulto no
laboratoério (ALMEIDA et al. 2002).

Ruas-NETO & CoORSEUIL (2002) observaram em seus
estudos a isencdo de infecgdo por T. cruzi em T. carcavalloi e
a elevada taxa de infeccdo por um protozodrio gregarinico,
Machadoella triatomae Reichenow, 1935.

O presente trabalho objetivou ampliar o conhecimento
morfologico de T. carcavalloi para obter caracteres diagnosticos
diferenciais, uma vez que esta é a primeira descri¢do morfologica
do rostro, bicula e sulco estridulatério nos adultos desta espécie
usando a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

MATERIAL E METODOS

Obtenciao e manutencao dos insetos. Foram utilizados
exemplares machos e fémeas de 7. carcavalloi. A colonia
foi iniciada com espécimes coletados no ecoétopo natural e
no peridomicilio, em dezembro de 2000 e outubro de 2005,
no Estado do Rio Grande do Sul, em Encruzilhada do Sul
(30°32°387S; 52°31'19”0), localidade de Cordilheira (Figura 1). Os
individuos foram mantidos em condigGes estaveis de temperatura
e umidade, em estufa BOD a 29°C e 80% UR, com foto periodo
de 12 horas no Setor de Morfologia, Ultraestrutura e Bioquimica
de Artrépodes, do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ. As criagoes
permaneceram em frascos plasticos com tampas perfuradas,
contendo internamente papel de filtro sanfonado com o objetivo
de aumentar a superficie de contato e a possibilidade de refagio,
bem como reduzir o excesso de umidade.

ncruzilhada do
Sul

Figura 1. Estado do Rio Grande do Sul (Brasil). Em destaque o municipio
de Encruzilhada do Sul, local de coleta de Triatoma carcavalloi. Escala
- 1:75000.

Observacoes ao microscopio optico. Para observacdo das
antenas, manchas po6s-ocelares e pernas, cinco machos e cinco
fémeas foram dissecados. As estruturas montadas em laminas,
observadas em microscopio estereoscopico, modelo Stemi SV 11
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(Zeiss) e posteriormente fotografadas no Laboratério de Imagens
do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

Observagoes ao microscopio eletronico de varredura
Espécimes adultos, machos (n=5) e fémeas (n=5), foram
dissecados para a remocao das estruturas a serem analisadas:
rostro, bicula e sulco estridulatorio. Posteriormente, as estruturas
foram fixadas a uma fita dupla-face aderida a um suporte metalico.
Em seguida, foram pulverizados com ouro, em aparelho Balzers
a alto vacuo, para serem observados e fotografados a 15 -20 KV,
nos aumentos de 100X e 350X.

Foi utilizado o microscopio eletronico de varredura
modelo JSM 5310 (Jeol), no Laboratério de Ultraestrutura
Hertha Meyer, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

REesuLTADOS E DI1scussio

O estudo das estruturas externas permite verificar
padrdes morfologicos que proporcionem o correto diagnostico
das espécies. No presente trabalho utilizou-se a morfologia com o
objetivo de ampliar o conhecimento de T. carcavalloi, o que é de
suma importancia para o desenvolvimento das a¢des de controle
destes vetores.

Até a década de 1960, a taxonomia dos triatomineos
usava como critérios basicos, os caracteres morfologicos externos
e cromaticos, observados através da microscopia 6ptica, aliados
as informacoes da distribuicdo geografica (LENT & WYGODZINSKY
1979).

Através da microscopia Optica, foram realizadas
observacoes em exemplares machos e fémeas de 7. carcavalloi
(Figura 2). Na anélise morfologica das antenas verificou-se a
ocorréncia tanto em machos quanto em fémeas de mais de 14
tricobdtrias, no terceiro e quarto articulos antenais (Figuras 3A,
3B).

S~

Figura 2. Espécime fémea de Triatoma carcavalloi.

Na cabeca visualiza-se a presenca de 1+1 manchas pos-
ocelares (Figuras 4A, 4B). Nas pernas, foi encontrado um par de
denticulos subapicais nos fémures de ambos os sexos (Figura 5A
a 5F). As fossetas esponjosas foram encontradas somente nos
machos, nas tibias das pernas anteriores (Figura 6A) e medianas
(Figura 6C) estando ausentes nas fémeas (Figura 6B, 6D) e nas
tibias das pernas posteriores de ambos (Figura 6E, 6F).

Os estudos realizados por PiNto (1931) com microscopia
Otica revelaram a importancia do rostro na caracterizacio
dos géneros da subfamilia Triatominae, considerando que o
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comprimento dos articulos desta estrutura nos hemipteros em
geral, especialmente nas familias hematofagas é importante
para a sistemética destes insetos. Dados da literatura citam a
importancia além do rostro, da bticula e do sulco estridulatoério,
na anélise destas estruturas presentes em grupos homogéneos de
espécies.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) tem se
mostrado uma importante ferramenta para uso na taxonomia,
auxiliando na investigacdo e na andlise de estruturas que
permitem a diferenciacdo das espécies. Com a utilizagdo desta
técnica, detalhes de algumas areas da anatomia externa dos
triatomineos vém sendo descritos com a finalidade de auxiliar no
esclarecimento do status de espécies cripticas (CarcavaLLo et al.
1998, Siva et al. 1999, 2000, 2002, 2003, JURBERG et al. 2002).

Figura 3. Estruturas morfolégicas de Triatoma carcavalloi observadas
através da Microscopia Optica. A — Tricobétrias (seta) no terceiro e quarto
articulos antenais de machos — 3X; B — Tricobdtrias (seta) no terceiro e
quarto articulos antenais de fémeas — 3X.

ocelo) - 6,3X; B -

Figura 4. A - Manchas poés-ocelares no macho (*
Manchas po6s-ocelares na fémea (* = ocelo) - 6,3X.

Os resultados relacionados aos estudos morfolégicos
realizados em T. carcavalloi confirmam que estas estruturas sao
importantesparaacaracterizacaoespecifica. Osresultados obtidos
através da microscopia eletrdnica de varredura demonstram que
a buicula dos exemplares desta espécie é em forma de “U” com
uma borda grossa e superficie granular. A regido anterior exibe
acentuadas pregas tanto nas fémeas quanto nos machos (Figuras
7A e C; 8A). A regido central apresenta uma fenda nas fémeas
(Figura 7B), carater ausente nos machos (Figura 8B).

Em Triatoma guazu Lent & Wigodzinsky e Triatoma
Jjurbergi Carcavallo, Galvio & Lent, ambas pertencentes ao
complexo oliverai, também foi observado por Siva et al. (2003)
o aspecto em forma de “U” da btcula, assim como em Triatoma
gerstaeckeri (Stal) (FErro et al. 1997). Ja em Rhodnius brethesi
Matta esta estrutura apresenta-se com uma forma ovalada, com
uma constricdo mediana, lembrando o formato de um nimero
oito (Santos-MALLET et al. 2005).

Osresultados demonstram que o rostro de 7. carcavalloi
é similar nas fémeas e nos machos (Figuras 9A e 9B), onde 1+1
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fendas laterais foram observadas no 4pice. Este, de formato
losangular, apresenta uma lamela inferior e outra superior em
forma de digito. A placa apical apresenta-se mais rombuda nas
fémeas do que nos machos (Figuras 9C; 10 A e 10B).

Figura 5. Denticulos subapicais nos fémures de Triatoma carcavalloi,
visualizados através da Microscopia 6ptica. A, C, E — machos, B, D, F
— fémeas.

Figura 6. Microscopia oOptica de tibias de Triatoma carcavalloi - 6,3X.
Fosseta esponjosa na perna anterior, A - macho, B —fémea; Fosseta
esponjosa na perna mediana, C - macho, D — fémea; Auséncia de fosseta
esponjosa na perna posterior, E - macho, F — fémea.

Analisando o rostro de oito espécies do género Triatoma,
CartarLA (1996) conclui que o nimero e a distribuicao das sensilas
nao diferem entre ninfas e adultos, diferindo, porém entre as
diversas espécies de tritomineos.

No presente trabalho o sulco estridulatério varia na
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forma, no comprimento, nimero e no espago dos sulcos. Em
T. carcavalloi esta estrutura é em forma de “V” apresentando-
se mais largo nas fémeas do que nos machos (Figuras 11 e 12).
Em T. guazu esta estrutura também apresenta o aspecto de “V”
enquanto que em T. jurbergi foi observado o aspecto de “U”
(Stva et al. 2003). Observa-se em T. carcavalloi uma depressao
em sua regido central com estrias paralelas, sendo lateralmente
delimitado em toda sua borda por papilas e sensilas.

E importante destacar que a descricio morfolégica

1g9gpm 111115
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Figura 7. Microscopia eletronica de varredura da cabeca de fémea de
Triatoma carcavalloi em vista ventral. A - Bicula em forma de “U”;
B — Detalhe da bucula apresentando bordas grossas e uma fenda na
depressao; C- Bordos laterais apresentando rugosidades.

SaNTOS-MALLET et al.

da cabecga, antenas, bucula, rostro e sulco estridulatorio
de T. carcavalloi sdo inéditas na literatura, assim como a
documentacdo por micrografias em microscopia eletronica de
varredura, enfatizando a importancia destes dados na avaliacao
taxonomica.

Esses resultados ampliam o conhecimento sobre a
morfologia de T. carcavalloi contribuindo para a identificacao
desta espécie e confirmam o valor taxondmico da biicula, do sulco
estridulatério e do rostro para a taxonomia dos triatomineos.

198kpm 111125

)

Figura 8. Microscopia eletronica de varredura da c
Triatoma carcavalloi em vista ventral. A - Bicula em forma de “U”; B
— Detalhe da butcula apresentando bordas grossas e auséncia de fenda.
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Figura 9. Microscopia eletronica de varredura do rostro de fémeas de
Triatoma carcavalloi em vista ventral. A — Vista geral; B — Primeiro
segmento; C — Apice do rostro com detalhe da placa apical (*).

0

Figura 11. Microscopia eletronica de varredura do proesterno e
sulco estridulatério nas fémeas de Triatoma carcavalloi.
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Figura 10. Microscopia eletronica de varredura do rostro de machos de
Triatoma carcavalloi em vista ventral. A — Primeiro segmento; B — Apice
do rostro com detalhe da placa apical (*).

Figura 12. Microscopia eletronica de varredura do proesterno e
sulco estridulatoério nos machos de Triatoma carcavalloi.
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ABSTRACT: Triatoma carcavalloi is considered a rare Chagas disease vector often collected inside domiciles in Rio Grande
do Sul State. In this Brazilian state, T. carcavalloi has been collected in the same ecotope (rock piles) with two other species (T.
rubrovaria and T. circummaculata), with which it also shares morphological characteristics. Previous morphological studies
placed T. carcavalloi in the same species complex (“infestans complex”) and subcomplex (“rubrovaria subcomplex”) as T.
rubrovaria, whereas T. circummaculata was placed in the “circummaculata complex.” The phylogeny of a group composed of
16 species of triatomines was revaluated with the inclusion of T. carcavalloi by Bayesian analysis using mtDNA sequences of
subunits 12S and 168 of the ribosomal RNA, and the cytochrome oxidase I (COI) genes. The phenotypic relationship among
T. carcavalloi and related triatomines was also inferred from morphometrics. Phylogenetic results indicate that T. carcavalloi
is a sister species of T. rubrovaria, and both were recovered as closely related to T. circummaculata. Morphometric studies
confirmed the closeness among T. carcavalloi, T. rubrovaria, and T. circummaculata, prompting the placement of the latter

species in the “infestans complex” and “rubrovaria subcomplex.” Journal of Vector Ecology 34 (2): 164-173. 2009.

Keyword Index: Triatoma carcavalloi, mitochondrial DNA, morphometry, Chagas disease.

INTRODUCTION

Chagas disease is caused by a flagellated protozoan
parasite, Trypanosoma cruzi, and is transmitted to
humans mainly by blood-sucking triatomine true bugs.
Approximately nine million Latin American people are at
risk of contracting T. cruzi (Schofield et al. 2006). Vector
transmission is still considered the main mode of infection
in Brazil; therefore, most efforts against Chagas disease focus
on the interruption of its natural vectorial transmission by
controlling domiciliary vectors with pyrethroid insecticides.
The National Health Foundation (Funasa) has employed
intense insecticide spraying since the 1990s in Brazil
directed at controlling Triatoma infestans, the triatomine
responsible for most of Chagas disease cases in the past.
The important accomplishment achieved by this program
has been the interruption of T. cruzi transmission (Silveira
and Vinhaes 1999, WHO 2002).

After the successful vector control program for T.
infestans, triatomines formerly considered sylvatic have

begun threatening to transmit Chagas disease in several
areas of Brazil. In the Rio Grande do Sul State (RGS), for
example, data from the Chagas Disease Control Program
indicated an increase in domiciliary and peridomiciliary
invasion of T. rubrovaria. This species has become the most
frequent triatomine species captured in this state (Almeida
et al. 2000).

Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha and Lent, 1998 is
considered a rare species. Its description was based on six
females captured by the technicians of the Brazilian Health
Foundation in the municipalities of Santana do Livramento,
Cangugu, Jaguardo, and Dom Feliciano in RGS. Since its
description, little information has been provided regarding
its phylogeny, ecology, vector competence, and bionomics.
Almeida et al. (2002a) observed that three triatomine
species (T. carcavalloi, T. rubrovaria, and T. circummaculata;
Figure 1) occur in sympatry in the same ecotope (rock
piles) in RGS. All of them have also been found inside
domiciles in this state (Martins et al. 2003, Jurberg et al.
1998). Jurberg et al. (1998) mentioned that T. carcavalloi
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Figure 1. Triatoma carcavalloi (1), T. rubrovaria from
Uruguay (2), and T. circummaculata (3).

exhibits an intermediate size between T. rubrovaria and
T. circummaculata and emphasized some particular
characteristics used to distinguish T. carcavalloi from T.
rubrovaria and T. circummaculata, such as the narrower
anterior portion of pronotum and its smaller abdomen.
Further diagnostic morphological characteristics of T.
carcavalloi were provided by optical and scanning electron
microscopy (Santos-Mallet et al. 2008), mainly regarding
the number of trichobotria (more than 14) and the peculiar
shape of the stridulatory sulcus and buccula.

Morphological observations led to the placement
of T. carcavalloi in the same species complex (“infestans
complex”) and subcomplex (“rubrovaria subcomplex”) of
T. rubrovaria, whereas T. circummaculata was allocated into
the “circummaculata complex.” This last species complex is
composed of T. circummaculata and T. limai, and it does
not present any subcomplex (Dujardin et al. 2002). Such
classification of these species into these groups, however,
did not agree with the phylogenetic analysis based on
mitochondrial genes (12S and 16S ribosomal RNA, and
the cytochrome oxidase I), where T. rubrovaria and T.
circummaculata appear as closely-related species (Garcia
and Powell 1998, Garcia et al. 2001, Sainz et al. 2004).
Additionally, these molecular analyses did not include T.
carcavalloi as a result of its recent description (1998).

The phylogenetic placement of T. carcavalloi in relation
to related species (T. rubrovaria and T. circummaculata) was
herein studied based on DNA sequences and morphometry.
Therefore, these two approaches were combined to address
questions regarding the taxonomic and phylogenic status of
T. carcavalloi and its allies.

MATERIALS AND METHODS

Insects

Field specimens were used for all analyses. They were
collected by manual, diurnal captures in the municipality of
Encruzilhada do Sul, RGS, Brazil (30°32°38”S; 52°31’19”W;
Figure 2) where savanna-like or steppe-like subtropical
mixed prairies are the predominant vegetation type
(IBAMA 2008). Hence, T. carcavalloi (n=1), T rubrovaria
(n=17), and T. circummaculata (n=44) were collected in
1998 and 1999. Fifteen more specimens of T. carcavalloi
were collected in 2002 in Encruzilhada do Sul, together
with T. rubrovaria and T. circummaculata specimens.
During this fieldwork, Triatoma circummaculata was the
most frequently collected (57%), followed by T. rubrovaria
(29%), and finally T. carcavalloi (14%). These three species
were collected in sympatry, moreover in the same ecotope:
a sylvatic-like environment among rock piles where some
of them were collected sharing the same shelter. These
specimens of T. carcavalloi were collected in the same
ecotope but in different collecting spots, distributed along
a range of ~3km apart. Species were identified according to
Lent and Wygodzinsky (1979) and Jurberg et al. (1998).

Sequencing and phylogenetic analyses

Six samples of T. carcavalloi were randomly taken
from the pool of field specimens and stored at -20° C until
processed. DNA was purified with the Wizard Genomic
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Figure 2. Grey squares mark the location where sympatric
specimens of T. carcavalloi, T. rubrovaria, and T
circummaculata were captured in Rio Grande do Sul, Brazil,
and the origin of specimens of T. rubrovaria from Uruguay
of the Entomological Collection of Oswaldo Cruz Institute
(Laranja’s Collection).
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Table 1. Primers used for amplification of gene regions used in phylogenetic reconstruction.

Gene Primer Publication source
125-1 AT(G/A)AACAGTAATT(T/C)I(G/A)TAATC
12S-2 GCATAAT(T/C)TAGAGCT(A/T)AA(G/A)TC Garcia and Powell (1998)
16S-1 GTCCTTTTGTTTATTIATTTAAG
16S-2 AATTTAAAGGTCGAACAGACC
CO1_S1718 GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC Normark (1996)
CO1_A2442 GCTAATCATCTAAAAATTTTAATTCCTGTT GG

I: inosine
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Purification Kit (Promega, Madison, WI) following the
manufacturer’s recommendations. Polymerase chain
reaction (PCR) was performed using the primers defined in
Table 1 for each gene, and PCR conditions were optimized
for this species by a touchdown approach. For 12§ and 168,
the same amplification conditions were used: denaturation
at 94° C for 3’; 5x (93° C for 1’; 54° C for 1’; 72° C for 2°);
5x (93° C for 1’; 53° C for 1’; 72° C for 2’); 25x (93° C for
1’; 52° C for 1’; 72° C for 2’) and final elongation at 72° C
for 15’ For COI, the PCR conditions described above were
used, but the annealing temperatures were 46°, 45° and 44°
C for each cycle, respectively. Amplifications by PCR were
carried out in an Eppendorf Master Gradient Thermocycler
(Brinkman Instruments, Westbury, NY).

Amplified products were visualized on a 1.5% agarose
gel stained with ethidium bromide. Purified PCR products
weresequenced usinga BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA),
according to the manufacturer’s recommendations. Both
strands were sequenced in an automated DNA sequencer
(Applied Biosystems model 3100). Consensus sequences
were edited and assembled using the SEQMAN program
(Applied Biosystems), aligned using ClustalW (Larkin
et al. 2007) available through Mega3 (Kumar et al. 2004),
and manually checked thereafter. Pairwise and multiple
alignments were run based on the IUB DNA weight matrix
and parameter costs were set to 15.0 for gap opening and
6.66 for gap extension.

Fragments of mtDNA of the 12S and 16S ribosomal
RNA, and the cytochrome oxidase I (COI) genes sequenced
for T. carcavalloi were aligned with sequences of other
species used in previous studies and available on GenBank
(Table 2). Other species included representatives of
“infestans complex,” putatively related, T. circummaculata,
and representatives of other Triatoma, Panstrongylus, and
Rhodnius. No major incongruence was found among gene
datasets based on the incongruence length difference (ILD,
Farris et al. 1994) test conducted using PAUP* 4.0b10
(Swofford, 1998; COI vs 12S: p=0.21; COI vs 16S: p=0.23;
12S vs 16S: p=0.43), showing that the three mtDNA
fragments studied here could be combined for maximum
parsimony (MP) analyses.

An hypothesis of phylogenetic relationships among
Triatoma species was proposed based on the MP algorithm
by heuristically searching for the best topology using 1,000
replicates of random addition sequence and tree-bisection-
and-reconnection (TBR) branch swap. Bootstrap values
were estimated with 1,000 pseudoreplicates. Additionally,
another phylogenetic hypothesis was proposed based
on Bayesian inference with the software MrBayes 3.1
(Huelsenbeck and Ronquist 2001) using a mixed-model
approach. The hierarchical likelihood ratio testimplemented
in MrModeltest (Nylander 2004) was used to select the
GTR+G model as the appropriate evolutionary model for
each partition. Even though the same general model was
selected for each partition, parameters were still left to
vary independently for each one. The Bayesian analysis
was conducted with two independent runs of four Markov

chains for 1,000,000 generations from where 2,000 trees
were sampled (sampled every 500th generation) and the
average standard of split frequencies exhibited 0.005 at the
end of the run. To summarize the information we discarded
~25% of the samples obtained during the first generations.
Rhodnius prolixus was used as the outgroup for all analyses.
Bayesian posterior clade probabilities were calculated
as the majority-rule consensus. The best evolutionary
model indicated by MrModeltest was applied to obtain the
corrected Maximum Likehood p-distances in order to make
inferences on the genetic distances among taxa focused in
this study.

Morphometric analysis

Because head shape is an important character to define
interspecific relationships (Lent and Wygodzinsky 1979,
Patterson etal. 2001), we applied a traditional morphometric
technique based on measurements between landmarks. The
same investigator took all measurements using a stereoscope
microscope (Zeiss) with a 2.5X objective and a 10X ocular.

Besides T. carcavalloi, T. circummaculata, and T.
rubrovaria from the municipality of Encruzilhada do Sul,
RGS, a second population of T. rubrovaria from Uruguay
was added to the analysis. This T. rubrovaria population
was taken from the “Laranja’s Collection,” deposited in the
Entomological Collection of the Oswaldo Cruz Institute.
Species used as outgroups (I. sordida [n=15] and T.
guasayana [n=12]) were collected in the field in the states of
Bahia, Brazil, and Santa Cruz, Bolivia (Table 3). Males and
females of all species were included.

For each specimen, ten measurements derived from
the head were recorded: outer distance between eyes
(OE), inner distance between eyes (IO), external distance

Figure 3. Scheme of morphometric measures taken on
the head in a lateral (A) and dorsal view (B) of a Triatoma
rubrovaria specimen.
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Table 2. Accession codes from GenBank of sequences of all triatomine species included in this study.

Species 128 16S COI
T. carcavalloi ?
P, herreri AY185818 AY185833 AF449141.1
P. megistus AF021178 AF021180 AF021177 AF021181 AF021179 AF021182
R. prolixus AF324508 AF324509 AF324519 AF449138
T. brasiliensis AF021187 AF021183 AF021185 AF021184 AF021186
T. circummaculata AF021190 AF021188 AF021189 AF021191
T. dimidiata AF324511 AF324522 AF324523 AF301594 AF449138
T. guasayana AF021196 AF021192 AF021194 AF021193 AF021195
T. infestans AF021197 AF021198 AF021199
T. maculata AF324512 AF324524 AF449139
T. mazzottii AF324514 AF324527 DQ198805
T. platensis AF021200 AF021201 AF021202
T. rubida AY 185828 AY 185842 DQ198801
T. rubrovaria AF021207 AF021203 AF021205 AF021204 AF021206
T. sordida Arg AF021208 AF021209 AF021210
T. sordida Bra AF021211 AF021214 AF021212 AF021215 AF021213 AF021216
T. vitticeps AF021217 AF021218 AF021219

Garcia and Powell (1998), Garcia et al. (2001), Dotson and Beard (2001), Gaunt and Miles (2002), and Sainz et al. 2004;

Bra: Brazilian population; Arg: Argentine population.

between ocelli (EO), anteocular distance (AO), post-ocular
distance excluding neck (PO), diameter of the eye (DE),
antenniferous distance (AD), and first (R1), second (R2)
and third (R3) segmental distances of the rostrum (Figure
3). Analysis of variation in log-transformed head values was
performed by breaking down the total variability in size and
shape based on the Mosimann proposal. An interspecific
comparison approach was used to remove the isometric
components of changes (Darroch and Mosimann 1985),
where size is described as an attribute of a specimen and
shape involves preservation among specimens of different
sizes. Consequently, these variables were scaled for size
and the principal components computed (PCA). The PCA
was done on the covariance matrix derived from the shape
variables. Data were analyzed using the computer program
BAC, JMP (SAS Institute 1999).

RESULTS

Ecotope and ecological observation

The arthropod fauna observed where T. carcavalloi
was found was generally represented by T. rubrovaria, T.
circummaculata, and the cockroach, Blaptica dubia. Field
observations have not detected any ecological differentiation
among the three triatomine species collected in the same
ecotope. Those rock piles were characterized by loose
and overlapping rocks in dry environments in the prairie.
This sylvatic-like environment is herein called “ruderal”
because it fits the description mentioned by Almeida et al.
(2002a, 2008): an environment where the native vegetation
was substituted by new pastures or short-lived cropland.
Therefore, domesticated animals (e.g., caprines, equines,
and bovines) were frequently observed in this environment,
but wild homeothermic animals were seldom seen

(including their feces) among rock piles where triatomines
were collected.

Sequence variation

Fragments of 310, 450, and 468 base pairs for the
125, 16S, and COI genes of T. carcavalloi were obtained,
respectively. After alignment, the ends of sequences were
cropped according to the shortest one, and analyses were
conducted with 314, 410, and 401 base pairs for these
genes (including gaps), following the order above. The six
specimens of T. carcavalloi analyzed here exhibited only
one haplotype for all three genes studied. The proportions
of base frequencies for the three genes sequenced for T.
carcavalloi were for: (1) COI, A=0.29, C=0.26, G=0.17,
T=0.28; (2) 125, A=0.30, C=0.10, G=0.20, T=0.40; and (3)
16S, A=0.29, C=0.08, G=0.22, T=0.41. These proportions

Table 3. Geographic distribution of the specimens analyzed
for morphometrics.

Species Collection Sites 1\846/); Total
T. circumaculata Uruguay 2/1
T. rubrovariaUY Uruguay 3/4
T. rubrovariaBR Brasil 8/10 18
T. carcavalloi Brasil 5/10 15
T. guasayana Bolivia 7/5 12
T. sordida Brasil 8/7 15

M: Males; F: Females. Samples from Uruguay came from the city
of Montevideo; samples from Brazil came from Rio Grande do Sul
State; samples from Bolivia came from the city of Santa Cruz.
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Figure 4. Bayesian Inference consensus of mixed-model analysis of five partitions of mitochondrial sequences of 12S rDNA
(314bp), 16S rDNA (410bp), and cytochrome oxidase I (401bp, 3-codon partition). The values above the nodes indicate
the Bayesian posterior credibility of clades whereas below are the parsimony bootstrap percentages. Accession code and
references with details about the species are shown in the Table 1. Classification follows Dujardin et al. (2002), with the
exception of T. circummaculata (marked with asterisk), which is herein placed in the “rubrovaria subcomplex”
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Figure 5. Boxplot of the centroid size based on ten variables of the head of Triatoma carcavalloi (Tcar), T. circummaculata
(Tcir), T. guasayana (Tgua), T. rubrovaria from Brazil (Trubr) and Uruguay (Truy); and T. sordida (Tsor).
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Figure 6. (a) Factorial map for the species studied: Triatoma carcavalloi, T. rubrovaria from Uruguay and Brazil, and T.
circummaculata; including outgroups: T. guasayana and T. sordida, representing 93% of the total variation. This analysis

derived from the first (CP1 = 84%) and the second Principal Component (CP2 =

9%). (b) Factorial map derived from CP1

(78%) and CP2 (9%), using only the three species herein. See Tables 3 and 4 for details about the sampling used.

the data (Figure 6a). Significant differences between groups
were shown with PCA by plotting the first and second
principal component factors on a factorial map. Figure
6a shows that the first two derived principal components
exhibit 93% of the total shape variability in the groups. The
first principal component clearly separates T. guasayana
from the remaining species, while the second principal
component separates 1. sordida from the remaining
sympatric taxa, T. circummaculata and the very closely
associated group composed of T. rubrovaria (Uruguay and
Brazil), and T. carcavalloi.

To get a more detailed separation among the three
sympatric species, a second analysis was conducted using
only T. circummaculata, T. carcavalloi, and T. rubrovaria
species (Figure 6b). The first two derived principal
components accounted for 87% of the total shape variability
in the groups. The first component was able to significantly
discriminate the three species. Triatoma. carcavalloi was
closer to both populations of T. rubrovaria (from Brazil and
Uruguay) than to T. circummaculata (Figure 5b). This result
is a reflection of overall morphological differences from the
head variables, e.g., the anteocular distance and width of the
anteclypeus, being distinctly shorter for T. circummaculata if
compared to T. rubrovaria and T. carcavalloi. Furthermore,
the third rostral segment was the most discriminant variable
separating T. circummaculata by being longer than those
of its allies; while the outer distance between the eyes, the
external distance between ocelli, and the diameter of the eye
were longer for T. rubrovaria than for T. carcavalloi (Table
4).

DISCUSSION

Since T. carcavalloi’s description, no study has been
performed to elucidate the phylogenic, ecological, bionomic,
or epidemiological aspects of this species. We described the
ecotope where these species were collected and performed
an analysis using molecular (mitochondrial DNA) and
morphometric markers. The phylogenetic position of T.
carcavalloi suggests that this species is unambiguously
related to the other two sympatric species (T. rubrovaria and
T. circummaculata) collected in the same location in the state
of RGS and ecotope (rock piles) in prairies from Southern
Brazil. All analyses recognized T. carcavalloi as a consistent
species, and the relationships among its cohabitant allies (T.
rubrovaria and T. circummaculata) were congruent among
the different approaches used.

Morphological characteristics led Jurberg et al. (1998)
to consider T. carcavalloi to be a closely related species to
T. rubrovaria. Dujardin et al. (2002) presented a review
of the triatomine complexes and subcomplexes based
on morphological characters, where T. circummaculata
was placed out of the “infestans complex” Dujardin et
al. (2002) had already stated that this grouping has not
been corroborated by previous molecular studies where
T. circummaculata was found more closely related to
members of the “infestans complex” (Garcia and Powell
1998, Garcia et al. 2001). Our molecular data set reinforces
the previous findings based on DNA sequences, with
the added evidence from our morphometrical analysis
suggesting that T. circummaculata should be included
in the “infestans complex” and not placed in a separate
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complex. Both approaches used here further suggest that T.
circummaculata should be placed more specifically in the
“rubrovaria subcomplex.”

Usinger et al. (1966) and Schofield (1994) mentioned
that T. guasayana and T. sordida were closely related and
morphologically very similar. Similarly, Dujardin et al.
(2002) placed these species, as well as T. garciabesi and T.
patagonica, in the “sordida subcomplex” of the “infestans
complex” Despite the fact that T. guasayana and T. sordida
are very morphologically similar and overlap in geographic
distribution and ecotopes (mainly bromeliads and hollow
trees) as observed by Noireau and Dujardin (2001) in the
Bolivian Chaco, theycanbereadilyseparated byisoenzymatic
analysis (Noireau et al. 1998). On the other hand, our
resulting morphometric analysis did not identify these two
species as being highly similar (Figure 6a). Furthermore,
T. guasayana exhibited p-distance values that indicated
that it was more closely related to members of “rubrovaria
subcomplex” than to T. sordida. In the present phylogenetic
analysis, the monophyly of the “sordida subcomplex” was
not corroborated, because T. guasayana was consistently
identified as a sister to members of “rubrovaria subcomplex”
with high nodal support by both Bayesian and MP analyses
(Figure 4). Whether morphological similarities between T.
sordida and T. guasayna are a result of ecological pressure
remains a question.

Morphometric analysis also demonstrated that T.
rubrovaria from Brazil and Uruguay exhibited a degree of
population differentiation that agrees with the intraspecific
variationshownbyPachecoetal. (2003,2007) for populations
from these countries using molecular markers (RAPD
analyses and rDNA intergenic-spacer sequences). We
understand that phenotypic variability might be disturbed
by various factors, such as ecotope, host, temperature, and
others. However, the morphometric results for intraspecific
and interspecific levels exhibited considerable agreement
with genetic data in strongly supporting members of the
“rubrovaria subcomplex” in relation to the outgroups
chosen. We believe that morphometrics could better
reflect the genetic relationships if we had included more
specimens, improved the robustness of the results by using
the geometric morphometrics approach, and increased the
number of variables for the analysis.

Crossing experiments have been useful to enable
inferences on the genetic relationships and reproductive
compatibilities among taxa (Costa et al. 2003), thus we
suggest reciprocal laboratorial crossing experiments among
T. rubrovaria, T. carcavalloi, and T. circummaculata in order
to better understand the relationships among these three
cohabitant triatomines.

All three triatomine species, T. carcavalloi, T.
rubrovaria, and T. circummaculata are restricted to the
savanna-like or steppe-like subtropical mixed prairies in
southern Brazil, northeastern Argentina, and Uruguay, with
its closest species, T. guasayana, restricted to the Bolivian
and Argentinian Chaco. During this study, all three focal
species were found sharing a shelter in a specific locality,
therefore apparently occupying the same ecological niche

in a disturbed environment. No hybrids were detected
through morphological analysis; hence the event that drove
the genetic differentiation remains a question. However we
believe that they have recently converged to the habitat after
speciation due to environmental changes caused by human
activities. According to Almeida et al. (2002a, 2008), human
activities can create the ruderal environment, which can
produce propitious situations for the installation of some
triatomines, since the predator fauna might be disturbed,
and the blood food resource for triatomines can be improved
by increasing domesticated animals, such as sheep chicken,
goats, pigs, and cows. Four other triatomines (T. brasiliensis,
T. sordida, T. pseudomaculata, and Rhodnius neglectus) have
already been found sharing the ecotope (peridomicile) as
a result of human activities (Marchon-Silva et al. 1998).
Therefore, we suggest looking for these three species where
they occur in undisturbed environments.

Phylogenetic analysis suggested that T. carcavalloi is the
sister species of T. rubrovaria, which was corroborated by a
morphometric approach. We emphasize that T. rubrovaria
presents bionomic characteristics of a good vector of T.
cruzi (Almeida et al. 2000, 2002a,b, 2003, 2005) and can
maintain high rates (25%) of natural infection by that
parasite (Martins et al. 2003, 2008). According to Jurberg et
al. (1998), T. carcavalloi can also invade human domiciles.
Therefore, we recommend monitoring the domiciliary
invasion by T. carcavalloi, and increasing our understanding
of this species through biological, ecological, and genetic
studies, as well as its interaction with T. cruzi.

Acknowledgments

This research was supported by the National Council
for Scientific and Technological Development (CNPq), the
Strategic Program of Research in Health (PAPES 3/Oswaldo
Cruz Foundation), and the Brazilian Coordination for the
Improvement of Higher Education Personnel (CAPES). We
acknowledge the technicians of Funasa for their essential
help in the field; anonymous referees, Karen Haag, Marli
M. Lima, and L. Lynnette Dornak for kindly and carefully
reviewing the manuscript, and Paula Constancia Pinto
Aderne Gomes for improving the pictures.

REFERENCES CITED

Almeida, C.E., R. Duarte, R.S. Pacheco, and J. Costa. 2002a.
Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843) (Hemiptera-
Reduviidae-Triatominae) II: trophic resources and
ecological observations of five populations collected
in the state of Rio Grande do Sul, Brazil. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz 97: 1127-1131.

Almeida, C.E., E. Folly-Ramos, R. Agapito-Souza, G.
Magno-Esperan¢a, R.S. Pacheco, and J. Costa. 2005.
Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843) (Hemiptera-
Reduviidae-Triatominae) IV: bionomic aspects on the
vector capacity of nymphs. Mem. Inst. Oswaldo Cruz.
100: 231-235.

Almeida, C.E., C.N. Francischetti, R.S. Pacheco, and ]J.



172 Journal of Vector Ecology

December 2009

Costa. 2003. Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843)

(Hemiptera-Reduviidae-Triatominae) III: patterns of

feeding, defecation and resistance to starvation. Mem.
Inst. Oswaldo Cruz 98: 367-371.

Almeida, C.E., R.S. Pacheco, K. Haag, S. Dupas, E.M.
Dotson, and J. Costa. 2008. Inferring from the Cyt B
gene the Triatoma brasiliensis Neiva, 1911 (Hemiptera:
Reduviidae: Triatominae) genetic structure and
domiciliary infestation in the state of Paraiba, Brazil.
Am. J. Trop. Med. Hyg. 78: 791-802.

Almeida, C.E., R.S. Pacheco, F. Noireau, and J. Costa. 2002b.
Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843) (Hemiptera-
Reduviidae-Triatominae) I: isoenzymatic and chro-
matic patterns of five populations collected in the state
of Rio Grande do Sul, Brazil. Mem. Inst. Oswaldo Cruz
97: 829-834.

Almeida, C.E., M.C. Vinhaes, J.R. Almeida, A.C. Silveira,
and J. Costa. 2000. Monitoring the domiciliary and
peridomiciliaryinvasion process of Triatoma rubrovaria
in the State of Rio Grande do Sul, Brazil. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz 95: 761-768.

Costa, J., C.E. Almeida, J.P. Dujardin, and C.B. Beard. 2003.
Crossing experiments detect genetic incompatibility
among populations of Triatoma brasiliensis Neiva, 1911
(Heteroptera, Reduviidae, Triatominae). Mem. Inst.
Oswaldo Cruz 98: 637-639.

Darroch, J.N. and J.E. Mosimann. 1985. Canonical and
principal components of shape. Biometrika 1985 72:
241-252.

Dotson, E.M. and C.B. Beard. 2001. Sequence and
organization of the mitochondrial genome of the
Chagas disease vector, Triatoma dimidiata. Insect Mol.
Biol. 10: 205-215.

Dujardin,].P,C.J. Schofield,and F. Panzera.2002. Les Vecteurs
de la maladie de Chagas. Recherches taxonomiques,
biologiques et génétiques. Academie Royale des Sciences
d’Outre Mer. Bruxelles, Belgique. 162 p.

Farris, J.S., M. Killersjo, A.G. Kluge, and C. Bult. 1994
Testing significance of congruence Cladistics. 10: 315-
319.

Garcia, B.A. and J.R. Powell. 1998. Phylogeny of species
of Triatoma (Hemiptera: Reduviidae) based on
mitochondrial DNA sequences. J. Med. Entomol. 35:
232-238.

Garcia, B.A., EN. Moriyama, and J.R. Powell. 2001.
Mitochondrial DNA sequences of triatomines
(Hemiptera: Reduviidae): phylogenetic relationships. J.
Med. Entomol. 38: 675-683.

Gaunt, M.W. and M.A. Miles. 2002. An insect molecular
clock dates the origin of the insects and accords with
palaeontological and biogeographic landmarks. Mol.
Biol. Evol. 19: 748-761.

Huelsenbeck, J.P.and F. Ronquist. 2001. MRBAYES: Bayesian
inference of phylogenetic trees. Bioinformatics 17: 754-
755.

IBAMA - 2008. Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovéveis. http://www.ibama.gov.
br/ecossistemas/

Jurberg, J., D.S. Rocha, E.S. Lorosa, M.C. Vinhaes, and H.
Lent. 1998. Uma nova espécie de Triatoma do Estado
do Rio Grande do Sul, Brasil (Hemiptera, Reduviidae,
Triatominae). Entomol. Vect. 5: 295-310.

Kumar, S., K. Tamura, and M. Nei. 2004. MEGA3: Integrated
software for Molecular Evolutionary Genetics Analysis
and sequence alignment. Brief. Bioinformatics 5: 150-
163.

Larkin, M.A., G. Blackshields, N.P. Brown, R. Chenna, P.A.
McGettigan, H. McWilliam, E. Valentin, .M. Wallace,
A. Wilm, R. Lopez, ].D. Thompson, T.J. Gibson, and
D.G. Higgins. 2007. Clustal W and Clustal X version
2.0. Bioinformatics. 23: 2947-2948.

Lent, H. and P. Wygodzinsky. 1979. Revision of the
Triatominae (Hemiptera, Reduviidae), and their
significance as vectors of Chagas’ disease. Bull. Am.
Mus. Nat. Hist. 163: 123-520.

Marchon-Silva, V, J. Costa, R. Ribeiro, and L. Diotaiuti. 1998.
Dados preliminares sobre a infestagdo concomitante de
Triatoma brasiliensis, T.sordida, T. pseudomaculata e
Rhodnius neglectus. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 31: 181.

Martins,L.P,R.E.Castanho,C.Casanova,D.T.Caravelas,G.T.
Frias, A.L. Ruas-Neto, and J.A.Rosa. 2003. Triatomineos
rupestres infectados por Trypanosomatidae, coletados
em Quarai, Rio Grande do Sul, 2003. Rev. Soc. Bras.
Med. Trop. 39: 198-202.

Martins, L.P,, A. Marcili, R.E. Castanho, A.L. Therezo, J.C.
Oliveira, R.B. Suzuki, M.M. Teixeira, J.A. Rosa, and
M.A. Speranca. 2008. Rural Triatoma rubrovaria from
southern Brazil harbors Trypanosoma cruzi of lineage
IIc. Am. J. Trop. Med. Hyg. 79: 427-434.

Noireau E, T. Gutierrez, M. Zegarra, R. Flores, E Breniére,
L. Cardozo, and J.P. Dujardin. 1998. Cryptic speciation
in Triatoma sordida (Hemiptera: Reduviidae) from the
Bolivian Chaco. Trop. Med. Int. Hlth. 3: 364-372.

Noireau, E and J.P. Dujardin. 2001. Flight and nutritional
status of sylvatic Triatoma sordida and Triatoma
guasayana. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 96: 385-389.

Normark, B.B. 1996. Phylogeny and evolution of
parthenogenetic weevils of the Aramigus tessellatus
species  complex  (Coleoptera:  Curculionidae:
Naupactini): evidence from mitochondrial DNA
sequences. Evolution 50: 734-745.

Nylander, J.A.A. 2004. MrModeltest v2. Program distributed
by the author. Evolutionary Biology Centre, Uppsala
University.

Pacheco, R.S., C.E. Almeida, J. Costa, D.R. Klisiowicz, S.
Mas-Coma, and M.D. Bargues. 2003. RAPD analyses
and rDNA intergenic-spacer sequences discriminate
Brazilian populations of Triatoma rubrovaria
(Reduviidae: Triatominae). Ann. Trop. Med. Parasitol.
97:757-768.

Pacheco, R.S.,, C.E. Almeida, D.R. Klisiowicz, J. Costa,
M.Q. Pires, FE. Panzera, M.E. Bar, S. Mas-Coma, and
M.D. Bargues. 2007. Genetic variability of Triatoma
rubrovaria (Reduviidae: Triatominae) from Brazil,
Argentina and Uruguay as revealed by two different
molecular markers. Parasite 14: 231-237.



Vol. 34, no. 2

Journal of Vector Ecology 173

Patterson, J.S., C.J. Schofield, J.P. Dujardin, and M.A.
Miles. 2001. Population morphometric analysis of
the tropicopolitan bug Triatoma rubrofasciata and
relationships with Old World species of Triatoma:
evidence of New World ancestry. Med. Vet. Entomol.
15: 443-451.

Sainz, A.C., L.V. Mauro, E.N. Moriyama, and B.A. Garcia.
2004. Phylogeny of triatomine vectors of Trypanosoma
cruzi suggested by mitochondrial DNA sequences.
Genetica 121: 229-240.

Santos-Mallet, J., M. Cardozo-de-Almeida, S.C. Novo,
and T.C.M. Gongalves. 2008. Morfologia Externa de
Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent (Hemiptera:
Reduviidae: Triatominae) Através da Microscopia Otica
e Microscopia Eletronica de Varredura. EntomoBrasilis
1: 37-42.

SAS Institute 1999. JMP version 3.2.6. SAS Institute Inc.
Website: http://www.JMPdiscovery.com.

Schofield, C.J. 1994. Triatominae: Biology and Control.
Eurocommunica Publ., Bognor Regis, UK, 80 pp.

Schofield, C.]., J. Jannin, and R. Salvatella. 2006. The future
of Chagas disease control. Trends Parasitol. 22: 583-
588.

Silveira, A.C. and M.C. Vinhaes. 1999. Elimination of
vector-borne transmission of Chagas disease. Mem.
Inst. Oswaldo Cruz 94: 405-411.

Swofford D.L. 1998. PAUP*. Phylogenetic Analysis Using
Parsimony (*and other methods). Version 4. Sinauer
Associates, Sunderland, Massachusetts.

Usinger, R.L., P. Wygodzinsky, and R.E. Ryckman. 1966. The
biosystematics of Triatominae. Annu. Rev. Entomol.
11: 309-330.

World Health Organization. 2002. Control of Chagas’
disease: second report of a WHO Expert Committee.
WId. Hlth. Org. Tech. Rep. Ser 905: 1-109.



2.1. Capitulo 3

CARDOZO-DE-ALMEIDA MAR, CASTRO-DE-SOUZA S, OLIVEIRA
MLR, GONCALVES TCM, SANTOS-MALLET J. Ultrastructure and
morphometry of eggs of Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843), Triatoma
carcavalloi Juberg, Rocha & Lent, 1998 and Triatoma circummaculata (Stal,
1895) (Hemiptera-Reduviidae-Triatominae).

Submetido em Zootaxa, 2012.



10
11

12

13

14

15

16

17

18

19
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Abstract

This study analyzed the body and the operculum of eggs of Triatoma rubrovaria, Triatoma carcavalloi and
Triatoma circummaculata, considered sylvatic species, which live in sympatry between each other. T.
rubrovaria is currently considered the most important vector of T. cruzi in the rural areas of the state of Rio
Grande do Sul, followed by T. circummaculata. Significant differences have been observed in the structures of
the three species, using traditional microscopy and electronic scanning, other than morphometry. T.
circummaculata eggs are smaller than those of T. rubrovaria and T. carcavalloi. The average number of
punctures per egg cell is higher for the T. rubrovaria and per operculum cell in T. circummaculata. This is the
first morpho-structural description of T. carcavalloi eggs. These results widen the concept of these three species
and create new subsidies for the entomological monitoring in areas in which these vectors may infest human

living quarters.

Key words: Scanning electron microscopy — eggs — Triatominae — Triatoma rubrovaria — Triatoma carcavalloi

— Triatoma circummaculata
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INTRODUCTION

The historic context of Chagas’ disease in Rio Grande do Sul mentions eleven registered species, including
Triatoma infestans (Klug, 1834) as the main vector of the disease’s etiological agent, Trypanosoma cruzi. This
triatomine has been targeted by control measures and attempts at eradication, according to the campaign of
Cone Sul Initiative (Vinhaes & Dias 2000, WHO 2002, Martins et al. 2006, Ceballos et al. 2011). After
eradication measures against T. infestans in the state of Rio Grande do Sul, this vector was considered
eliminated in June 2006, when the Brazilian Ministry of Health was granted the International Certification of
Elimination of Chagas’ Disease Transmission for this triatomine, by the Pan-American Health Organization
(Ferreira & Silva 2006, Schofield et al. 2006, Sonoda et al. 2010). Barata (1998) mentioned that while the
vector is now eliminated, it is still necessary to continue studying these insects, in particular the stages
relatively little known between which the eggs can be encountered.

According to data obtained over by the Brazilian National Health Foundation (Funasa) the last 20 years,
during the Chagas Disease Control Program (PCDCH), Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843) (Fig.1) is now
the most commonly captured triatomine in Southern Brazil (Almeida et al. 2000, 2005). In spite of all efforts to
control it, T. infestans still occurs in some towns in the north-western, center and southern areas of the state
(Ruas-Neto & Corseuil 2002, Dias 2007, Sonoda et al. 2009).

According to Lent & Wygodzinsky (1979) the geographical distribution of T. rubrovaria in Brazil used
to concentrate in the states of Parana and Rio Grande do Sul, but is currently restricted to the endemic area of
Chagas’ disease in Rio Grande do Sul (Rosa, 1995). In its natural environment this species lives in rocky
fissures and invades human living quarters when their own environment is intensely altered by man and when
T. infestans is eliminated from a household, leaving an empty, available niche to be filled (Salvatella et al.
1995, Almeida et al. 2000, Oscherov et al. 2004, Santos et al. 2009). It gradually adapts to the peri-household
and colonizes the intra-household, becoming an important secondary vector (Salvatella et al. 1994, Almeida et
al. 2002). This species feeds on a variety of hosts, including man. The period of time between feeding and the
first defecation is short, typical of an efficient vector of the etiologic agent of Chagas’ disease (Bar et al. 2003).

Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent 1998 (Fig.2) was described based on four females
collected in the municipalities of Santana do Livramento, Cangucu, Jaguardo and Dom Feliciano (RS). This

species is sympatric with T. rubrovaria and T. circummaculata lives in the peri-household and in the living
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quarters themselves, and was considered similar to T. rubrovaria as it can be identified by the intense orange
color of the posterior lobe of the pronotum, the chorion and the sharp shape of the front pronotum angle, other
than by its morphologic characteristics regarding length and width of head, the rostrum, eye size and smaller
abdomen, giving it a rounded shape, and of the gonocoxite of the ninth segment. After this description this
species was recorded in the municipality of Encruzilhada do Sul (RS); a specimen in the nymphal stage was
captured and reached its adult phase in the laboratory (Almeida et al. 2002).

Triatoma circummaculata (Stal, 1859) (Fig. 3) is the most important species in Uruguay after T.
infestans. Its geographical distribution in Brazil is restricted to Rio Grande do Sul. This species occupies
ecotopes similar to those of T. rubrovaria and they can sometimes be found together (Lent & Wygodzinsky
1979, Rosa et al. 2000). Phylogenetic studies with T. circummaculata based on DNA sequencing included this
species in the T. infestans complex, although that would not be the case if only the morphologic classification
was taken into consideration (Garcia et al. 2001). Sainz et al. (2004) also analyzed sequences of T.
circummaculata mitochondrial DNA based on morphology and confirmed the inclusion of this species, but as a
member of a different complex within the T. infestans complex.

The aim of this study was to make a comparative analysis of the morphologic and morphometric aspects
of the exochorion of bodies and operculum of eggs of T. rubrovaria, T. carcavalloi and T. circummaculata
under light microscopy (LM) and scanning electron microscopy (SEM). We also studied the homogeneity of

the diameter of the egg operculum.
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MATERIALS AND METHODS
The eggs of T. rubrovaria, T. carcavalloi and T. circummaculata were obtained from colonies maintained in
Setor de Entomologia Médica e Forense, Laboratério de Transmissores de Leishmanioses, Instituto Oswaldo
Cruz. The field specimens had been collected in the natural ecotope, in October 2005 and October 2011, in
municipality of Encruzilhada do Sul (30°32°38”S; 52°31°19”W).

1) Light Microscopy

For morphometric analysis 30 eggs (body and operculum) were randomly picked up and placed on
double-sided adhesive tape that was stuck onto a slide for subsequent viewing under a stereoscopic microscope
to measure length and width.

Drawings of slide-mounted preparations of entire operculum and body fragments of eggs were made
using a camera lucida in Leitz-Dialuz 20EB light microscope at 40x enlargement.

Morphometric data were submitted to variance analysis (ANOVA) at a significance of 5% and SNK
(Student-Newman-Keuls test) to compare all pairs of means following one-way ANOVA. In all tests SPSS-
Windows, version 10 was used.

2) Scanning electron microscopy

For the morphological analysis 10 body eggs and 10 operculum were placed on small pieces of double-
sided adhesive tape that were adhered onto scanning electron microscopy (SEM) stubs. They were sputtered
with gold to be observed in a Jeol 5310 scanning electron microscope at 750x, 1000x and 1500x enlargement.
The pictures were made in the central zone of the exochorion of body and lid of the eggs and thirty cells of

these regions were counted, for the number of perforations.
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RESULTS
The exochorion of T. rubrovaria, T. carcavalloi and T. circummaculata eggs are similar, with hexagonal rough
areas, separated by dots and limited by short intercepted lines or not by dots (Fig. 4A, 4B e 4C).

The operculum of the three species is externally convex, formed by hexagonal cells, mostly with an
“upholstered” aspect (Fig. 4D, 4E e 4F).

The limiting opercular line of the three species consists of a cementing mass, called sealing band, which
fixes the operculum to the chorial edge of the egg.

The morphometric study shows evident differences: average width and length of the egg exochorium are
1.17 mm and 1.65 mm for T. rubrovaria, 1.23 mm and 1.59 mm for T. carcavalloi and 0.88 mm and 1.47 for T.
circummaculata (Table 1). The average diameter of the operculum is 0.71 mm in the case of T. rubrovaria,
0.64 mm for T. carcavalloi and 0.56 mm for T. circummaculata (Table 2).

The statistic test highlighted (ANOVA) a significant difference between the three populations, in terms
of egg body as well as of operculum (p<0,05, p=0,0). We applied the test Student-Newman-Keuls (SNK),
obtaining a pattern of separation in groups according to the averages obtained for each sample. Each character
was analyzed separately (width, length and diameter). The final results show that there were three separate
groups for egg width and operculum diameter, and only two for length (Table 3).

Thirty exochorium cells from the central region of the egg and from the operculum of T. rubrovaria, T.
carcavalloi and T. circummaculata were analyzed using MEV, to quantify the number of perforations per cell.
In the case of T. rubrovaria the average number of perforations per egg cell and operculum cell was 44.3 (Fig.
5A) and 8,2 (Fig. 5D), 20.8 (Fig. 5B) and 7.5 (Fig. 5E) for T. carcavalloi and 35.0 (Fig. 5C) and 13.3 (Fig. 5F)
for T. circummaculata, respectively. These punctures in T. rubrovaria and T. circummaculata are distributed on
the entire surface of the cells, including on the edges, unlike T. carcavalloi which has very few perforations on
the edges (they are mostly concentrated on the central region of each cell). From a general overview, T.
circummaculata eggs are smaller than T. rubrovaria and T. carcavalloi. The average number of perforations per

egg cell is higher in T. rubrovaria and the average per operculum cell is higher in T. circummaculata.
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DISCUSSION

The eggs of the Triatominae subfamily have been studied for decades. Pinto (1924) described the eggs of
Triatoma brasiliensis Neiva, 1911 and Galliard (1935) showed the importance of the aspect of exochorium
sculpture for taxonomy, stating that the shells of the eggs of the Triatominae family presented a characteristic,
constant ornament on their outer surfaces, which distinguishes one species from another. Other than this
feature, Galliard used other macroscopic characters, such as size, shape, color, type of shell and fixation, among
others, in his study of triatomine eggs. Some authors, however, based their studies on the morphologic
structures of eggs between species (Barata, 1981, Gongalves et al. 1985, Rosa et al. 2000).

The Triatoma genus presents high variability of features in the exochorium macroscopic level,
characterized by hexagonal cells with indeterminate limiting lines, with perforations of variable size and shape.
This feature is typically detected in ten species, including Triatoma rubrovaria (Barata, 1995).

This study confirms the general aspect of T. rubrovaria, T. carcavalloi and T. circummaculata eggs for
the Triatoma genus, and shows the existence of morphologic features which are quite different between species.
It is important to note that this is the first morphologic and morphometric description of carcavalloi eggs.

Besides the remarkable difference in terms of size between eggs of T. rubrovaria, T. carcavalloi and T.
circummaculata, we observed two other morphologic differences between these three species. The number of
perforations per egg cell of T. rubrovaria is higher than for T. carcavalloi and circummaculata, and these
perforations on the exochorium of eggs and operculum of T. rubrovaria and T. circummaculata are distributed
all over the cells, while in the case of T. carcavalloi the perforations are mostly concentrated in the central
region of each cell.

The texture of T. rubrovaria and T. carcavalloi exochorium of egg and operculum is analogous to the
eggs of T. maculata and T. brasiliensis, as shown by Gongalves et al. (1985) and Jurberg et al. (1986).

The observations on the opercular limiting line of the three species assessed in this study are in
accordance with the data obtained by Rosa et al. 2000 for T. rubrovaria and T. circummaculata.

According to Costa et al. (1997), different environmental conditions, such as available source of food,
temperature and humidity may affect egg morphology directly or indirectly. However, this study did not
consider different environmental conditions, as T. rubrovaria was found living in sympatry with T. carcavalloi

and T. circummaculata.



Other than the chromatic and morphologic differences between T. rubrovaria and T. carcavalloi
described by Jurberg et al. (1998) and of T. rubrovaria described by Rosa et al. (1999), this study can use the
morphologic differences between the eggs to show that T. rubrovaria, T. carcavalloi e T. circummaculata are
distinct species.

These results widen the specific concept of T. carcavalloi and create the subsidies for a more specific
monitoring of species which invade domiciliary ecotopes, during the vector control campaigns run by the

Health Agencies in the south of Brazil.
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Table 1- Morphometry of body eggs of Triatoma rubrovaria, Triatoma carcavalloi and Triatoma

265
Species| T. rubrovaria | T. carcavalloi |T. circummaculata
Measures nRA
Length maximum 1,77 1,81 154
minimum 1,54 1,38 1,40 5p7
average 1,65 1,59 1,47
Standard Deviation 0,059 0,116 0,042 g2
Width maximum 1,23 1,31 0,94 759
minimum 1,11 1,15 0,82
average 1,17 1,23 0,87 270
Standard Deviation 0,039 0,055 0,039

circummaculata (mm)

Table 2- Morphometry of operculum of Triatoma rubrovaria, Triatoma carcavalloi and Triatoma

2090
Species | T. rubrovaria | T. carcavalloi | T. circummactlata
Measures na1
Diameter maximum 0,76 0,70 064
minimum 0,66 0,58 0,52 599
average 0,71 0,64 0,56
Standard Deviation 0,031 0,034 0,039 »g2
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Table 3- Homogeneity of eggs width of Triatoma rubrovaria, Triatoma carcavalloi and Triatoma

circummaculata. Student-Newman-Keuls (SNK) test.

Set
Population N 1 2 3
T. circummaculata 30 0,8773
T. carcavalloi 30 1,1673
T. rubrovaria 30 1,2313
Significance 30 1,000 1,000 1,000

N= number of eggs

Table 4- Homogeneity of eggs length of Triatoma

circummaculata. Student-Newman-Keuls (SNK) test.

rubrovaria, Triatoma carcavalloi and Triatoma

Set
Population N 1 2
T. circummaculata 30 1,4673
T. carcavalloi 30 1,6347
T. rubrovaria 30 1,6483
Significance 30 1,000 0,504

N= number of eggs
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Table 5- Homogeneity of operculum diameter of Triatoma rubrovaria, Triatoma carcavalloi and Triatoma

circummaculata. Student-Newman-Keuls (SNK) test.

Set
Population N 1 2 3
T. circummaculata 30 0,5773
T. carcavalloi 30 0,6337
T. rubrovaria 30 0,7047
Significance 30 1,000 1,000 1,000

N= number of eggs
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Figure 1: Triatoma rubrovaria.

Figure 2: Triatoma carcavalloi.

Figure 3: Triatoma circummaculata.

Figure 4: — Drawings of slide-mounted preparations of eggs exochorion under ligth microscopy: A - Triatoma
rubrovaria, B - Triatoma carcavalloi, C - Triatoma circummaculata. Drawings of slide-mounted preparations
of operculum under ligth microscopy: D - Triatoma rubrovaria, E - Triatoma carcavalloi, F - Triatoma

circummaculata.

Figure 5: Scanning electron microscopy of exochorion of the eggs: A - Triatoma rubrovaria — 1000x, B -
Triatoma carcavalloi — 750x, C - Triatoma circummaculata — 1000x. Scanning electron microscopy of
exochorion of the operculum: D - Triatoma rubrovaria — 1000x, E - Triatoma carcavalloi — 750x, F - Triatoma

circummaculata — 1500x.
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C - Triatoma circummaculata.

Drawings of slide-mounted preparations of operculum under ligth microscopy:

D - Triatoma rubrovaria,



F - Triatoma circummaculata.

Figure 5: Scanning electron microscopy of exochorion of the eggs:
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Biologia de Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent, 1998 sob

condicoes laboratoriais

Biology of Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent, 1998 under

laboratory conditions

Biologia de Triatoma carcavalloi

ABSTRACT

Introduction: Triatoma carcavalloi is considered a wild species, lives in sympatry with
T. rubrovaria and T. circummaculata, currently important vectors of 7. cruzi in the rural
area of Rio Grande do Sul. Methods: Fertility-verified the color of eggs and hatch out
or not. Incubation period-observed the eggs until the hatching. First meal-offered until
10 minutes the nymphs of 1% stage newly hatched. Intermolt period-considered the
number of days between two consecutive ecdysis. Number of blood meals-quantified at
each nymphal stage. Resistance to fasting-considered the period between the ecdysis
and the death of the insect. Mortality-calculated to each nymphal stage moulted to
adulthood considering the deaths. Longevity-measured the time elapsed since each
individual moulted to the adult stage until its death. Development cycle-the
development times of different stages to adulthood recorded in days. Results and
conclusions: The average incubation period of the eggs was 22.7 days. The first meal

occurred at 3.13 days after hatching. The intermoulting period was longer in N5—adult
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193.43. The average of feedings during the nymphal development was 13.4. Resistance
to fasting-indicated that nymphs of 3", 4™ and 5" stages presented higher resistance
than adults. The highest mortality rate was registered in N3 (22.2%). The average adult
survival was 25.6 weeks. The average total life cycle was 503.4 days. This is the first
report on the biology of T. carcavalloi fed on mices. Expanded the bionomic knowledge
of this species, besides contributing to colony control and understand the possible

participation in the transmission of 7. cruzi.

Key-words: Triatominae. Triatoma carcavalloi. biological behavior.

RESUMO

Introducio: Triatoma carcavalloi é considerado espécie silvestre, vive em simpatria
com T. rubrovaria e T. circummaculata, atualmente importantes vetores de 7. cruzi na
area rural do Rio Grande do Sul. Métodos: Fertilidade-verificou a cor dos ovos e se
eclodiu ou ndo. Periodo de incubacdo-observou os ovos até eclosdo. Primeira
alimentagdo-oferecida até 10 minutos as ninfas de 1% estigio recém-eclodidas. Periodo
de intermuda-considerado nimero de dias entre duas ecdises consecutivas. Numero de
refeicdes sanguineas-quantificada para cada fase ninfal. Resisténcia ao jejum-
considerado periodo entre ecdise e morte do inseto. Mortalidade-calculada para cada
fase ninfal até adulto, considerando as mortes. Longevidade-mediu o tempo decorrido
em que cada individuo mudou para o estagio adulto at¢ sua morte. Ciclo de
desenvolvimento-tempo de desenvolvimento das diferentes fases até a fase adulta foi
registrado em dias. Resultados e conclusdes: O periodo médio de incubagdo dos ovos

foi 22,7 dias. Primeira refeigdo ocorreu 3,13 dias apos eclosdo. Periodo de intermuda foi
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maior em N5-adulto 193,43. A média de alimentag¢do durante periodo ninfal foi 13,4.
Resisténcia ao jejum-indicou que ninfas de 3°, 4° e 5° estagios apresentam maior
resisténcia que adultos. A taxa de mortalidade mais alta foi registrada em N3 (22,2%).
A sobrevivéncia média de adultos foi 25,6 semanas. A média total do ciclo de vida foi
503,4 dias. Este ¢ o primeiro relato sobre a biologia de 7. carcavalloi alimentadas com
camundongos. Ampliamos o conhecimento biondmico desta espécie, além de contribuir
para o controle das coldnias e entender a possivel participagdo na transmissdo do T.

Ccruzi.

Palavras-chaves: Triatominae. Triatoma carcavalloi. Comportamento biologico.

INTRODUCAO

No estado brasileiro do Rio Grande do Sul hd 11 espécies de triatomineos,
incluindo espécies introduzidas, de habitos sinantropicos, associados aos ninhos de aves
ou mamiferos, habitos rochosos, considerados autoctones' e dispersos de forma
descontinua pelo Estado, alguns restrito ao centro-sul, outros ao noroeste e nordeste.
Entre as espécies selvagens, Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843) ¢ o vetor mais
importante em termos epidemiologicos, devido a sua ampla distribuicdo geografica e
capacidade de transmissdo do Trypanosoma cruzi, seguido por Triatoma carcavalloi
Jurberg, Rocha & Lent, 1998 e Triatoma circummaculata (Stal , 1859). Estas espécies

sdo simpatricas, vivem em ambientes rochosos e seus habitos alimentares sdo muito
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ecléticos mostrando intervalos irregulares em seu ciclo bioldgico’. Atualmente, os
dados de campo mostraram que 7. rubrovaria ¢ frequentemente encontrado em areas
domiciliares e peridomiciliares3. Apenas 7. carcavalloi é registrado em Cangucu, Dom
Feliciano, Pinheiro Machado, Sdo Jerénimo® (Fonte: IPB-LACEN/RS) e T. carvalloi
tem sido encontrado dentro de domicilios neste estado™®.

Observacdes morfologicas inclui 7. carcavalloi no grupamento de espécies
semelhantes do “complexo infestans”, no “subcomplexo rubrovaria™’.

Aspectos da biologia de espécies silvestres sdo importantes para avaliar a
eficiéncia destes insetos como vetores de 7. cruzi, ¢ também por estas espécies
invadirem constantemente ambientes sujeitos a modificagdes humanas.

O ciclo de vida dos triatomineos varia de acordo com a espécie, as condi¢des
ambientais e a disponibilidade de fontes adequadas de sangue ®’.

A resisténcia ao jejum pode ser de grande importancia pois afeta diretamente as
campanhas de controle de vetores'’. A tolerancia a longos periodos de jejum favorece a
sua capacidade de sobreviver a periodos dificeis da escassez de alimentos, quando estes
animais se escondem em frestas de paredes e escapam de inseticidas residuais''; entdo
eles sdo capazes de colonizar o domicilio novamente.

E essencial o conhecimento das caracteristicas biologicas dos insetos para
designar as estratégias de controle, principalmente nos vetores secundarios com
potencial para estabelecer em habitagdes humanas'.

O objetivo deste estudo foi conhecer os pardmetros biondmicos de Triatoma
carcavalloi em condigdes laboratoriais estudando o periodo de incubagdo, a fertilidade,
a primeira refei¢do de ninfas de primeiro estdgio, periodo de intermuda, nimero de

refeicdes sanguineas, resisténcia ao jejum, mortalidade, longevidade e ciclo de
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desenvolvimento, para entender melhor a sua capacidade potencial como vetor e usar

esse conhecimento para monitorar esta espécie durante as agdes de controle.

METODOS

Os espécimes de 7. carcavalloi foram coletados no estado do Rio Grande do Sul,
em Encruzilhada do Sul (30°32°387S;52°31°19”0), mais especificamente em
Cordilheira, nos ecotopos naturais ¢ no peridomicilio. Os insetos foram mantidos a
26°C e 70%UR.

Fertilidade - 16 fémeas foram separadas individualmente em tubos de Borrel,
fechados com rede de nylon e observadas diariamente, verificando a coloracdo dos
ovos, se eclodem ou ndo. A oviposi¢do destas fémeas iniciaram depois do primeiro
repasto.

Periodo de incubacio - 60 ovos de oito fémeas foram separadas em tubos de
Borrel fechados com rede de nylon, de acordo com a data de postura e observados
diariamente até a eclosdo.

Primeiro repasto - 30 ovos foram individualizados em cada tubo de Borrel.
Apds a eclosdo, uma refeicdo de sangue foi oferecida a cada ninfa até 10 minutos.
Camundongos suicos foram usados (Protocolo CEUA-FIOCRUZ LW-14).

Periodo de intermuda - 50 ninfas de cada estigio, 15 machos e 15 fémeas
foram separadas e colocadas em recipientes de plastico individuais (5.5 cm didmetro x
10.5 cm altura) com o mesmo dia de eclosdo ou ecdise. Papel de filtro foi utilizado para

cobrir a superficie do recipiente. Os espécimes foram observados diariamente até as
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ecdises dos proximos estagios. O periodo de intermuda considerado foi o niimero de
dias entre duas ecdises consecutivas.

Numero de refeicoes sanguineas - quantificados o nuimero de refeigdes
sanguineas para cada estagio ninfal. A refeicdo sanguinea ocorreu uma vez por semana
até a replecao.

Resisténcia ao jejum - foi considerado o periodo compreendido entre a ecdise e
a morte do inseto. Os insetos foram alimentados em camundongos (Mus musculus)
semanalmente, por um periodo de 60 — 80 minutos. Apos a ecdise, as ninfas foram
separadas de acordo com cada estagio (N = 50) e adultos (N = 30), acondicionados em
tubos de Borrel, com o mesmo dia de ecdise, e observados diariamente até a morte.

Mortalidade - 177 ninfas de 1° estidgio foram separadas e foi calculada de
acordo com cada estagio de ninfa mudada até o adulto, considerando as mortes.

Longevidade - considerado o tempo decorrido desde cada muda para o estagio
adulto até a sua morte.

Ciclo de desenvolvimento - os 60 ovos postos por fémeas de campo de T.
carcavalloi foram selecionados aleatoriamente e colocados individualmente em
recipientes de plastico, com papel de filtro dentro para proporcionar aos insetos em
desenvolvimento o acesso a fonte de alimento. Cada recipiente foi numerado e
examinados diariamente até a eclosdo dos ovos. As ninfas foram observadas todos os
dias e alimentadas semanalmente em camundongos até a replecdo ¢ o tempo para passar
pelos diferentes estagios até a idade adulta foi registrado em dias. O tempo de

desenvolvimento (total e por estagio) foram expressos em valores médios
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RESULTADOS

Fertilidade — a primeira oviposi¢do ocorreu em 6 dias. O nimero médio de
ovos/semana foi 30. O maior nimero de ovos/semana foi observado durante os meses
mais quentes. E importante mencionar que os ovos que nio eclodiram eram férteis, pois
a coloracdo foi a mesma para todos, rosa claro e sua cor se tornou vermelha de acordo
com o processo de embriogénese. Os ovos tém a forma elipsoide e sdo presos ao
substrato.

Periodo de incubagdao — a média do periodo de incubagdo dos espécimes foi 22.7
dias, com o minimo de 21 e o maximo de 26 dias. Dos 60 ovos, 38.3% eclodiram
(Tabela I).

Primeiro repasto — as ninfas de primeiro estagio obtiveram uma média de 24 dias
e em outros estagios ninfais uma média de 3,13 dias para o primeiro dia de refeicdo
sanguinea, com um minimo de um dia e um maximo de cinco dias, mas a maioria eram
dois ou quatro dias.

Periodo de intermuda — das 50 ninfas utilizadas, oito morreram antes de atingir a
fase adulta: trés N1, quatro N2 e uma N3. O periodo de intermuda mais curto foi
observado entre ninfas de 1°/2° estagios (18.52 dias) e o maior entre o 5° estagio/adulto
(193.43 dias) (Tabela II). Observou-se que ninfas de 5° estagio exigem varias refeigdes
sanguineas, a fim de realizar a muda, o que acontece depois de mais de um ano.

Numero de refeicdes sanguineas — o nimero minimo ocorreu em fémeas e
machos com zero e um, respectivamente, ¢ 0 nuimero maximo em ninfas de 5° estagio
com 42. A média geral de alimentacdes durante todo o desenvolvimento ninfal foi de

13,4 (Grafico 1).
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Resisténcia ao jejum — as ninfas de 3° 4° e 5° estdgios apresentaram mais
resisténcia que os adultos. Os machos mostraram dados semelhantes as ninfas de
primeiro e segundo estagios, sendo em geral, menos resistente do que as fémeas (Tabela
II). O periodo total de observacao foi de 8§ meses.

Mortalidade - Iniciamos com 177 ninfas de 7. carcavalloi e somente 95
atingiram a fase adulta (a taxa de mortalidade global foi de 57.2%). A mortalidade para
cada estagio variou de 4,0 a 22,2% e a maior taxa de mortalidade foi registrada em N3
(22,2%), seguida por N2 (14,0%) (Tabela IV).

Longevidade - Os machos tiveram uma vida util mais longa, sua sobrevivéncia
média foi de 25,6 semanas (179,2 dias), ja as fémeas a média foi de 23,1 semanas
(161,7 dias).

Ciclo de desenvolvimento — o ciclo de vida total em 7. carcavalloi foi 503.4 dias
(72 semanas) (Tabela V). Diferengcas foram observadas em N5, onde a média de

desenvolvimento foi de 193.43 (27 semanas).

DISCUSSAO

A importancia de se estudar parametros biondmicos sobre os triatomineos em
condic¢do de laboratorio vem sendo destacada por diversos autores, seja para aumentar o
conceito biologico de espécie, ou para melhorar as condi¢des de criagdo em laboratorio
de diferentes vetores, independentemente de serem espécies de importancia
epidemiologica ou silvestre além de fornecer subsidios para os trabalhos de

13,14,15,16
controle .
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Em condigdes de laboratério, onde fatores abidticos sdo mais estaveis e
alimentagio regular, ciclos vitais sio geralmente mais curtos'’. No entanto, certas
espécies podem apresentar um ciclo de vida maior, devido a diapausa de ninfas de 5°
estagio, observada em algumas espécies silvestres'®, como foi observado neste estudo
em que as ninfas requerem varias refeicdes sanguineas para realizarem a muda, que
alonga esta fase até mais de um ano. O mesmo foi observado para T. rubrovaria, T.
carcavalloi e T. circummaculata®®.

No primeiro estudo sobre o ciclo biologico de T. carcavalloi em condigdes de
laboratorio foi usada uma alimentagdo em pombos, baratas e lagartoszo. Outros autores
estudaram o ciclo biolégico de T. rubrovaria e T. circummaculata alimentados com
hemolinfa de Blattodea (baratas), para avaliar o desenvolvimento ninfal*. Este estudo
sugere que este tipo de alimento pode ser um processo natural para essas espécies de
triatomineos, e provavelmente representa uma forma de sobreviver em condic¢des
naturais. Dependéncia de hemolinfa ¢ muito evidente em 7. circummaculata, como eles
ndo se desenvolvem no laboratorio como ninfa de primeiro estagio (N1) se este tipo de
alimento ndo estiver disponivel'*%. Algumas espécies de triatomineos possuem habitos
alimentares bastante ecléticos em condi¢des naturais®.

O ciclo de vida de Triatoma infestans™ ¢ a resisténcia ao jejum de Rhodnius
prolixus®®, ambos trabalhos os autores estimaram que a refeigio sanguinea representa
uma condigdo essencial para oviposicdo em geral e fertilidade, em particular. Em
Triatoma rubrovaria ndo sei se a baixa eclosdo ¢ devido a esse fator, porque os
espécimes utilizados nos experimentos foram alimentados uma vez por semana durante
uma hora, sem estabelecer o nivel de sangue ingerido por cada individuo”. J4 em
nossos estudos, a alimentacdo foi padronizada, 7. carcavalloi foi alimentado com

camundongos uma vez por semana até¢ a reple¢do, por isso ndo podemos dizer que a
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baixa eclosdo ¢ devido a alimentagdo ou outros fatores, tais como pequenas variacaoes
de temperatura e umidade durante o experimento.

A incidéncia de eclosdo dos ovos varia entre espécies do género Triatoma, e
mesmo dentro de uma mesma espécie. Em Triatoma carcavalloi, a taxa de eclosdo foi
38,3%, considerada baixa quando comparada com 7. flavida, que apresentou 93% dos
ovos eclodidos®®, com 7, pseudomaculata onde a taxa foi de 88,3%% ¢ um intervalo de

32 33
, I. maculata™, T.

60 a 80% para T. rubrovaria®, T. dimidiata’', T. infestans
rubrofasciata®® e T. pallidipennis™. No caso do género Rhodnius a temperatura foi
observada e influencia ndo apenas no periodo de incubagdo, mas também na incidéncia
de eclosdo dos ovos, como mostrado por R. robustus™.

A média do periodo de incubacdo dos ovos em T. rubrovaria foi 24,84 dias®’, ja
em nossos estudos o periodo de incubagdo para T. carcavalloi foi 22.7 dias.

Neste estudo, a busca para a primeira refei¢do das ninfas de 7. carcavalloi
resultou em maior freqiiéncia nos dias 2 e 4, semelhantes aos resultados de T.
pseudomaculata® e diferentes para T. vitticeps o que mostra uma preferéncia pelos 3°,
6° e 10° dias®”.

E importante cuidar dos triatomineos recém alimentados, porque o manuseio
inadequado ¢é a principal causa de mortalidade em uma criagio' ",

O ciclo de T. carcavalloi precisa de um numero médio de 13,4 refei¢des

139

sanguineas, maior que o observado para T. rubrovaria - 11,1°°, por T. vitticeps - 8°" ¢

1* ¢ menor que 7. pseudomaculata - 14,7%°. Devemos considerar

para T. brasiliensis - 1
que essas espécies vivem em habitats diferentes ¢ com diferentes habitos alimentares.

Fémeas de T. pseudomaculata para compensar a menor quantidade de sangue ingerido,

procurou a fonte de alimento em um curto espago de tempo, € executou um nimero
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maior de refei¢des sanguineas™. J4 ninfas de 5° estagio de 7. carcavalloi realiza varios
refei¢des antes de realizar a ecdise.

A média do periodo intermuda de ninfas de segundo estdgio (N2) de T.
rubrovaria foi maior do que para a as ninfas de terceiro estagio (N3)*. Em T
brasiliensis, em condi¢des de temperatura padrdo, tendem a mostrar uma escala

17,15
5", corroborando com nossos estudos.

crescente de periodos intermuda de N1 a N

O periodo de resisténcia ao jejum para 7. carcavalloi aumentou a partir do 1° ao
5° estagio ninfal. Durante a fase adulta, machos exibiram menor resisténcia em
comparagdo com as fémeas, corroborando os dados obtidos com uma temperatura de
30°C para T. rubrovaria' e para T. sordida®. Estes resultados ndo estio em

"e T. rubrovaria®, que demonstraram

consondncia com os obtidos em 7. vitticeps®
maior resisténcia ao jejum em machos. Ninfas toleraram periodos de jejum maior do
que adultos'® confirmando nossos estudos. Entretanto, esta menor resisténcia dos
adultos pode ser compensada pela maior capacidade de dispersio™.

A eficacia das campanhas de controle de vetores tem sido prejudicada pela
resisténcia ao jejum®', pois permite que esses animais permanegam em seus abrigos,
livre de inseticidas e as vezes até mesmo de seus efeitos residuais, aumentando assim a
possibilidade de nova colonizagio pelos individuos restantes®®!1##7:11:4348

A taxa de mortalidade foi mais alta em ninfas de terceiro estagio de Triatoma
rubrovaria, corroborando os nossos estudos em que a taxa foi de 22.2%. Ninfas de T,
infestans quando alimentadas em intervalos mais longos a taxa de mortalidade
aumentou, comprovando a influéncia da alimentago sobre a mortalidade ninfal***.

Nossos resultados para longevidade constataram que os machos sobrevivem
mais que as fémeas corroborando com os estudos realizados em T.

16,17,24,27,30,12

rubrovaria e T. rubrofasciata®. A longevidade da fémea de T. carcavalloi
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foi maior quando alimentada com pombos, sugerindo uma provavel influéncia da
alimentagﬁolg.

O ciclo de desenvolvimento das ninfas de quinto estagio de T. carcavalloi
alimentados em pombos foi em média 259,67 dias", diferentes do nosso trabalho em
que os insetos foram alimentados em camundongos e a média foi de 193,43 dias. O
ciclo total de vida em T. rubrovaria foi 300 dias’®, ja em nossos estudos, o ciclo foi
maior em 7. carcavalloi, 503,4 dias.

A influéncia da temperatura (25°C e 30°C) em 7. rubrovaria foi também
estudada e observou um desenvolvimento mais rapido em 30°C'". No presente estudo,
as temperaturas iguais ou superiores a 28°C, também influenciaram o desenvolvimento
de T. carcavalloi, encurtando o seu ciclo de vida.

Nossos resultados sugerem que caracteristicas biologicas sdo critérios
importantes para determinar a relacdo entre as espécies Triatoma carcavalloi, Triatoma
circummaculata e Triatoma rubrovaria, coletados nos domicilios do Rio Grande do Sul,
Brasil.

A capacidade de transmissdao da doenga de Chagas mostrada por 7. carcavalloi
é tdo elevada quanto a de T rubrovaria, enquanto T. circummaculata se infecta menos'.
Provavelmente, isso ocorre devido ao fato de T. circummaculata se alimentar com
menos frequéncia em mamiferos. Estes dados, juntamente com os resultados deste

estudo mostram a necessidade de vigilancia epidemiologica constante de 7. carcavalloi.
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Tabela I: Periodo de incubacao dos ovos de Triatoma carcavalloi.
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Oviposicao Quantidade total de Ovos eclodidos| % ovos Periodo de incubacao
ovos/dia eclodidos (dias)

12 10 03 40.0% 24

01 26

9 10 01 20.0% 21

01 23

17 04 41.1% 21

32 01 23

03 24

40 01 - 0% -
20 03 40.0% 21

50 03 22

01 23

01 25

6 02 01 50.0% 23
TOTAL 60 23 38.33% -
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Tabela II — Periodo de intermuda de Triatoma carcavalloi.

Estagio | N Duracio em dias DP S*

Minimo | Maximo Média

1° 50 15 24 18.52 2.34 5.48

©CoO~NOUTA,WNPE

2° 47 25 95 62.77 18.45 | 340.31

10 3° 43 44 138 86.93 19.00 | 361.02

4° 42 55 189 119.05 36.38 | 1323.27

13 5° 42 59 295 193.43 70.33 | 4946.11

14 N = n° ninfas ; DP = desvio padrio; S* = variancia
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Tabela III — Resisténcia ao jejum de Triatoma carcavalloi (dias).
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Estagio | N | Minimo Maximo Média DP S*
N1 50 15 59 37 15.52 240.73
N2 50 10 116 50 29.72 883.47
N3 50 03 128 65.5 37.54 1409.48
N4 50 58 210 134 54.25 2943.02
NS 50 07 185 146 43.08 1855.92

Q 30 21 81 61 18.30 334.83
3 30 04 81 42.5 18.24 332.74

DP = desvio padrio; S~

http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo
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Tabela IV — Mortalidade de Triatoma carcavalloi.

Estagio [ N n |Mortalidade %| Mortalidade
cumulativa%
N1 177 157 11.3 11.3
N2 157 135 14.0 25.3
N3 135 105 22.2 47.5
N4 105 99 5.7 53.2
12 N5 99 95 4.0 57.2
13 n = numero de ninfas mudadas para o estagio seguinte

©CoO~NOUTA,WNPE
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Tabela V - Ciclo de desenvolvimento em Triatoma carcavalloi.
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Estagio | N | Média |Quantiles 25
(days) a75 %
Ovo 60 22.7 21-26
N1 50 18.52 15-24
N2 47 62.77 25 -95
N3 43 86.93 44 - 138
N4 42 | 119.05 55-189
N5 42 | 193.43 59 - 295
Total 42 503.4 219 - 757
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40+
35¢
307
25¢
201

10 151

11 107 — I

12 i
13 0..- . . . . . .

14 1° estagio 2° estagio 3° estagio 4° estdgio 5° estagio Fémea Macho

©CoO~NOUTA,WNPE

Grafico 1 — Numero de refeicdes sanguineas de acordo com cada estagio ninfal em
Triatoma carcavalloi.
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CARDOZO-DE-ALMEIDA MAR, ALMEIDA CE, TEVES-NEVES SC,
GONCALVES TCM, SANTOS-MALLET J. Caracterizacao da bicula,
rostro e sulco estridulatério, escutelo e genitilia feminina de Triatoma
rubrovaria (Blanchard, 1843), Triatoma carcavalloi Juberg, Rocha & Lent,
1998 and Triatoma circummaculata (Stal, 1895) (Hemiptera-Reduviidae-
Triatominae).

Em preparacao.



Caracterizacio da bucula, rostro, sulco estridulatério, escutelo e genitalia
externa feminina de Triatoma rubrovaria, Triatoma carcavalloi e Triatoma
circummaculata (Hemiptera-Reduviidae-Triatominae)

Margareth Cardozo-de-Almeida"?, Carlos E Almeida®, Simone C Teves-Neves',
Teresa C M Gongalves', Jacenir R dos Santos-Mallet'

"Laboratério Transmissores de Leishmanioses, Setor de Entomologia Médica e Forense, Pavilhdo
Carlos Chagas, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Av Brasil 4365, 21045-900 Rio de Janeiro, R]
Brasil , ZPrograma de Pos-Graduagdo em Biologia Animal, UFRR], Br 465 Km 07, 23890-000
Seropédica, R], Brasil

ABSTRACT. Morphostructural analysis of the ventral region of the head (rostrum,
buccula and stridulatorium sulcus), scutellum and external female genitalia of adults of
Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843), Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent,
1998 and Triatoma circummaculata (Stal, 1859), are described in here. Morphological
differences in the analyzed structures for all three Triatoma species studied were
detected under scanning electron microscopy, confirming their grouping in

“subcomplex rubrovaria” by their morphological similarities.

PALAVRAS CHAVES: Morfologia, “subcomplex rubrovaria”

INTRODUCAO

Chagas ¢ uma doenca endémica em 21 paises das Américas e seu principal
mecanismo de transmissdo é a vetorial (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD, 2012). Esta doenca € principalmente transmitida através das fezes dos
triatomineos. Estes insetos tém como caracteristica bioldgica principal a hematofagia
obrigatdrio em todas as fases de ninfa e adulto (CARDOZO-DE-ALMEIDA, 2007)

Atualmente, a sufamilia Triatominae Jeannel, 1919 é composta por 144 espécies
(ROCHA, 2009; ROSA et al. 2012). No Brasil, Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843)
¢ a espécie mais importante em termos epidemioldgicos no Estado do Rio Grande do
Sul, devido a sua ampla distribuicdo geogréfica nesse estado, seguido por Triatoma
carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent, 1998 e Triatoma circummaculata (Stal, 1859).
Essas espécies tém hdbitos silvestres, vivem em simpatria e invadem o domicilio

humano com frequéncia, devido as mudancas de ambientes produzidos por atividadas



antrépicas (ALMEIDA et al. 2000; RODRIGUES et al. 2005), além da eliminacdo de 7.
infestans do domicilio que deixa um nicho vazio e disponivel.

LENT & WYGODZINSKY (1979) mencionaram que a taxonomia de
Triatominae € baseada nos caracteres morfologicos externos e indicaram a importancia
taxondmica do sulco estridulatério, o qual varia na forma, no comprimento, nimero e
no espaco dos sulcos. A importancia do rostro nesta subfamilia tem sido sublinhada
desde os anos 20 e 30 por PINTO (1931).

Segundo CARCAVALLO & GALINDEZ-GIRON (1995), o género Triatoma
apresenta padrdes especificos no escutelo, ndo sé na forma e comprimento, mas também
na estrutura cuticular, central, depressdes, projecdes, processos que permitem a sua
utilizacdo na diferenciacdo das espécies. CARCAVALLO et al. (1996) usaram a
microscopia electronica de varredura (MEV) para ver os detalhes na forma e proporcoes
do escutelo em Triatoma ryckmani. Através da MEV, GALINDEZ-GIRON et al.
(1997) caracterizaram o escutelo de Triatoma guazu. OBARA et al. (2007) utilizaram
também a MEV para estudar o escutelo de oito espécies do género Triatoma.

A genitdlia externa das fémeas foi questionada na década de 60 mas
recentemente foi estudada por ROSA et al. (2010), onde utilizou a MEV para
caracterizar seis espécies de Triatominae. Logo depois, ROSA et al. (2011) utilizou esta
mesma abordagem para o género Rhodnius, onde possibilitou a separacio de 12
espécies e TEVES-NEVES (2012) também usou a MEV para descrever a morfologia
externa da genitélia das fémeas de T. costalimai e T. williami.

Esta € a primeira descricio morfolégica da bucula, rostro, sulco estridulatério,
escutelo e genitdlia externa feminina em adultos de 7. rubrovaria, T. carcavalloi e T.

circummaculata utilizando MEV.

MATERIAIS E METODOS

Os insetos utilizados neste estudo foram obtidos de coldnias de laboratério
mantidas no Setor de Entomologia Médica e Forense, Laboratério de Transmissores de
Leishmanioses, Instituto Oswaldo Cruz. As colonias foram iniciadas com espécimes
coletadas no campo e domicilios do Municipio de Encruzilhada do Sul, RS

(30°32°38”S; 52°31°1970).



Para analise ultraestrutural dos insetos foram removidos com bisturi o escutelo,
0 6° segmento abdominal contendo a genitdlia externa feminina e cinco cabegas com
bicula, rostro e parte do térax (proesterno) contendo o sulco estridulatério de T.
rubrovaria, T. carcavalloi e T. circummaculata. Estas estruturas foram lavadas em dgua
destilada, desidratadas em série alcodlica crescente nas concentracdes de 7,5%, 15%,
30%, 50%, 70%, 90% e 3 vezes em 100% por imersao durante 10 minutos em cada
concentracdo. As estruturas foram montadas em suportes metdlicos com diametro de 1,2
cm aderidas a uma fita dupla face adesiva e deixadas em estufa a 60° por 2 horas para
secagem e em dessecador contendo silica gel até a metalizagdo. As estruturas depois de
secas foram pulverizadas com ouro e mais tarde observadas no microscopio eletronico
de varredura (Jeol JSM6390 LV) da Plataforma de Microscopia Eletronica do Instituto
Oswaldo Cruz. As imagens foram captadas digitalmente para um computador e

processadas com o Adobe Photo Shop CS3 portugués 10,0 software.

RESULTADOS

1. Bucula, rostro e sulco estridulatério

A bucula de T. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria esta localizada na
regido posterior do rostro e com uma borda grossa na regido anterior e superficie
granular. Nas trés espécies, a regido anterior mostrou acentuadas pregas, tanto nas
fémeas quanto nos machos. A bucula de T. carcavalloi e T. rubrovaria é em forma de
“U” (Figs. 1A e 3A) e de T. circummaculata em forma de “V” (Fig. 2A). Em T.
carcavalloi e T. rubrovaria a 4rea interna da regido central apresentou uma fenda nas
fémeas, cardter ausente nos machos, e presente nas fémeas e machos de T.
circummaculata.

A andlise ultra-estrutural do rostro foi semelhante em ambos os sexos nas trés
espécies. A placa apical tem um formato de losango na lamela inferior e na superior tem
uma forma de digitos. No dpice do rostro foram observadas duas fendas laterais 1 +1
(Figs. 1B, 2B e 3B).

O sulco estridulatério € em forma de "V" em T.carcavalloi e T. rubrovaria (Figs.
1C e 3C) e em forma de “U” em T. circummaculata (Fig. 2C). Nas trés espécies sua

borda posterior atinge o primeiro par de pernas e a cavidade acetabular apresenta uma



depressdao na regido central, com estrias paralelas bem marcadas e delimitadas por

papilas e sensilas. Esta estrutura é maior nas fémeas que nos machos.

2. Escutelo

Forma geral do corpo - Todos os escutelos analisados tinham uma forma
triangular (Fig. 2A, 2B, 2C).

Bordas laterais —T. circummaculata e T. rubrovaria apresentaram fortemente
esculpidas e irregulares (Figuras 2B e 2C). Em T. carcavalloi, as bordas laterais
também esculpidas fortemente porém regulares (Figura 2A).

Profundidade e forma da depressdo central — Forma cordiforme (em forma de
coracdo) em 7. circummaculata (Fig. 2B). J& T. carcavalloi e T. rubrovaria t€m uma
depressao central, em forma de W (Fig. 2A e 2C).

A extensdo da drea da depressdo central ndo atinge a base do processo posterior
do escutelo nas trés espécies.

Em T. circummaculata, a por¢do mediana da depressdo central mostrou sulcos
horizontais bem marcados, enquanto em 7. carcavalloi e T. rubrovaria tem rugosidade
acentuada na depressao mediana mas os sulcos sdo mistos, entre horizontais e verticais.

Sensilas - Foram observadas em todos os escutelos que foram estudados, T.
circummaculata mostra a maior concentracdo e abundancia de sensilas tanto na
superficie dorsal inteira quanto no posterior processo (Fig. 3B). As sensilas sdo menos
abundantes em 7. carcavalloi e T. rubrovaria (Fig. 3A e 3C).

Processo posterior e dpice do escutelo - T. carcavalloi tem um processo posterior
sub-cOnico, estreito na base, com perceptiveis estrias transversais ao longo de todo o
processo, incluindo o dpice (Fig. 2A). As sensilas sdo distribuidas aleatoriamente sobre
estas areas estriadas, entre a base e a extremidade, ao contrario de 7. circummaculata,
que possui sensilas somente na base e no dpice do processo posterior escutelar, € ndao
exibe tal sensilas no meio (Fig. 2A, 2B). O dpice do processo posterior escutelar é
truncado (Fig. 2A).

Em T. circummaculata, o processo posterior € cilindrico, longo, largo na base e
sem estrias transversais em sua superficie (Fig. 2B). O &dpice do processo posterior
escutelar € um pouco arrendado (Fig. 2B).

Em T. rubrovaria, o processo posterior € cilindrico, largo na base, curto e

pequeno atingindo o meio do corpo principal do escutelo, enquanto o dpice do processo



posterior do escutelo € claramente afunilado, conico e com bastante estrias em forma de

anéis transversais na base do processo posterior (Fig. 2C).

3. Genitalia externa feminina

Vista ventral da genitdlia externa feminina — A parte depois do esternito VII, que
constitui as estruturas genitais externos, € duas vezes maiores em 7. carcavalloi e T.
rubrovaria que em T. circummaculata. A linha diviséria entre o esternito VII e o par de
gonocoxitos VIII tem maior curvatura em 7. rubrovaria que em T. carcavalloi e T.
circummaculata. Embora a forma do gonocoxito VIII seja semelhante em ambas as
espécies, sdo maiores em 7. carcavalloi e T. rubrovaria (Figs. 4A e 4C).

Nas trés espécies, os gonocoxitos VIII sdo largos e tém uma forma subtriangular.
A altura do par do gonocoxito VIII é maior em 7. carcavalloi quando comparado com
T. circummaculata e T. rubrovaria. Com respeito as larguras das bases, a propor¢do é
de cerca de 2:1:2, respectivamente. A base da gonopofise VIII de T. carcavalloi e T.
rubrovaria tem o formato em “V” no seu encontro com o gonocoxito VIII, o que difere
de T. circummaculata que possui um formato mais “plano” na base do “V”. Existe uma
diferenca no comprimento das gonapofises VIII destas trés espécies, em T.
circummaculata € bem menor. Um par de gonopofises IX podem ser observados em 7.
carcavalloi e T. rubrovaria (Figs. 4A e 4C) mas nao em 7. circummaculata.

As gonapofises VIII sdo subtriangulares em 7. circummaculata e ambas sao
mais finas que em 7. carcavalloi e T. rubrovaria. Nas trés espécies, ndo foi observada
diferengca na forma dos gonocoxitos IX. Por outro lado, a vista ventral mostra uma
diferenca bastante perceptivel quanto ao comprimento do gonocoxito IX: € bem menor
em 7. circummaculata. A vista ventral também mostra claramente as expansoes laterais
do esternito IX nas trés espécies. Somente foi observada a presenca do segmento X em
T. circummaculata. (Fig. 4B).

Vista Lateral — As observacdes de MEV da vista lateral também mostram que
nas trés espécies, os gonocoxitos VIII sdo largos e tém uma forma subtriangular mas em
T. circummaculta essa estrutura ¢ bem menor (Fig. 5B), sendo o aumento de 55X
enquanto nas outras duas espécies o aumento foi de 30X.

O esternito IX e o segmento X em 7. carcavalloi, T. circummaculata e T.
rubrovaria sdo flexionados para a por¢ao ventral, indicando uma terminacao abrupta e

os gonocoxitos VIII sdo limitados ao esternito IX e segmento X (Figs. SA, 5B e 5C).



Também na vista lateral, as trés espécies diferem da forma que o esternito IX e o
segmento X estdo dispostos. O esternito IX estd numa posi¢do plana, enquanto que o
segmento X estd curvado ventralmente.

Vista posterior - Observacdo dos segmentos genitais femininos em amostras
posicionado a um angulo de 90 © em MEV revelou que estes segmentos sdo maiores em
T. rubrovaria e menores em 1. circummaculata. Os gonocoxitos VIII de T. carcavalloi
e T. rubrovaria s3o distintamente mais largos e mais baixos do que em T.
circummaculata, o qual € mais estreito e mais alto. Nas trés espécies as gonopodfises
VIII sdo externas e ndo ultrapassam a parte final do segmento X. Em 7. circummaculata
e T. rubrovaria, as gonapofises VIII tem uma forma triangular, o que nao foi possivel
observar em 7. carcavalloi. Os gonocoxitos IX sdo visiveis nas trés espécies (Figs. 6A,
6B e 6C).

Em T. carcavalloi e T. rubrovaria, a vista posterior, também a 90°, mostra que
existe uma linha diviséria superficial que separam o tergito IX e o segmento X, o que
nao possivel visualizar em T. circummaculata. Portanto, o tergitos IX e o segmento X
parece uma unica pega, cuja forma se assemelha a um tridngulo equildtero nestas duas
espécies. Nas partes terminais dos esternitos VII e IX e o gonocoxito VIII, existem 1 +
1 apéndices externos nas trés espécies, estas estruturas sao menores € nao
exteriorizadas. Na vista posterior, ndo hd diferenca entre os gonocoxitos VIII de T.
carcavalloi e T. rubrovaria, mas sao maiores que em 7. circummaculata (Fig. 6B).

Em T. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria, o tergito IX e o segmento

X aparecem ligados a parte central e separados nas laterais (Figs. 6A, 6B e 6C).

DISCUSSAO

Considerando que T. rubrovaria, T.carcavalloi e T. circummaculata tém sido
encontradas com freqiiéncia em domicilios nos municipios do Rio Grande do Sul
(SANTOS-MALLET et al. 2009), foi realizado um estudo morfolégico comparativo
entre essas espécies através da microscopia eletronica de varredura (MEV). Até a
década de 1960, a taxonomia dos triatomineos usava como critérios basicos, 0s

caracteres morfolégicos externos e cromadticos, mas durante a dltima década, a MEV



vem sendo usada como uma ferramenta importante para a sistemadtica de Triatominae,
justificando o status de espécies cripticas e seus complexos (SILVA et al. 2003;
GALVAO et al. 2005).

LENT & WYGODZINSKY (1979), chamaram a atencio para a importancia do
sulco estridulatério pode ter sobre a identificacdo da espécie. A importancia desta
estrutura foi sublinhada por BARTH (1953) e sua funcionalidade por GALINDEZ-
GIRON ez al. (1998). GONCALVES er al. (1985) concluiu que esta estrutura era
apropriada para separar as espécies de 7. maculata e T. pseudomaculata.

Em nossos estudos o sulco estridulatério ¢ em forma de “U” em T.
circummaculata e em forma de "V" em 7. carcavalloi e T. rubrovaria, assim como em
T. guazu e T. jurbergi (SILVA et al. 2003), além de T. klugi e T. vandae (SILVA et al.
2010).

As buculas, segundo SILVA et al. (2010) - T. klugi e T. vandae e SILVA et al.
(2003) - T. guazu e T. jurbergi, todas apresentaram a forma de “U”, conforme as
buculas de T. carcavalloi e T. rubrovaria observadas em nossos estudos.

O rostro de T. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria apresentaram duas
fendas laterais 1+1 no dpice, mesmo resultado encontrado em 7. jurbergi (SILVA et al.
2003) e T. klugi (SILVA et al. 2010).

A regido da depressdo mediana do escutelo de 7. circummaculata apresentou a
forma codiforme (em forma de corag¢do), o que corroborou com os estudos realizados
por CARCAVALLO et al. (1997). JaA T. carcavalloi e T. rubrovaria apresentaram a
forma de W, assim como em 7. eratyrusiformis (OBARA et al. 2007). LENT &
WYGODZINSKY (1979) ilustraram a depressio mediana do escutelo em T.
eratyrusiformis como uma forma mal definida.

Comparando os nossos resultados com os obtidos por OBARA et al. (2007), o
escutelo de T. vandae é bem parecido com o de 7. carcavalloi, diferindo apenas na
disposi¢do das sensilas do processo posterior. T. carcavalloi ndo apresenta sensilas na
regido central.

OBARA et al. (2007) realizou uma andlise morfolégica do escutelo de oito
espécies pertencentes ao género Triatoma e revelou caracteristicas importantes,
especialmente a forma da depressdo mediana e o processo posterior escutelar. De todas
as espécies estudadas por estes autores, quatro apresentaram a forma da depressdao
mediana codiforme. Esta forma parece ser uma caracteristica genérica deste grupo, uma

vez que de acordo com os dados da literatura em que a maioria das espécies analisadas,



até agora exibem este padrdo. No entanto, algumas excecdes foram encontradas, tais
como em 7. tibiamaculata, T. eratyrusiformis e T. sherlocki. Em nossos estudos
realizamos um estudo morfolégico do escutelo de T. carcavalloi, T. circummaculata e
T. rubrovaria. Dessas trés espécies apenas uma apresentou a forma codiforme, 7.
circummaculata. Além disso, conseguimos diferenciar, assim como Obara, as formas
das regides escutelares e concentragdo maior ou menor de sensilas provando ser
taxonomicamente importante.

O estudo da morfologia externa das fémeas em triatomineos, foi reavaliado por
ROSA et al. (2010) quando verificou diferencas taxondmicas relevantes nas genitdlias
das fémeas através da microscopia eletronica de varredura, as quais permitiram a
diferenciacdo das espécies dos géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma assim
como a identificacdo taxondmica de 12 espécies de Rhodnius, cuja identificacdo pela
morfologia geral externa causava dividas (ROSA et al. 2011).

Neste trabalho, a utilizacdo da mesma metodologia também possibilitou a
separacdo entre 1. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria, espécies que vivem
no mesmo ecétopo e muito parecidas morfologicamente. Foram visualizadas diferencas
em vista ventral, onde a parte depois do esternito VII, que constitui as estruturas
genitais externos, € duas vezes maiores em 7. carcavalloi e T. rubrovaria que em T.
circummaculata. As observacdes de MEV em vista lateral e posterior mostram que os
gonocoxitos VIII menores em 7. circummaculata.

Esses resultados confirmam o status de 7. carcavalloi, T. circummaculata e T.
rubrovaria no “subcomplexo rubrovaria”, conceituam as diferencas morfolégicas dessas
espécies e contribuem para um diagndstico mais precoce nas dreas endémicas da doenca

de Chagas no Rio Grande do Sul.
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Figura 1: Vista ventral — 1 - Triatoma carcavalloi, A - bicula (forma de “U”), B - 4pice
do rostro, C — sulco estridulatério (forma de “U”); 2 - Triatoma circummaculata, A -
bucula (forma de “V”), B - dpice do rostro, C — sulco estridulatério (forma de “U”); 3 -
Triatoma rubrovaria, A - bucula (forma de “U”), B — 4pice do rostro, C — sulco
estridulatorio (forma de “V™).



Figura 2: Vista dorsal, 35X — A - Triatoma carcavalloi; B - Triatoma circummaculata;
C - Triatoma rubrovaria; PP — processo posterior; APP — dpice do processo posterior;
BL - borda lateral; DM — depressdao mediana.



Figura 3: Sensilas no escutelo dos machos em MEV, vista dorsal, 750X — A - Triatoma
carcavalloi; B - Triatoma circummaculata; C - Triatoma rubrovaria.



Figura 4: Genitédlia externa feminina em microscopia eletronica de varredura, vista
ventral, 30X. A: Triatoma carcavalloi; B: Triatoma circummaculata; C: Triatoma
rubrovaria; Gc8: gonocoxito 8; Gc9: gonocoxito 9; Gp8: gonopofise 8; GpO:
gonopofise 9; VII e IX: esternitos; X: segmento.




Figura 5: Genitédlia externa feminina em microscopia eletronica de varredura, vista
lateral. A: Triatoma carcavalloi, 30X; B: Triatoma circummaculata, 55X; C: Triatoma

rubrovaria, 30X; Gc8: gonocoxito 8; Gc9: gonocoxito 9; Gp8: gonopofise 8; Gp9:
gonopofise 9; VII e IX esternitos e X segmento.



Figura 6: Genitdlia externa feminina em microscopia eletronica de varredura, vista
posterior, 30X. A: Triatoma carcavalloi; B: Triatoma circummaculata; C: Triatoma
rubrovaria; Gc8: gonocoxito 8; Gc9: gonocoxito 9; Gp8: gonopofise 8; GpO:
gonopofise 9; VII e IX esternitos e X segmento.



3.0. DISCUSSAO

No Rio Grande do Sul ocorrem 11 espécies da subfamilia Triatominae, divididas
quanto aos héabitos em sinantrépicas, habitantes de ninhos de passaros ou de mamiferos
e rupestres ou litdfilas, ou seja, associadas a rochas e também a tocas de lagartos e tatus.
Entre as rupestres, ocorrem espécies de grande importancia pela ampla distribuicdo e
reconhecida capacidade de transmissdo de Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) como € o
caso de Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843) (RUAS-NETO, 2002). Outras espécies
deste grupo sao importantes porque ha pouco conhecimento sobre o seu ciclo vital, pela
proximidade morfoldgica com outras espécies rupestres e pelo desconhecimento do seu
potencial transmissor de T. cruzi. E o caso das espécies Triatoma circummaculata (Stal,
1859); Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent, 1998; Panstrongylus tupynambai
Lent, 1942; Triatoma oliveirai (Neiva, Pinto & Lent, 1939) e Triatoma klugi
Carcavallo, Jurberg & Galvao, 2001.

A taxonomia dos triatomineos até a década de ‘60 usava como critérios basicos,
caracteres morfolégicos externos e cromadticos, observados através da microscopia
Optica, aliados as informagdes da distribuicao geografica (LENT & WYGODZINSKY,
1979). A partir da década de 90°, a microscopia eletronica de varredura (MEV) vem
sendo utilizada como uma importante ferramenta para uso na taxonomia, auxiliando na
investigacdo e na andlise de estruturas que permitem a diferenciacdo das espécies. Com
a utilizacdo desta técnica, detalhes de algumas estruturas da anatomia externa dos
triatomineos vém sendo descritos com a finalidade de auxiliar no esclarecimento do
status de espécies cripticas (CARCAVALLO et al., 1998, SILVA et al., 1999, 2000,
2002, 2003, JURBERG et al., 2002). Atualmente na sistematica dos triatomineos tém
sido utilizadas também ferramentas moleculares na tentativa de ampliar o conceito
especifico e, especialmente, de reconstruir a filogenia da subfamilia (HYP§A et al.,
2002; GALVAO, 2003; SCHAEFER, 2003; PAULA et al., 2005). Entretanto, os
caracteres morfolégicos e morfométricos permanecem como ferramenta indispensadvel
para os estudos sistemdticos e taxondmicos.

Os estudos realizados por PINTO (1931) com microscopia Otica revelaram a
importancia do rostro na caracterizacdo dos géneros da subfamilia Triatominae,
considerando que o comprimento dos articulos desta estrutura nos hemipteros em geral,
especialmente nas familias hematéfagas € importante para a sistemdtica destes insetos.
Nossos resultados mostram que o rostro nas trés espécies estudadas ndo apresentam
diferencas entre géneros, ou seja, € similar nas fémeas e nos machos.

Outra importante estrutura, a bucula, apresenta aspectos varidveis em sua
morfologia. Em Triatoma guazu Lent & Wygodzinsky, 1979 e Triatoma jurbergi
Carcavallo, Galvao & Lent, 1998 ambas pertencentes ao complexo “oliverai’, foi
observado por SILVA et al., (2003) o aspecto em forma de “U” da bucula, assim como
em Triatoma gerstaeckeri (Stal, 1859) (FERRO et al., 1997) corroborando com nossos
resultados que demonstram a bucula de 7. carcavalloi com este aspecto em forma de
“U”, diferente do que foi observado em Rhodnius brethesi Matta, 1919, onde esta
estrutura apresenta-se com uma forma ovalada, com uma constricdo mediana,
lembrando o formato de um ndmero oito (SANTOS-MALLET et al., 2005).

Segundo GALVAO et al., (2005), ROCHA et al., (2005), CARCAVALLO et
al., (1998) e LENT & WYGODZINSKY (1979), o sulco estridulatério pode ser
importante para a identificacdo entre as espécies, uma vez que pode variar em forma,
tamanho, nimero de fendas e a distancia entre estas. A importancia desta estrutura foi
sublinhada por BARTH (1953) e sua funcionalidade por GALINDEZ-GIRON et al.,
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(1998). No presente trabalho, o sulco estridulatério de T. carcavalloi e de T. rubrovaria
¢ em forma de “V” apresentando-se mais largo nas fémeas do que nos machos,
semelhante ao que foi observado por SILVA et al (2003), em 7. guazu. Ja T.
circummaculata apresenta também esta estrutura com o aspecto de “U”, semelhante ao
observado em T. jurbergi pelos mesmos autores.

A regido da depressdo mediana do escutelo de T. circummaculata apresentou a
forma codiforme (em forma de coracdo), o que corroborou com os estudos realizados
por CARCAVALLO et al., (1997). Ja T. carcavalloi e T. rubrovaria apresentaram a
forma de W, demonstrada em 7. eratyrusiformis (OBARA et al., 2007), evidenciando
assim, uma diferenca entre 7. circummaculata e as outras duas espécies estudadas.

Comparando os nossos resultados com os obtidos por OBARA et al., (2007), o
escutelo de 7. vandae é bem semelhante ao de 7. carcavalloi, diferindo apenas na
disposi¢do das sensilas do processo posterior, uma vez que 7. carcavalloi ndo apresenta
sensilas na regido central.

OBARA et al., (2007) realizou uma andlise morfolégica do escutelo de oito
espécies pertencentes ao género Triatoma e revelou caracteristicas importantes,
especialmente a forma da depressdo mediana e o processo posterior escutelar. De todas
as espécies estudadas por estes autores, quatro apresentaram a forma da depressao
mediana codiforme. Esta forma parece ser uma caracteristica genérica deste grupo, uma
vez que de acordo com os dados da literatura em que a maioria das espécies analisadas,
até agora exibem este padrdo. No entanto, algumas excecdes foram encontradas, tais
como em T. tibiamaculata, T. eratyrusiformis e T. sherlocki. Em nossos estudos
realizamos um estudo morfolégico do escutelo de T. carcavalloi, T. circummaculata e
T. rubrovaria. Dessas trés espécies apenas uma apresentou a forma codiforme, 7.
circummaculata. Neste caso, observa-se uma diferenca entre as trés espécies do
complexo, o que em uma andlise isolada, ndo favoreceria a permanéncia destas no
mesmo subcomplexo. Apesar disso, conseguimos diferenciar, assim como Obara, as
formas das regides escutelares e concentracdo maior ou menor de sensilas provando ser
taxonomicamente importante.

O estudo da morfologia externa das fémeas em triatomineos, foi reavaliado por
ROSA et al., (2010) quando verificou diferencas taxondmicas relevantes nas genitdlias
das fémeas através da microscopia eletronica de varredura, as quais permitiram a
diferenciacdo das espécies dos géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma assim
como a identificacdo taxondmica de 12 espécies de Rhodnius, cuja identificacdao pela
morfologia geral externa causava duvidas (ROSA et al., 2011).

Neste trabalho, a utilizacio da mesma metodologia também possibilitou a
separacdo entre 1. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria, espécies que vivem
no mesmo ecétopo e sdo muito parecidas morfologicamente. Foram visualizadas
diferencas em vista ventral, onde observou-se que as estruturas genitais externas, sao
duas vezes maiores em 7. carcavalloi e T. rubrovaria que em T. circummaculata. As
observacdes de MEV em vista lateral e posterior mostram que os gonocoxitos VIII
menores em 7. circummaculata.

GALVAO et al., (2005) publicou uma tabela listando nomes especificos,
abordagens utilizadas e referéncias de trabalhos dedicados a morfologia dos ovos e
ninfas de triatomineos, mostrando quao pouco se sabe sobre a morfologia destes insetos.
PINTO (1924) descreveu os ovos de Triatoma brasiliensis Neiva, 1911 e GALLIARD
(1935) mostrou a importancia do aspecto do exdcorio para a taxonomia, afirmando que
as cascas dos ovos da subfamilia Triatominae apresentaram uma caracteristica,
ornamentacao constante em sua superficie externa, que distingue uma espécie da outra.
Além desse recurso, Galliard usou outras caracteristicas macroscopicas, tais como
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tamanho, forma, cor, tipo de casca e fixagdo, entre outros, em seu estudo de ovos desta
familia. Alguns autores, no entanto, basearam seus estudos nas estruturas morfolégicas
dos ovos entre espécies (BARATA, 1981, GONCALVES et al., 1985, ROSA et al.,
2000).

O género Triatoma apresenta alta variabilidade no seu aspecto a nivel do
exocdrio macroscépico, caracterizados por células hexagonais com linhas limitantes
indeterminadas, com perfuracdes de tamanho e formas varidveis. Esta caracteristica foi
observada em dez espécies, incluindo Triatoma rubrovaria (BARATA, 1995).

Nesta tese confirma-se o aspecto geral dos ovos de T. carcavalloi, T.
circummaculata e T. rubrovaria para o género Triatoma, € mostra a existéncia de
caracteristicas morfolégicas que sdo bastante diferentes entre as espécies. Vale destacar
que esta € a primeira descricdo morfoldgica através da microscopia eletronica de
varredura e morfométria dos ovos de 7. carcavalloi.

Além da diferenca em termos de tamanho entre os ovos de 7. carcavalloi, T.
circummaculata e T. rubrovaria, foram observadas duas outras diferencas morfolégicas
entre estas trés espécies. O nimero de perfuragdes por célula do ovo de T. rubrovaria é
maior que em 7. carcavalloi e T. circummaculata, e estas perfuracdes no exocorio dos
ovos e opérculos de T. circummaculata e T. rubrovaria estdo distribuidos por todas as
células, enquanto que no caso de T. carcavalloi as perfuragdes estdo concentradas na
regido central de cada célula.

A textura do exocério do ovo e opérculo de T. carcavalloi e T. rubrovaria é
andloga aos ovos de T. maculata e T. brasiliensis, como mostrado por GONCALVES et
al., (1985) e JURBERG et al., (1986).

As observacdes sobre o limite da linha opercular das trés espécies avaliadas
neste estudo estdo de acordo com os dados obtidos por ROSA et al., (2000) para 7.
circummaculata e T. rubrovaria.

De acordo com COSTA et al., (1997), as diferentes condicdes ambientais, tais
como a fonte disponivel de alimentos, temperatura e umidade pode afetar direta ou
indiretamente a morfologia do ovo, no entanto, este estudo nido considerou diferentes
condi¢des ambientais, como por exemplo 7. rubrovaria que é encontrado vivendo em
simpatria com 7. carcavalloi e T. circummaculata.

Exceto as diferencas cromdticas e morfoldgicas entre 7. carcavalloi e T.
rubrovaria descritas por JURBERG et al., (1998) e as de T. rubrovaria descritas por
ROSA et al., (1999), este estudo pode usar as diferengas morfoldgicas entre 0os ovos
para mostrar que 7. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria sdo espécies
distintas.

Desde a descri¢do de Triatoma carcavalloi, nenhum outro estudo foi realizado
para elucidar a filogenia, ecologia, bionomia, ou aspectos epidemioldgicos desta
espécie. Caracteristicas morfoldgicas levaram JURBERG et al., (1998) a considerar T.
carcavalloi uma espécie intimamente relacionada com 7. rubrovaria. DUJARDIN et
al., (2002) apresentou uma revisdo dos complexos de triatomineos e subcomplexos
baseados em caracteres morfoldgicos, onde 7. circummaculata foi colocada para fora do
“complexo infestans". DUJARDIN er al., (2002) ja havia afirmado que este
agrupamento ndo tem corroborado com estudos moleculares anteriores onde
T. circummaculata foi encontrado mais intimamente relacionado com os membros do
“complexo infestans" (GARCIA & POWELL, 1998; GARCIA et al., 2001). Nosso
conjunto de dados moleculares reforcaram as descobertas anteriores baseadas em
sequéncias de DNA, com a evidéncia acrescentada da nossa andlise morfométrica
sugerindo que 7. circummaculata deve ser incluida no “complexo infestans” e ndo
colocada num complexo separado. Ambas as abordagens usadas aqui sugerem ainda que
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T. circummaculata deve ser colocado mais especificamente no “subcomplexo
rubrovaria”.

As anélises morfométricas demonstraram que 7. rubrovaria do Brasil e do
Uruguai apresentaram um grau de diferenciagdo populacional que concorda com a
variacdo intraespecifica mostrada por PACHECO et al., (2003, 2007) para as
populacdes desses paises por meio de marcadores moleculares (andlises de RAPD e
sequéncias de intergenic-spacer entre rDNA). N6s compreendemos que a variabilidade
fenotipica pode ser influenciada por vdrios fatores, tais como ecétopo, hospedeiros,
temperatura e outros. No entanto, os resultados morfométricos para niveis
intraespecificos e interespecificos exibiram uma considerdvel conformidade com os
dados genéticos dos membros do “subcomplexo rubrovaria" em relacio aos grupos
externos escolhidos. Acreditamos que a morfometria poderia refletir melhor as relacoes
genéticas se fossem incluidos mais espécimes, melhorando a solidez dos resultados
usando a abordagem de morfometria geométrica, e aumentando o ndmero de varidveis
para a analise.

As experiéncias com cruzamentos t€m sido uteis para permitir inferéncias sobre
as relagdes genéticas e reprodutivas compativeis entre os tdxons (COSTA et al., 2003),
assim nds sugerimos experiéncias laboratoriais de cruzamento entre as espécies T.
carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria para entender melhor as relacdes entre
estes trés triatomineos que habitam o mesmo ecotopo. Essas trés espécies estao restritas
a pradarias mistas, regides de savana e/ou estepe subtropicais no sul do Brasil, nordeste
da Argentina e Uruguai. Durante este estudo, todos as trés espécies foram encontradas
compartilhando um abrigo em uma localidade especifica, portanto, aparentemente
ocupando o mesmo nicho ecoldgico num ambiente modificado pelo homem. Forgas que
possibilitaram que estas espécies pudessem se diferenciar (especiar) permaneceu
obscuras. No entanto, acreditamos que as espécies t€ém pouco tempo que convergiram
para o habitat apds especiacdo devido a mudangas ambientais causadas pelas atividades
humanas. Segundo ALMEIDA et al., (2002a, 2008) atividades humanas podem criar o
ambiente ruderal, o que pode produzir situacdes propicias para a instalacdo de alguns
triatomineos, uma vez que a fauna predadora pode ser modificada e o recurso alimentar
de sangue para triatomineos pode ser melhorado aumentando o nimero de animais
domésticos, tais como frango, ovinos, cabras, porcos e vacas. Quatro outroas espécies
de triatomineos (7. brasiliensis, T. sordida, T. pseudomaculata e Rhodnius neglectus) ja
foram  encontrados compartilhando o  ec6topo  peridomiciliar  como
resultado das atividades humanas (MARCHON-SILVA er al., 1998). Portanto,
sugerimos um olhar mais atento para estas trés espécies, onde eles ocorrem em
ambientes ndo modificados. Salvatella (comunicacdo pessoal) encontrou hibridos
naturais de 7. infestans e T. rubrovaria.

A andlise filogenética sugere que 7. carcavalloi é espécie irma de T. rubrovaria,
o que foi corroborado pela abordagem morfométrica. Ressaltamos que 7. rubrovaria
apresenta caracteristicas biondmicos de um bom vetor de 7. cruzi (ALMEIDA et al.,
2000, 2002a, b, 2003, 2005) e pode manter altas taxas (25%) de infec¢do natural deste
parasita (MARTINS et al. 2003, 2008). De acordo com JURBERG et al., (1998), T.
carcavalloi também pode invadir domicilios humanos. ALMEIDA et al., (2009)
mencionaram uma maior atencdo ao monitoramento domiciliar pela invasdao de T.
carcavalloi.

Virios autores tém destacado a importancia de se estudar os parametros
biondmicos em triatomineos em condicdes laboratoriais, seja para aumentar o conceito
bioldgico da espécie, ou para melhorar as condi¢des de reproducao para a formacdo de
coldnias de laboratdrio, ou oferecer subsidios para estudos de controle (ROCHA et al.,
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1994, GALVAO et al., 1996, COSTA & MARCHON-SILVA, 1998, RODRIGUES et
al., 2005).

SILVA (1985) e GOMES & SILVA (2000) enfatizaram a importancia de cuidar
dos triatomineos recém-alimentados, porque o manuseio inadequado € a principal causa
de mortalidade em uma criagdo.

De acordo com SILVA (1985), em condi¢oes de laboratério onde fatores
abidticos sdo mais estaveis, os ciclos de vida sdo geralmente mais curtos. No entanto,
algumas espécies podem apresentar um ciclo de vida mais longo, tal como a diapausa de
ninfas de quinto estidio, observada em algumas espécies selvagens (LENT &
WYGODZINSKY 1979), como foi visto neste estudo: ninfas de quinto estdgio
requerem varias repastos sanguineos para realizar a muda, o que alonga esta fase até
mais de um ano. RUAS-NETO (2002) observou essa mesma caracteristica para 7.
carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria alimentados com pombos.

O primeiro estudo sobre o ciclo biolégico de T. carcavalloi em condi¢des
laboratoriais foi realizada por RUAS-NETO et al., (2001), onde alimentou os insetos
com pombos, baratas e lagartos. Outros autores estudaram o ciclo biolégico de T.
rubrovaria e T. circummaculata alimentados com hemolinfa de Blattodea (baratas),
para avaliar o desenvolvimento de ninfas (LOROSA et al., 2000a). Este estudo sugere
que este tipo de alimento pode ser um processo natural para essas espécies de
triatomineos, e provavelmente representa uma forma de sobreviver em condigdes
naturais. A dependéncia da hemolinfa € muito evidente em 7. circummaculata, pois as
ninfas de primeiro estddio ndo se desenvolvem no laboratério se este tipo de alimento
nao estiver disponivel (RUAS-NETO & CORSEUIL, 2002; MARTINS et al., 2006).
LOROSA et al., (2000b) concluiram que algumas espécies de triatomineos tém hébitos
alimentares bastante ecléticos em suas condi¢des naturais.

DI PRIMIO (1953) e RODRIGUES et al., (2005) observaram que 7. rubrovaria
desenvolve bem em condi¢des de laboratério, com temperaturas entre 20°C e 30°C e
umidade relativa do ar mantida em torno de 80%, obtendo um tempo de vida diferente
para cada sexo: para os machos, a duracdo média foi de 115,37 dias, enquanto as fémeas
viveram uma média de 99,6 dias. SILVA (1985) estudou a influéncia da temperatura
(25°C e 30°C) em T. rubrovaria e observou um desenvolvimento mais rdpido a 30°C.
No presente estudo, as temperaturas iguais ou superiores a 28°C, influenciaram no
desenvolvimento de 7. carcavalloi, encurtando o seu ciclo de vida, quando comparado
com T. rubrovaria.

PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ (1969) estudaram o ciclo de vida de
Triatoma infestans e FELICIANGELI et al., (1980) realizaram estudos sobre a
resisténcia ao jejum de Rhodnius prolixus e em ambos os trabalhos, os autores
estimaram que o repasto sanguineo representa uma condicdo essencial para oviposi¢ao
em geral e fertilidade em particular. Em nosso estudo a primeira oviposi¢ao ocorreu no
sexto dia apés o repasto sanguineo. Segundo o MINISTERIO DA SAUDE (2012), a
oviposicdo ocorre entre 10 a 30 dias apds a copula e o nimero de ovos varia de acordo
com a espécie e, principalmente, em funcao do estado nutricional da fémea. Uma fémea
fecundada e alimentada pode realizar posturas por todo o seu periodo de vida adulta.
ARGUELLO et al., (1988) em seus estudos com Triatoma rubrovaria nio sabem se a
baixa eclosdo de ovos foi devido a esse fator, porque os espécimes utilizados nos
experimentos foram alimentados uma vez por semana durante uma hora, sem
estabelecer o nivel de sangue ingerido por cada individuo. J4 em nossos estudos a
alimentacdo foi padronizada, 7. carcavalloi foi alimentado em camundongos uma vez
por semana até a replecdo, por isso ndo podemos dizer que a baixa eclosdo foi devido a
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alimentacdo ou a outros fatores, tais como temperatura e umidade sob condi¢des
laboratoriais.

Em nossos estudos, nem todos os ovos eclodiram, o que comprometeu a
fertilidade, seja devido a pequenas variacdes de temperatura ou umidade durante o
experimento, fatores conhecidos por influenciar diretamente o desenvolvimento, ou por
alguma outra causa desconhecida.

A taxa de eclosdo dos ovos varia entre as espécies do género Triatoma, e até
mesmo dentro de uma mesma espécie. Em 7. carcavalloi, a taxa foi de 38,3%,
considerado baixo quando comparado com 7. flavida, que apresentou uma taxa de 93%
dos ovos eclodidos de acordo com CABELLO & LIZANO (2001), com T.
pseudomaculata, onde a taxa foi de 88,3% de acordo com GONCALVES et al., (1997)
e um intervalo de 60 a 80% de acordo com DAMBORSKY et al., (2005) para T.
rubrovaria, ZELEDON et al., (1970) para T. dimidiata, RABINOVICH (1972) para T.
infestans, FELICIANGELI & RABINOVICH (1985) para T. maculata, BRAGA et al.
(1998) para T. rubrofasciata e MARTINEZ-IBARRA & KATTHAIN-DUCHATEAU
(1999) para T. pallidipennis. No caso do género Rhodnius, a temperatura observada
influencia ndo apenas no periodo de incubacdo, mas também na incidéncia de eclosdao
dos ovos, como mostrado por ROCHA et al., (2001) para Rhodnius robustus.

ARGUELLO et al., (1988) mostraram que o periodo médio de incubacdo dos
ovos para T. rubrovaria foi de 24,84 dias, ja em nosso estudo o periodo de incubagao
dos ovos de T. carcavalloi foi menor, 22,7 dias.

Neste estudo, a primeira refeicdo das ninfas de primeiro estddio de T.
carcavalloi resultou em maior frequéncia nos dias 2 e 4, semelhante aos resultados
encontrados por GONCALVES er al., (1997), que determinaram este parametro
bioldgico para T. pseudomaculata e diferente de 7. vitticeps que possui uma preferéncia
nos dias 3, 6 e 10 (GONCALVES et al., 1988).

O ciclo de vida de T. carcavalloi necessita em média de 13,4 refei¢Oes
sanguineas, superior ao observado em 7. rubrovaria - 11,1 (ALMEIDA et al., 2005),
em T. vitticeps - 8 (GONCALVES et al., 1988) e em T. brasiliensis - 11 (SOARES et
al., 2000) e menor que 7. pseudomaculata - 14,7 (GONCALVES et al., 1997).
Devemos considerar que essas espécies vivem em diferentes habitats e hébitos
alimentares. GONCALVES er al., (1997) mencionam que as fémeas de 7.
pseudomaculata para compensar a menor quantidade de sangue ingerida, procuraram a
fonte de alimento em um curto espago de tempo, além de realizar um maior nimero de
refeicOes sanguineas. J4 as ninfas de quinto estagio de 7. carcavalloi fazem vérios
repastos para realizar a ecdise.

ALMEIDA et al., (2005) observaram que a média do periodo de intermuda das
ninfas de segundo estddio (N2) de 7. rubrovaria foi maior do que as ninfas de terceiro
estdgio (N3). Os resultados obtidos por SILVA (1985) em T. rubrovaria e COSTA &
MARCHON-SILVA (1998) em T. brasiliensis, em condi¢des de temperatura padrio,
tendem a mostrar uma escala crescente dos periodos de intermuda de N1 a NS5,
corroborando com nossos estudos.

GONCALVES et al., (1989) mostraram que uma das barreiras para o sucesso do
combate aos vetores da doenga de Chagas através de inseticidas de agdo residual, € a
capacidade de resisténcia ao jejum. A resisténcia ao jejum permite que esses animais
permanecam em seus abrigos, livre de inseticidas e efeitos residuais, aumentando assim
a possibilidade de nova colonizacdo pelos individuos restantes (DIAS, 1965; COSTA &
PERONDINI, 1973; GALVAO et al., 1996; CORTEZ & GONCALVES, 1998;
CABELLO, 2001; ALMEIDA et al., 2003; CAILLEAUX et al., 2011). LENT &
WYGODZINSKY (1979) comentaram que ninfas toleram periodos de jejum mais
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longos do que os adultos, confirmando nossos estudos e FELICIANGELLI et al.,
(1980) justifica como uma compensagao dos adultos, a maior capacidade de dispersao.

O periodo de resisténcia ao jejum de 7. carcavalloi aumentou a partir do 1° ao 5°
estagio ninfal. Na fase adulta, os machos exibiram menor resisténcia quando comparado
as fémeas, corroborando com os dados de SILVA (1985), obtidos a uma temperatura de
30°C para T. rubrovaria e JUAREZ & SILVA (1982), obtidos nas temperaturas de 25°C
e 30°C para T. sordida. Estes resultados ndo estdo em consonancia com os obtidos para
T. vitticeps (GONCALVES et al., 1989) e T. rubrovaria (ALMEIDA et al., 2003), que
demonstraram mais resisténcia ao jejum em machos.

A influéncia da alimentacdo sobre a mortalidade das ninfas foi mostrado por
PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ (1953, 1969), onde as ninfas de 7. infestans
quando alimentadas a intervalos mais longos, a taxa de mortalidade aumentou.
OSCHEROV et al., (2005) mostraram que a taxa de mortalidade foi maior em ninfas de
terceiro estagio de Triatoma rubrovaria, corroborando com nossos estudos, onde a taxa
foi de 22,2%.

No presente estudo a longevidade dos machos de Triatoma carcavalloi foi mais
longa, tal como observado para Triatoma rubrofasciata (BRAGA et al., 1998) e
Triatoma rubrovaria (SILVA, 1985; ARGUELLO et al., 1988; DAMBORSKY et al.,
2005 e OSCHEROV et al., 2005). J4 RUAS-NETO (2002) observou que a longevidade
das fémeas de T. carcavalloi foi maior, sugerindo uma provavel influéncia da
alimenta¢do, onde os insetos foram alimentados em pombos com intervalos de 10 a 15
dias, em periodos de 2 a 3 horas.

RUAS-NETO (2002) verificou que o ciclo de desenvolvimento das ninfas de
quinto estdgio de T. carcavalloi alimentados em pombos foi de 259,67 dias, em média,
diferente deste trabalho, onde os insetos foram alimentados em camundongos e sua
média foi de 193,43. DAMBORSKY et al. (2005) observaram que o ciclo de vida total
de T. rubrovaria foi de 300 dias, ja nos nossos estudos mostraram que o ciclo de vida de
T. carcavalloi foi de 503,4 dias.

RUAS-NETO & CORSEUIL (2002) referiram que a capacidade de transmissao
mostrada por T. carcavalloi é tao elevada como a de T. rubrovaria e T. circummaculata
(infectada com menor frequéncia). Provavelmente esse fato ocorra devido a se alimentar
com menos frequéncia em mamiferos.
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4.0. CONCLUSOES

10.

11.

Ampliamos o conhecimento sobre a morfologia de 7. carcavalloi contribuindo
para a identificacio desta espécie nas dreas endémicas da doenca de Chagas no
Rio Grande do Sul;

A andlise filogenética sugere que 7. carcavalloi € espécie irma de T. rubrovaria,
o que foi corroborado por uma abordagem morfométrica.

Os dados moleculares baseados em sequéncias de DNA adicionados as andlises
morfométricas sugerem que 7. circummaculata deve ser incluida no “complexo
infestans” e ndo colocada em complexo separado. Ambas as abordagens usadas
aqui sugerem ainda que 7. circummaculata deve ser colocada mais
especificamente no “subcomplexo rubrovaria”.

O aspecto geral dos ovos de T. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria
para o género Triatoma demonstra a existéncia de caracteres morfoldgicos
bastante diferenciados entre eles, principalmente no que diz respeito a
quantidade de perfuracdes presentes nas células dos corpos dos ovos e dos
opérculos, comprovando que sao espécies distintas;

As principais diferencas morfoldgicas existentes entre os machos e as fémeas
estdo na bucula, rostro e no sulco estridulatério das espécies estudadas,
confirmando o valor taxonOmico destas estruturas para a taxonomia dos
triatomineos;

A forma codiforme na regido mediana da depressdo escutelar, ndo parece ser
uma caracteristica do género Triatoma, pois somente 7. circummaculata possui
esta forma enquanto 7. carcavalloi e T. rubrovaria ndo apresentam tal forma.

Em todos os caracteres morfologicos estudados apontaram diferengas
significantes nas trés espécies, colocando cada espécie em seu status especifico.
Entretanto, a espécie que difere em maior nimero de caracteristicas,
principalmente no tamanho das estruturas é Triatoma circummaculata.

Nossos resultados apontam que caracteristicas bioldgicas sdo critérios
importantes para determinar a relagdo entre as espécies Triatoma carcavalloi,
Triatoma circummaculata e Triatoma rubrovaria coletados nos domicilios do
Rio Grande do Sul, Brasil, além de sugerir maior vigilancia epidemiolégica em
relacdo as trés espécies estudadas;

A resisténcia ao jejum de 7. carcavalloi aumenta de acordo com a fase de
desenvolvimento e os resultados obtidos mostram que as fé€meas sdo mais
resistentes que os machos.

Ninfas de quinto estddio (N5) precisam de vdrios repastos sangiiineos para
efetuar a ecdise e se tornar um inseto adulto, que ocorre com mais de um ano.

As temperaturas iguais ou superiores a 28°C influenciaram o desenvolvimento
de T. carcavalloi, encurtaram o seu ciclo de vida.
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5.0. CONSIDERACOES FINAIS

Nesta tese foram realizados estudos bioldgicos, filogenéticos, morfoldgicos,
morfométricos e moleculares com a finalidade de comparar trés espécies do “subcomplexo
rubrovaria”. As andlises moleculares e filogenéticas juntamente com os parametros biolégicos
de T. carcavalloi e morfoldgicos relativos ao estudo da bucula, rostro, sulco estridulatério,
escutelo, genitdlia feminina, ovos e opérculos de T. carcavalloi, T. circummaculata e T.
rubrovaria, bem como o estudo morfométrico destas trés espécies, mostraram resultados
significativos. Entretanto, aponta-se a importancia da observacdo de alguns parametros
morfométricos como: a geometria das asas e as medidas de machos e fémeas das trés
espécies.
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