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RESUMO

TEVES, Simone Caldas. ASPECTOS BIOLOGICOS, MORFOLOGICOS E
MOLECULARES DE Triatoma jatai Gongalves, Teves-Neves, Carbajal-de-la-Fuente,
Santos-Mallet, Lopes, 2013 e Triatoma costalimai Verano & Galvao, 1959 (HEMIPTERA:
REDUVIIDAE: TRIATOMINAE). 2018. Tese (Doutorado em Biologia Animal,
Biodiversidade Animal). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

A espécie rupestre Triatoma jatai ocorre em simpatria com Triatoma costalimai no municipio
de Parana, estado brasileiro do Tocantins. Embora tenha sido encontrada no intradomicilio, ndo
ha registro de espécimes infectados por Trypanosoma cruzi, agente causador da doenca de
Chagas. Agrupada no subcomplexo 7. matogrossensis, apresenta dimorfismo alar, com fémeas
braquipteras ¢ machos macrdpteros, pouco encontrado em espécies do género Triatoma, o que
pode resultar num perfil diferenciado de dispersao e adaptagdo a novos ecotopos. A espécie T.
costalimai também tem sido encontrada no Sudeste e Sul do Tocantins, nos ecotopos silvestre,
peridomiciliar e domiciliar, algumas vezes com altos indices de infec¢do por 7. cruzi. As
alteragdes antropicas nos ambientes naturais, somadas a caracteristicas inerentes ao bioma
Cerrado, podem propiciar a dispersao de triatomineos infectados para o domicilio com risco de
infestacdo e transmissdo vetorial de 7. cruzi ao homem. O objetivo deste trabalho foi estudar
aspectos morfologicos, biologicos e moleculares de 7. jatai e T. costalimai; o risco de
colonizacdo do domicilio e o estabelecimento de ciclo do parasito nos municipios de Parana e
Aurora do Tocantins — TO. Os espécimes foram capturados em 2015 em ecotopos silvestre e
peridomiciliar. Foi realizada a pesquisa por 7. cruzi pela microscopia optica e cultura axénica
com caracterizacao molecular dos isolados em unidades discretas de tipagem (DTUs), estudo
de estruturas associadas a locomog¢do por morfometria classica, ciclo bioldgico e analise
filogenética das duas espécies com outras da América do Sul a partir de fragmentos de genes
mitocondriais. Em Parana, foram capturadas ninfas de 7. jatai, em ambiente silvestre, sem
infeccdo por 7. cruzi. Em Aurora do Tocantins, foram capturados ninfas e adultos de 7.
costalimai em afloramentos rochosos em ambientes silvestre e peridomiciliar, com alto indice
de infec¢do por 7. cruzi DTU I (64,15%) sendo caracterizado um ciclo silvestre do parasito em
ambiente peridomiciliar na sede do municipio. As fémeas de 7. jatai apresentaram tamanho
corporal e comprimento do fémur (perna 3) maiores que dos machos, o que pode ser um indicio
de adaptagdo para a locomogao por caminhada, contudo, somente pela morfologia comparativa
com as espécies T. costalimai e T. sherlocki, nao foi possivel inferir sobre a capacidade de
dispersao pelo voo. O ciclo bioldgico dos espécimes em laboratdrio foi longo, principalmente
para T. costalimai, ainda em andamento, e com alto indice de mortalidade de ninfas de quinto
estadio. A andlise filogenética a partir de genes mitocondriais mostrou 7. jatai como espécie
irma de 7. costalimai com distancia genética maior do que entre outras espécies validas, assim
como a separacdo em clado exclusivo. A continuidade e aprimoramento das pesquisas relativas
a participacao destas espécies no ciclo natural de 7. cruzi, sobre o potencial de dispersao para
novos ecotopos, assim como a capacidade de desenvolvimento em ambientes artificiais somado
as respectivas relagdes evolutivas pode gerar dados para a vigilancia entomoldgica e o controle
da transmissao vetorial do parasito.

Palavras-chave: Morfologia, Ciclo biologico, Trypanosoma cruzi, Tocantins.
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ABSTRACT

TEVES, Simone Caldas. Biological, morphological and molecular aspects of Triatoma jatai
Gongalves, Teves-Neves, Carbajal-de-la-Fuente, Santos-Mallet, Lopes, 2013 e Triatoma
costalimai Verano & Galvao, 1959 (HEMIPTERA: REDUVIIDAE: TRIATOMINAE). 2018.
Thesis (Doutorado em Biologia Animal, Biodiversidade Animal). Instituto de Biologia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

The rock species Triatoma jatai occurs in sympatry with Triatoma costalimai in the city of
Parana, Brazilian state of Tocantins. It was found inside the house, although there has been no
record of specimens infected with Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas' disease.
Grouped in the 7. matogrossensis subcomplex, it presents a dimorphism, with brachiptera
females and macropter males, that is sparsely found in species of the genus Triatoma, which
can result in a distinctive profile of dispersion and adaptation to new ecotypes. The 7. costalimai
species has also been found in the Southeastern and Southern Tocantins, in the wild,
peridomiciliary and domiciliary ecotypes, sometimes with high rates of 7. cruzi infection.
Anthropogenic alterations in natural environments, coupled with characteristics inherent to the
Cerrado biome, may lead to the dispersion of infected triatomines to the domicilie with risk of
infestation and vector transmission of 7. cruzi to humans. The objective of the present work
was to study the morphological, biological and molecular aspects of 7. jatai and T. costalimai,
the risk of domicile colonization and to determine the parasite cycle in Parand and Aurora do
Tocantins - TO municipalities. The specimens were captured in 2015 both in the wild and
peridomiciliary ecotypes. The research of 7. cruzi was carried out by optical microscopy and
axenic culture with molecular characterization of the isolates in discrete typing units (DTUs),
the study of structures associated with locomotion by classical morphometry, biological cycle
and phylogenetic analysis of the species with others of America South from fragments of
mitochondrial genes. In Parana, 7. jatai nymphs were captured in a wild environment, without
T. cruzi infection. Nymphs and adults of 7. costalimai were captured in rocky outcrops in the
wild and peridomiciliary environments, with high rate of 7. cruzi DTU I infection (64.15%). A
wild cycle of the parasite was characterized in a peridomiciliary environment in the town.

Females of 7. jatai presented greater body size and leg femur length than males, which may be

an indication of adaptation to walking locomotion. However, comparative morphology with 7.
costalimai and T. sherlocki does not allow inferring about their flight dispersion ability. The
specimens in the laboratory show a long biological cycle, particularly for 7. costalimai (still in
progress) and with a high mortality rate of fifth stage nymphs. Phylogenetic analysis from
mitochondrial genes showed 7. jatai as a sister species of 7. costalimai with greater genetic
distance than among other valid species, as well as exclusive clade separation. The continuity

and improvement of research on the role of these species in the cycle of 7. cruzi and on the
potential of dispersion for new ecotypes, as well as the capacity of development in artificial

environments added to the respective evolutionary relations can generate data for the
entomological vigilance and the control of vector transmission of the parasite.

Key words: Morphology, Life cycle, Trypanosoma cruzi, Tocantins.
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ABREVIATURAS E SIGLAS

CEUA — Comissao de Etica de Uso de Animais

CO II - Citocromo Oxidase II

Cyt B — Citocromo B

DTU — Discrete Typing Unit

IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
ICICT - Instituto de Comunicagao e informacao cientifica e tecnologica em Saude
I0C/ FIOCRUZ — Instituto Oswaldo Cruz / Fundag¢ao Oswaldo Cruz
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LIT — Liver Infusion Triptose

MLEE - Eletroforese enzimatica multi locus

MS — Ministério da Saude

NNN - Neal, Novy, Nicolle
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pb — Pares de base

PBS — Tampao Fosfato-Salino

PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase

RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism

rDNA — DNA ribossomal

RNA — Acido Ribonucleico

RPM — Rotagdes por minuto

SESAU — Secretaria de Saude do Estado do Tocantins

SISBIO — Sistema de Atendimento para autorizagao de coleta de material bioldgico
SVS — Secretaria de Vigilancia em Saude

Tco — Triatoma costalimai

Tja — Triatoma jatai

TO — Tocantins

TP — Total, percentual

UR - Umidade Relativa

Tsh — Triatoma sherlocki
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1. INTRODUCAO

A reconhecida participacdo dos triatomineos no ciclo de desenvolvimento do parasito
Trypanosoma cruzi e na transmissao vetorial da doenca de Chagas vem sendo estudada desde
1909, quando Carlos Chagas descreveu pela primeira vez os aspectos da doenca, do agente
infeccioso, de seus reservatorios e apresentou os triatomineos como vetores de transmissao do
parasito ao homem.

Inumeras pesquisas vém mostrando aspectos morfologicos, biologicos e moleculares
das diferentes espécies deste inseto, principalmente daquelas de importancia epidemiolégica.
Neste trabalho, sera realizado um estudo da morfologia de adultos, biologia e posicionamento
filogenético de Triatoma jatai e, da espécie de morfologia proxima a esta, Triatoma
costalimai, ambas obtidas no Estado do Tocantins, relacionando suas caracteristicas aos
respectivos potenciais como vetores da doenca de Chagas.

Esta tese serd apresentada segundo orientacdes técnicas da universidade, na forma de
texto corrido, com as seguintes partes: Introducdo, Revisdo de literatura, Metodologia,
Resultados, Discussdao, Conclusao e Referéncias bibliograficas, com anexos ao final. Na
introdugdo serdo apresentados os aspectos gerais sobre os triatomineos, a doenca de Chagas, o
parasito Trypanosoma cruzi e as espécies de estudo, que justificam a elaboragdo deste
trabalho. Finalizando a introdugdo estdo listadas as hipoteses, afirmativas a serem deferidas
ou contestadas e para tanto os respectivos objetivos. A revisdo de literatura apresentara um
histérico, relacionando os principais trabalhos, relativos as hipdteses de trabalho. Na
metodologia serdo apresentados os materiais ¢ métodos utilizados. O resultado sera composto
pelos resultados obtidos, apresentados em forma de topicos, semelhantes as metodologias
aplicadas. A discussdo ira relacionar os resultados obtidos com dados da literatura. Por fim
serdo apresentadas as conclusdes, as referéncias bibliograficas e, anexos os artigos gerados
nesta tese assim como um artigo relacionado publicado em co-autoria.



1.1  OS TRIATOMINEOS

Os triatomineos, insetos de reconhecida importancia epidemiologica pela atuacdo
como vetores do parasito 7rypanosoma cruzi (Chagas, 1909), causador da doenca de Chagas,
encontram-se classificados na ordem Hemiptera, subordem Heteroptera, familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae. Esta subfamilia ¢ composta por 154 espécies descritas incluindo trés
fosseis distribuidas em 18 géneros, 5 tribos, 8 complexos e 8 subcomplexos (Galvao & Paula,
2015; Rosa et al, 2017; Oliveira et al, 2018; Poinar, 2019).

A identificagdo taxondmica dos triatomineos adultos tem sido feita com base na chave
dicotdmica de Lent & Wygodzinsky (1979). Atualizagdes taxondmicas geraram outras chaves
incluindo espécies descritas posteriormente (Gongalves et al, 2013; Costa et al, 2013; Galvao
& Dale, 2015). Contudo, outras ferramentas tém sido utilizadas para fins taxonOmicos,
principalmente para diferenciacdo de espécies proximas, cuja identificagdo ndo seja possivel
somente com os critérios morfoldgicos classicos, tais como o estudo das estruturas falicas, da
ultraestrutura de caracteres de valor taxondmico, a analise comparativa de estruturas por
morfometria geométrica e analises moleculares.

Menos de 30% das espécies conhecidas tiveram suas formas imaturas descritas e, a
maior parte destas, ndo foi analisada do ponto de vista da morfologia comparada, o que
inviabiliza, at¢ o momento, a elaboracdo de uma chave englobando a diversidade dos
triatomineos (Rocha & Santos, 2015).

Até o momento, foram elaboradas sete chaves dicotomicas nos diferentes estadios
ninfais: Uma para espécies mais comuns de ocorréncia no Brasil (Galvao, 1956); duas chaves
para géneros de triatomineos (excluindo Bolbodera), uma baseada em ninfas de primeiro
estadio e outra de 5° estadio (Lent & Wygodzinsky, 1979); e quatro chaves para todos os
estadios de algumas espécies brasileiras do complexo Oliveirai, uma para o 1° e 2° estadios,
em conjunto, e outras trés para o 3°, 4° e 5° estadios respectivamente (Rocha et al, 2009).

Os géneros com maior nimero de espécies de importancia epidemiologica sdo
Rhodnius, Panstrongylus e Triatoma. No ambiente silvestre, geralmente, as espécies de
Rhodnius sdao arboreas associadas a palmeiras, enquanto que as de Panstrongylus sao
predominantemente encontradas em tocas ou cavidades de arvores e as do género Triatoma
estdo associadas com rochas, ninhos e troncos. Essa especializacao de ecotopos foi resultado
de uma longa trajetéria evolutiva. Contudo, excegdes sdo observadas como, por exemplo, a
espécie Rhodnius domesticus Neiva & Pinto, 1923 que ocorre em bromélias e buracos de
arvores ao invés de palmeiras, Panstrongylus lignarius Walker, 1837 que pode ocorrer livre
sobre a copa das arvores e ndo somente em tocas ou cavidades de arvores e Triatoma
pseudomaculata Corréa & Espinola, 1964 que pode ocorrer em associagdo com a planta
Mimosa tenuiflora, também conhecida como jurema preta (Freitas et al, 2004) ou em buracos
de arvores ao invés de rochas (Gaunt & Miles, 2000; Galvao & Gurgel-Gongalves, 2015;
Almeida et al, 2015).

Diferentes hipoteses sobre a historia evolutiva dos triatomineos apontam para
formacdo monofilética, polifilética ou parafilética. A origem monofilética do grupo foi
proposta com base no hébito alimentar estritamente hematofagico tendo-se como caracteres
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apomorficos o rostro reto e fino, apoiado na gula, com terceiro segmento capaz de fletir para
cima durante a alimentacdo, devido a presenca da conexdo membranosa entre o segundo e
terceiro segmento do rostro, as antenas filiformes inseridas lateralmente e a auséncia de
glandulas abdominais dorsais nas ninfas (Lent & Wygodzinsky, 1979). Pesquisas com base
em caracteres morfologicos, e em filogenia com base em analise de sequencias de DNA
mitocondrial confirmam a origem monofilética para o grupo (Soares et al, 1998; Gaunt &
Miles, 2000; Hypsa et al, 2002; Weirauch 2008; Weirauch & Munro, 2009).

Contudo, a origem polifilética proposta para o grupo foi baseada em caracteristicas
ecoldgicas e biogeograficas (Schofield, 1988) nas quais a evolugdo teria ocorrido a partir de
reduviideos predadores originados a partir de diferentes linhagens. Este fato explicaria
determinados comportamentos como o hébito alimentar e a estreita relagdo com determinados
hospedeiros vertebrados. Neste caso, as sinapomorfias seriam devidas as mudancas
convergentes do habito alimentar predador para a hematofagia. Estudos morfologicos (Catala,
1997, Catala & Schofield, 1994; Barata, 1998) bioquimicos e moleculares corroboraram essa
hipotese (Schofield & Dolling, 1993; Carcavallo et al, 1999; Gorla et al, 1997; Garcia et al,
1998; Dujardin et al, 1999a; Schofield & Dujardin, 1999; Bargues et al, 2000; Monteiro et al,
2000; Schofield, 2000; Paula et al, 2005; Hwang & Weirauch, 2012).

Em termos biologicos, os triatomineos caracterizam-se por apresentar
desenvolvimento hemimetabolo ou paurometdbolo e serem insetos hematofagos cujo ciclo de
vida, de ovo a adulto, passa por cinco fases imaturas denominadas ninfas (Figura 1). As ninfas
se diferenciam dos adultos pela auséncia de ocelos, asas e fossetas esponjosas (este ultimo
com excecao dos géneros Parabelminus e Microtriatoma), tarsos dimeros e pela imaturidade
sexual. No primeiro estadio apresentam uma coloracao mais clara, € ndo apresentam manchas
conexivais. Conforme muda para os estadios seguintes aumentam de tamanho, as manchas
conexivais tornam-se mais evidentes e a coloragdo vai se definindo. A partir do 3° estadio
comeca a surgir o esbogo da teca alar, futuras asas dos adultos. Nas ninfas de 4° e 5° estadios
as tecas alares se tornam mais aparentes, o pronoto tem forma de escudo, e a esclerotizag¢do do
abdomen ¢ incompleta (Lent & Wygodzinsky, 1979; Galindez Giro6n et al, 1998; Aldana et al,
2000; Rocha & Santos, 2015). Nas ninfas de 5° estddio ja se inicia a diferenciacdo sexual
externa (Lent & Jurberg, 1965; Gongalves et al, 1985).

A hematofagia ¢ obrigatoria para todas as fases imaturas dos triatomineos assim como
para machos e fémeas. Algumas espécies podem defecar durante ou logo apos a alimentagao,
enquanto outras defecam apds abandonar a fonte de alimento, longe do local da sucgdo. Este
fato classifica as diferentes espécies como bons ou maus vetores do parasito 7. cruzi, uma vez
que as formas infectantes sdo expelidas nas fezes dos insetos infectados (Chagas, 1909).
Supostamente, os triatomineos também podem apresentar como comportamento ancestral, o
predatismo (entomofagia). Neste caso, se alimentam da hemolinfa de outros insetos (Lorosa et
al, 2000; Almeida et al, 2002).

A dispersao das diferentes espécies e populagdes de triatomineos, silvestres ou que
estdo em processo de domiciliagdo pode ocorrer como resultado das agdes antrdpicas que
ocorrem em comunidades naturais que resultam na redugdo da fauna e flora silvestres, e
consequentemente no deslocamento destes em busca de alimento e abrigo (Forattini, 1980).
Esse processo de dispersdo dos triatomineos, seja passiva (por exemplo, quando transportados
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pelo homem e por animais) ou ativa (na busca de novos hospedeiros ou ecotopos), ¢ de
importancia no ambito de saude publica, uma vez que tem possibilitado o encontro de
espécies silvestres, infectadas com o parasito 7. cruzi no intra e peridomicilio.
Consequentemente, tendo-se o homem como nova opg¢do de hospedeiro, aumenta-se o risco
da transmissdo vetorial do 7. cruzi.

Apenas os adultos apresentam asas e, portanto, a possibilidade de voar, contudo na
maior parte da vida destes insetos a locomogao ocorre por caminhada tendo em vista a estreita
relagcdo estabelecida entre os insetos e hospedeiros, no caso de ninhos, tocas ou domicilios, o
que dispensaria o voo (Abrahan et al, 2011; Lazzari, 2015). Contudo, quando ha escassez de

hospedeiros, ou seja, das fontes alimentares, os triatomineos podem fazer longos voos de
dispersao (Lehane & Schofield,1981).
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Figura 1: Ciclo de desenvolvimento de um triatomineo contendo ovos, ninfas de 1° a 5° estadio e adultos fémea e macho de Triatoma costalimai.
Foto: Catarina Macedo.



Para algumas espécies braquipteras ou semi-braquipteras ¢ comprovada a
incapacidade de voo, por questdes anatomicas, neste caso a locomocgao dos adultos ocorre por
caminhada. A capacidade de voo desses insetos, portanto, estd associada ndo somente as
caracteristicas anatdmicas, mas fisioldgicas e ecologicas (Almeida et al, 2012).

As oscilagdes dos fatores climaticos também atuam nos processos seletivos e de distribuigdo
geografica dos triatomineos (Galvao et al, 1998; Bahrndorff et al, 2006). Associados a esses
parametros esta a plasticidade génica que determina o grau de tolerancia ¢ adaptagdo das espécies a
novos ambientes (Dujardin et al, 1999b). Forattini (1980) apresentou a distribui¢do de algumas
espécies de importancia epidemiologica de triatomineos de acordo com os ecossistemas brasileiros. As
espécies Triatoma brasiliensis Neiva, 1911 e T. pseudomaculata, autoctones na Caatinga, incluindo a
area de transicdo do agreste, semi-arido nordestino e Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835)
introduzido no semi-arido. Triatoma sordida (Stél, 1859) no bioma Cerrado. P. megistus no Tropical
Atlantico subdividido nas areas setentrional € meridional do Sistema da Serra do Mar, e do Planalto
Paulista, mineiro e paranaense. E na regido Sul do Brasil, em regioes de pradarias Mistas Subtropicais
a espécie Triatoma infestans (Klug, 1834). Alguns estudos contudo, j4 mostram as espécies Triatoma
vitticeps (Stal, 1859) como importante vetor na Mata Atlantica (Sangenis et al, 2015), e Triatoma
rubrovaria (Blanchard, 1843) na regido Sul no bioma Pampas (Almeida et al, 2000).

Gurgel-Gongalves e colaboradores (2012) utilizaram modelos de nichos ecologicos
para avaliar a distribui¢do de diferentes espécies de triatomineos no Brasil de acordo com
localizagdo geografica, biomas e condi¢des climaticas. Estes verificaram que algumas
espécies teriam maior valéncia ecologica sendo encontradas em diferentes biomas como
Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811), P. megistus e T. sordida. Outras espécies seriam
especificas de determinados biomas como Triatoma costalimai Verano & Galvao, 1959 no
Cerrado, Triatoma petrocchiae Pinto & Barreto, 1925 na Caatinga, Triatoma tibiamaculata
(Pinto, 1926) na Mata Atlantica e T. rubrovaria no Pampas.

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saiude do Ministério da Saude (SVS/MS), entre
2007 e 2011, foram registrados no Brasil mais de 770.000 triatomineos capturados por meio
da vigilancia entomolodgica passiva ou ativa, constituindo uma diversidade de 62 espécies,
distribuidas entre o intradomicilio e peridomicilio, destacando-se as seguintes espécies: P.
geniculatus, Panstrongylus lutzi (Neiva & Pinto, 1923), P. megistus, Rhodnius nasutus Stal,
1859, Rhodnius neglectus Lent, 1954, Rhodnius robustus Larrousse, 1927, Rhodnius pictipes
Stal, 1872, T. infestans, T. brasiliensis, Triatoma maculata (Erichson, 1848), T.
pseudomaculata, T. rubrovaria, Triatoma rubrofasciata (De Geer, 1773), T. sordida e T.
vitticeps. Destes insetos capturados, 76,8% foram examinados para pesquisa de infec¢do por
T. cruzi resultando numa taxa de infec¢ao natural total de 2,7% (Tabela 1) (SVS/MS, 2015).

Contudo, nos ultimos anos, mais cinco espécies de triatomineos de ocorréncia no
Brasil foram descritas, Triatoma jatai Gongalves et al, 2013, Triatoma pintodiasi Jurberg,
Cunha & Rocha, 2013, Rhodnius montenegrensis Rosa et al, 2012, Rhodnius marabaensis
Souza et al, 2016 e Rhodnius taquarussensis Rosa et al, 2017, aumentando essa diversidade
de triatomineos no Brasil para um total de 68 espécies. Além disso, duas espécies foram
revalidadas sendo estas Triatoma macromelasoma e Triatoma bahiensis Sherlock & Serafim,
1967 (Costa et al, 2013; Mendonga et al, 2016).



Tabela 1: Percentual de espécimes examinados e taxa de infeccdo natural por Trypanosoma
cruzi, segundo espécies de triatomineos. Brasil, 2007 a 2011.

Espécie Exemplares examinados (%) Taxa de infeccao natural (%)
T. vitticeps 90,1 52,0
R. robustus 67,3 33,3
P lutzi 22,7 29,4
R.pictipes 85,5 241
P megistus 78.0 8.4
P geniculatus 82,5 8,2
T rubrovaria 54,5 59
T rubrofasciata 74,6 4,5
R. neglectus 90,8 3,8
T. brasiliensis 64,8 2,7
T. pseudomaculata 74,2 2,1
R. nasutus 88,4 1,9
T. sordida 85,0 0,8
T. maculata 53,2 0.4
T. infestans 62,8 0.0
Total 76,8 2,7

Fonte: SVS/MS. Atualizado em maio/2014.

O estado do Tocantins, localidade de origem dos espécimes analisados neste presente
estudo, estd situado na regido Norte do Brasil, apresenta 139 municipios e uma extensao
territorial de 277.620,9 km? cujos limites geograficos sdo: Goias (Sul), Piaui (Leste),
Maranhdo (Nordente), Bahia (Sudeste), Para (Noroeste) e Mato Grosso (Sudoeste). O relevo
do estado ¢ predominantemente formado por planicies, embora sejam encontrados planaltos e
depressoes, principalmente na regido Sul, com pouca variagdo de altitude (a maior parte do
estado ndo ultrapassa a altitude de 500 metros em relagdo ao nivel do mar) sendo o ponto mais
elevado na Serra das Trairas (1340 metros de altitude) que esta localizada ao sul entre os
municipios de Parana- TO e Cavalcante, estado de Goids.

Area endémica para a doenca de Chagas, Tocantins encontra-se em zona de transigao
geografica entre o bioma Cerrado, presente na maior parte do estado (cerca de 91%) e, ao
norte, floresta Amazonica, bioma Amazonia (Silva, 2007; Paiva et al, 2012). A temperatura
média no Estado ¢ de cerca de 32°C no periodo de seca (de Abril a Setembro) e de 26°C no
periodo de chuvas (de outubro a margo) sendo que, na regido Norte, as temperaturas médias
sao cerca de 3°C mais altas que na regiao Sul.

As regides Sul e Sudeste do Tocantins, onde se localizam os municipios de captura
dos espécimes de estudo, Parand e Aurora do Tocantins, respectivamente, apresentam
vegetacdo composta por arvores baixas, inclinadas, tortuosas com ramificagdes irregulares
tipicas do Cerrado e, em alguns trechos, observa-se a presenca de afloramentos rochosos
calcarios, ecotopos silvestres das espécies T. jatai e T. costalimai. Nestas regides, a dindmica
ecologica sofre influéncia antropica do uso da terra, seja pelas atividades de agropecoéaria ou
construgdes, seja pelo funcionamento de usinas hidrelétricas como o Aproveitamento



Hidrelétrico Peixe Angical, ENERPEIXE SA e Sao Salvador assim como por fatores naturais
inerentes ao bioma Cerrado como as queimadas naturais.

Por muitos anos, Triatoma infestans foi considerado o principal vetor da doenga de
Chagas no Tocantins, tendo seu ultimo registro de captura no municipio de Combinado em
2002. A certificagdo da interrupcao da transmissao vetorial por esta espécie foi concedida em
2006, pela Organizagdo Panamericana de Saude. No periodo de 2004 a 2006 um total de 11
espécies foi registrado no Estado: T. costalimai, T. sordida, T. pseudomaculata, R. neglectus,
R. pictipes, R. robustus, P. geniculatus, P. megistus, P. lignarius, Panstrongylus diasi Pinto &
Lent, 1946 e Panstrongylus lenti Galvao & Palma, 1968. A avaliacdo da positividade para
tripanosomatideos por exame parasitologico de fezes dos triatomineos capturados neste
periodo demonstrou uma tendéncia decrescente, atingindo menos de 50% da taxa de
positividade de 2004 no ano de 2006 (Tabela 2) (Oliveira et al, 2008).

No periodo de 2005 a 2011, 18.532 triatomineos foram capturados em 126 dos 139
municipios que compdem o Estado, com predominancia das espécies 7. sordida (61,6%), R.
pictipes (13,6%), P. geniculatus (9,3%) e R. neglectus (8,6%). Neste periodo, a taxa de
infectividade dos triatomineos por 7. cruzi apresentou uma média total de 6,3% (Macedo et al,
2011).

Em 2015, Galvao e Gurgel-Gongalves contabilizaram 16 espécies no Estado do
Tocantins incluindo Cavernicola pilosa Barber, 1937, Eratyrus mucronatus Stal, 1859,
Microtriatoma trinidadensis (Lent, 1951), Psammolestes tertius Lent & Jurberg, 1965 e
Triatoma jatai Gongalves et al, 2013.

Tabela 2: Avaliacdo da taxa de positividade de laminas de exames parasitologicos de
triatomineos capturados no Estado do Tocantins, 2004 a 2006.

Ano Quantidade de espécimes analisados Taxa de
— . positividade(%)
Positivos Negativos Total
2004 44 437 481 9,15
2005 77 1.642 1.719 4,48
2006 51 1.385 1.436 3,55
Total 172 3.464 3.636 4,73

Fonte: Nucleo Estadual de Entomologia Médica / SESAU/ TO, 2007.



Estudo mais recente, utilizando dados da Secretaria de Satde do Tocantins sobre a
infeccdo de triatomineos por 7. cruzi em municipios do Sudeste deste Estado, apresentou
elevagdo no indice, de 13,7% em 839 espécimes, somente da espécie 7. costalimai,
capturados no periodo de 2005 a 2014 (Brito et al, 2017a).

Diante desta realidade, a manutengdo de acdes padronizadas de vigilancia
entomologica torna-se essencial para o conhecimento da diversidade de triatomineos bem
como para 0 monitoramento ¢ controle da transmissao vetorial da doenga de Chagas no
Estado.



1.2 A DOENCA DE CHAGAS E O PARASITO Trypanosoma cruzi

Carlos Chagas descreveu pela primeira vez o parasito, apontou os reservatorios
naturais e os triatomineos como agente transmissor da doenca de Chagas (Chagas 1909,
1912). Esta doenga ¢ resultante de uma infec¢ao causada pelo protozoario 7. cruzi classificada
pela Organizagdo Mundial de Satide como enfermidade negligenciada (WHO 2012; 2013).
Fatores soOcio-econdmicos e ambientais como a pobreza, condi¢gdes de moradia e
desmatamento estdo intimamente relacionados ao ciclo de transmissdao desta doenga, que
apresenta elevada carga de morbimortalidade em paises endémicos como o Brasil (Dias et al,
2002; Coura &Dias, 2009; WHO 2012, 2013; Dias et al, 2016).

A Organizagdo Mundial de Saude estima que cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas
estejam infectadas por 7. cruzi em todo o mundo, com o maior nimero de casos na América
Latina. Um levantamento, com base em dados de 2010, indicou 5.742.167 pessoas infectadas
em 21 paises latino-americados, das quais 3.581.423 (62,4%) eram residentes em nag¢des da
iniciativa dos paises do Cone Sul, destacando-se Argentina com 1.505.235, Brasil 1.156.821,
México 876.458 e Bolivia com 607.186 casos (WHO, 2015).

Segundo Dias e colaboradores (2016), contudo, os dados de prevaléncia gerados por
diferentes pesquisas divergem, assim como os métodos para defini¢do de infecgdo por 7. cruzi
em varios paises, o que dificulta o estabelecimento de uma estimativa exata sobre a
prevaléncia da doenga de Chagas nas Américas. Contudo, segundo o mesmo autor, ¢ consenso
que o numero de infectados ainda é muito expressivo no contexto sanitario e social do
Continente, requerendo atenc¢ao por parte dos paises.

Segundo dados do Ministério da Satde do Brasil estima-se que existam
aproximadamente 12 milhdes de portadores da doenca cronica nas Américas, com cerca de 2
a 3 milhdes no Brasil (SVS/MS, 2015). No periodo de 2000 a 2017 foram registrados 2811
casos agudos da doenca no Brasil, com maior prevaléncia na regido Norte (Tabela 3), por
conta dos surtos provenientes de transmissao oral.

O modelo de vigilancia epidemiologica da doenca de Chagas no Brasil atualmente se
diferencia de acordo com os padrdes de transmissdo das areas geograficas. Desta forma, tem-
se uma regido originalmente de risco para transmissao vetorial, que compreende os Estados de
Alagoas, Bahia, Ceard, Distrito Federal, Goids, Maranhao, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul,
Mato Grosso, Pernambuco, Piaui, Parand, Rio Grande do Norte, Sergipe, Sao Paulo e
Tocantins, nos quais a vigilancia epidemiologica visa detectar a presenga e prevenir a
formacao de colonias domiciliares do vetor. Na regido da Amazonia Legal, a vigilancia tem
como objetivo a deteccdo precoce de casos agudos e surtos, incluindo os Estados do Acre,
Amazonas, Roraima, Rondonia, Pard e parte do Tocantins, Maranhdo e¢ Mato Grosso
(SVS/MS, 2015).

O perfil epidemiolégico da doenga de Chagas no estado do Tocantins ¢ constituido
pelas condicdes de moradias, as intensas acdes antropicas que alteram o ambiente
favorecendo a domiciliagdo de triatomineos juntamente com a transmissao oral que ocorre nos
municipios do Norte do Estado. Segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude do Brasil, no Estado do Tocantins confirmaram-se 29 casos da doenga na
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forma aguda para o periodo 2000 - 2017, dentre estes 20 associados a transmissdo oral, 3 a
transmissao vetorial ¢ 6 sem identificagdo da forma de transmissao (Tabela 3).

No periodo de 2010 — 2013, 59% dos 6bitos por doenca de Chagas na regido Norte do
Brasil ocorreram no Estado de Tocantins, onde a média de notificagdes foi de 54 obitos/ano

(regides de saude Sudeste com 25%, Capim Dourado com 23% e Cerrado Tocantins Araguaia
13%) (Oliveira et al, 2016).

O Ministério da Saude incluiu o Estado de Tocantins em dois modelos de vigilancia,
um voltado para prevencdo da transmissao vetorial e outro que objetiva a detecg¢ao precoce de
caso agudos, criado para a regido da Amazonia Legal (SVS/MS 2015).

Dentre os municipios da regido Sudeste, em Aurora do Tocantins, a proximidade entre
as moradias e as rochas incrementam o risco da transmissdo vetorial por 7. costalimai. Este
municipio foi classificado em 2006 como de alto grau de risco para a transmissao vetorial
com base em indicadores de morbidade (casos agudos ou crénicos autdctones da doenga),
entomologicos (espécie do vetor, infestacdo e dispersdo) e ambientais (domiciliar e extra-
domiciliar) (Oliveira et al, 2008). Isto, por sua vez estaria associado as agdes antropicas nos
ecotopos naturais, onde a espécie 7. costalimai participa naturalmente do ciclo silvestre de 7.
Cruzi.
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Tabela 3: Casos confirmados de doenca de Chagas aguda, segundo Regido, Unidade
da Federagao de residéncia e forma de transmissao. Brasil, 2000 a 2017.

Regido/Unidade da Formas de Transmissao Total %
Federagao Oral Vetorial Vertical Ignorada* Outras**
Norte 1879 175 2 575 9 2640 93,92
Acre 8 24 0 0 0 32 1,14
Amapa 152 2 0 19 1 174 6,19
Amazonas 81 22 1 13 1 118 4,20
Para 1617 121 1 474 6 2219 7894
Rondobnia 0 2 0 2 1 5 0,18
Roraima 1 1 0 1 0 3 0,11
Tocantins 20 3 0 6 0 29 1,03
Nordeste 48 16 1 29 2 96 3,42
Bahia 13 0 0 0 0 13 0,46
Ceara 8 1 0 0 0 9 0,32
Maranhao 19 9 0 9 1 38 1,35
Paraiba 0 0 0 1 0 1 0,04
Pernambuco 0 2 0 15 0 17 0,60
Piaui 0 3 0 1 0 4 0,14
Rio Grande do Norte 8 0 1 2 0 11 0,39
Sergipe 0 1 0 1 0 2 0,07
Sudeste 0 2 2 8 1 13 0,46
Espirito Santo 0 0 0 0 1 1 0,04
Minas Gerais 0 0 0 6 0 6 0,21
Rio de Janeiro 0 1 0 0 0 1 0,04
Sao Paulo 0 1 1 2 0 4 0,14
Sul 25 0 3 0 1 29 1,03
Rio Grande do Sul 1 0 3 0 1 5 0,18
Santa Catarina 24 0 0 0 0 24 0,85
Centro Oeste 0 16 1 14 2 33 1,17
Distrito Federal 0 0 1 0 0 1 0,04
Goias 0 10 0 12 2 24 0,85
Mato Grosso 0 5 0 1 0 6 0,21
Mato Grosso do Sul 0 1 0 1 0 2 0,07

Brasil 1952 209 9 626 15 2811 100,00
Legenda: * Consiste em casos sem preenchimento da possivel forma de transmissdo; ** Trasmissdo
acidental e transfusional. Fonte: SINAN e CGDT/DEVIT/SVS/MS. Atualizado por Simone Teves em
Setembro/2018.
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O parasito 7. cruzi, agente causador da doenga de Chagas, ¢ um protozoario da Ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, que se caracteriza por apresentar uma organela
semelhante a mitocondria chamada cinetoplasto, capaz de autoreplicacdo e que possui uma
condensa¢do de DNA (kDNA) (Clayton, 2002).

O ciclo bioldgico deste parasito ¢ dito heteroxeno, envolvendo um hospedeiro
vertebrado (mamiferos silvestres ou domésticos) no qual o parasito pode se apresentar nas
formas amastigotas (intracelular), intermediaria e tripomastigota sanguineas (Figura 2) e outro
invertebrado (triatomineos), no qual o parasito pode assumir as formas epimastigota e
tripomastigota metaciclica (Figura 3), que se diferenciam pelo aspecto geral da célula, posicao
do cinetoplasto em relagdo ao nucleo e regido de emersao do flagelo (Hoare, 1964; Brener
1971, 1973; Souza, 1999).

Entretanto, Deane e colaboradores (1984) descreveram o ciclo extracelular de 7. cruzi
nas glandulas anais do marsupial Didelphis marsupialis, onde neste mamifero o parasito
desenvolve o ciclo observado no inseto vetor.

Figura 2: Formas de Trypanosoma cruzi no hospedeiro vertebrado. A: Esfregaco sanguineo
contendo formas tripomastigotas sanguineas; B: Musculo cardiaco de camundongo infectado com T.
cruzi, formas amastigotas (seta preta). Fonte: Carvalho, 2017.
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Figura 3: Formas de Trypanosoma cruzi visualizadas em meio acelular. A e B: 1 — Formas
epimastigotas, 2 — Formas tripomastigota metaciclica. Fonte: Gongalves, 2000.

A associacao do parasito com seus hospedeiros pode ocorrer nos ecotopos doméstico,
peridoméstico e silvestre, cuja distribuicdo geografica silvestre se estende desde o Sul dos
Estados Unidos até o Sul da Argentina e Chile, incluindo o Brasil (Guhl et al, 2000; Jansen et
al, 2015).

No ambiente silvestre, o parasito estabelece ciclos de transmissdo em diferentes nichos
ecoldgicos e estratos florestais que podem ou ndo se sobrepor no mesmo fragmento da
floresta. Em cada habitat especifico de um bioma, diferentes espécies de animais podem atuar
como hospedeiros, que atualmente incluem oito ordens de mamiferos (Artiodactyla,
Carnivora, Chiroptera, Didelphimorphia, Perissodactyla, Primatas, Rodentia e Cingulata),
assim como as inumeras espécies de triatomineos podem estar atuando como vetores entre os
animais (Rassi et al, 2010; Barros et al, 2017). O entendimento destes ciclos de transmissao
de T. cruzi constitui um processo continuo de estudos, mediante a diversidade e plasticidade
génica deste parasito, sua ampla distribui¢do geografica e diversidade de hospedeiros
mamiferos e insetos vetores (Lima et al, 2014).

Diferentes abordagens t€m sido utilizadas para caracterizar a estrutura populacional de
T. cruzi de modo a definir a ecologia dos subgrupos. Atualmente, existem sete subgrupos
génicos reconhecidos, denominados unidades discretas de tipagem (Discrete Typing unit —
DTU): Tcl-TcVI e Tcbat (Lima et al, 2014; Zingales et al, 2012). Essas DTUs possuem perfis
moleculares distintos caracterizados com a utilizacdo de enzimas de restricdo de diferentes
genes. Todos estes subgrupos sdo encontrados no Brasil sendo mais prevalentes TCI e TCIL.

Os triatomineos se infectam com o parasito 7. cruzi durante o repasto sanguineo sobre
o hospedeiro mamifero infectado, quando ingerem as formas tripomastigotas sanguicolas. No
intestino médio dos triatomineos, sob condigdes especificas de pH e temperatura, estas formas
diferenciam-se em epimastigotas. Apds multiplicagdo ativa nos intestinos médio e posterior,
0os epimastigotas sofrem uma nova diferenciagdo na ampola retal, a metaciclogénese,
adotando a forma tripomastigota metaciclica que constitui a forma infectante para os
hospedeiros vertebrados. Estas sdo eliminadas pelas fezes logo apds ou até mesmo durante o
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repasto sanguineo, podendo penetrar nos hospedeiros vertebrados por meio de lesdes
cutdneas, mucosas ou conjuntiva. As formas tripomastigotas metaciclicas podem invadir
diferentes tipos celulares incluindo macréfagos, fibroblastos ou células epiteliais, entre outras.
Ao invadir estas células, os tripomastigotas metaciclicos se diferenciam em amastigotas, que
se proliferam por divisdo binaria. Depois de intensa divisdo, as formas amastigotas recuperam
as formas tripomastigotas sanguicolas que rompem a célula, as quais podem entdo invadir
novas células localizadas no sitio de infec¢do ou podem atingir a via linfatica e sanguinea, e
potencialmente atingir diferentes tecidos do hospedeiro, invadindo os mais diversos tipos
celulares, em especial células musculares (cardiaca, lisa e esquelética) e ganglionares, o que
no caso do homem, ocasiona os diferentes quadros clinicos, agudos ou cronicos da doenca de
Chagas (Figura 4) (Argolo et al, 2008; Rey, 2013).
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Figura 4: Desenho esquematico do ciclo de Trypanosoma cruzi em triatomineos, humanos e outros mamiferos. Fonte: Argolo et al, 2008.
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1.3 AS ESPECIES Triatoma jatai e Triatoma costalimai

A espécie T. jatai foi descrita a partir de espécimes capturados em rochas, no ambiente
silvestre do municipio de Parana-TO, onde também se encontra a espécie 7. costalimai em
simpatria (Gongalves et al, 2013). Até o momento a espécie 7. jatai somente foi encontrada
no municipio de Parana — TO. Contudo, estudos de monitoramento de triatomineos realizados
pela equipe do Laboratorio Interdisciplinar de Vigilancia Entomologica em Diptera e
Hemiptera IOC/FIOCRUZ no periodo de 2004 a 2008 em parceria com a Usina
Aproveitamento Hidrelétrico de Peixe Angical e com a Secretaria de Saude do Tocantins —
TO , de 2007 a 2009, possibilitou o encontro de espécimes de 7. costalimai também nos
municipios de Lavandeira, Aurora do Tocantins, Novo Alegre, Novo Jardim e Taguatinga
localizados na regido Sudeste deste Estado.

Gongalves e colaboradores (2013) comentaram sobre o registro de trés espécimes de
T. jatai, 1 macho e 2 fémeas, no intradomicilio, no municipio de Parana. Contudo, ainda nao
houve registro de 7. jatai infectado por 7. cruzi (Brito et al, 2017b).

T. costalimai, descrita por Verano & Galvao em 1959, a partir de espécimes coletados
em rochas no municipio de Taguatinga, teve seu primeiro registro de infec¢ao por 7. cruzi em
1981, em um inseto capturado em rochas no ambiente silvestre no Estado de Goias (Mello &
Borges, 1981). Em 1982, Mello registrou novamente, em mesma localidade, o encontro de
espécimes de 7. costalimai, roedores e marsupiais infectados com 7. cruzi, sugerindo a
participacdo desta espécie de triatomineo no ciclo de transmissdo silvestre do parasito 7.
cruzi. Outros estudos também registraram esta espécie nos Estados de Goias (Silva et al,
1992, Oliveira & Silva, 2007, Machiner et al, 2012); Tocantins, neste caso apresentando
expressivas taxas de infec¢do por 7. cruzi (Gongalves et al, 2009; Brito et al, 2017); ¢ Bahia
(Gurgel-Gongalves et al, 2012).

Estudos morfologicos dos adultos destas espécies utilizando a microscopia eletronica
de varredura foram realizados por Obara et al (2007) para descricdo do escutelo de 7.
costalimai e por Teves-Neves et al (2011) e Teves-Neves (2012) para caracteriza¢dao
morfologica da genitalia externa de fémeas de ambas espécies.

Obara e colaboradores (2007) estudaram a morfologia dos ovos de 7. costalimai ¢
outras cinco espécies do género Triatoma. Muller (2013) realizou estudo comparativlo da
morfologia dos ovos de 7. costalimai e T. jatai, cujas caracteristicas apresentadas podem
ajudar na identificagdao taxondmica destas espécies.

A biologia de T. costalimai foi apresentada por Schofield e colaboradores (1980) e
Isac e colaboradores (2000), contudo ainda ndo se tem trabalhos sobre o desenvolvimento
bioldgico de T. jatai.

A similaridade entre as espécies 7. jatai e T. costalimai (Figura 5) comegou a ser
estudada quando espécimes adultos de triatomineos, de morfologia proxima a 7. costalimai,
nao puderam ser identificados somente pelos caracteres morfoldgicos classicos. Sendo assim,
um estudo multidisciplinar comparativo da morfologia externa de adultos e da genitalia de
machos, da morfometria classica e morfometria geométrica das asas concluiu se tratar de uma
nova espécie, permitindo assim a descricdo morfolégica 7. jatai (Teves-Neves, 2012;
Gongalves et al, 2013).
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Figura 5: Adultos das espécies Triatoma jatai e Triatoma costalimai.

Fotos: Catarina Macedo.




Ambas espécies estdo agrupadas no subcomplexo 7. matogrossensis (Schofield &
Galvao et al, 2009; Gongalves et al, 2013), contudo segundo Gardim e colaboradores (2013) a
espécie 1. costalimai nao apresentou forte suporte quando relacionados os genes
mitocondriais e nucleares em relagdo as demais espécies do subcomplexo 7. matogrossensis,
nesta analise sugeriu-se a revisao taxondmica do agrupamento, sem incluir 7. jatai. Pita et al
(2016) também questionou este agrupamento assim como verificou um distanciamento
molecular da espécie T. costalimai em relagao as demais espécies com excessao de 7. jatai.

O estudo da participagao das espécies T. jatai e T. costalimai no ciclo do parasito 7.
cruzi assim como aspectos morfoldgicos, bioldgicos e moleculares que compdem sua atuacao
como vetor, gera dados que servem de suporte para os programas de vigilancia entomoldgica
e epidemiologica da doenca de Chagas.
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Neste contexto, pretendeu-se com a realizagdo deste trabalho testar as seguintes hipoteses:

o As espécies T. jatai e T. costalimai podem ser encontradas com a infeccao
natural pelo parasito 7. cruzi no ambiente silvestre e constituem potenciais vetores da doenca
de Chagas;

o As fémeas braquipteras de 7. jatai tem potencial para dispersdo pelo voo
quando comparadas suas caracteristicas morfologicas com as da espécie também braquiptera
T. sherlocki e com a espécie T. costalimai,;

o O acompanhamento do ciclo biologico de T. jatai e T. costalimai em condi¢des
de laboratorio possibilita predizer o risco de adaptagdo da espécie ao domicilio;

o Caracteres genéticos possibilitam a diferenciacdo das espécies T. jatai e T.
costalimai.

Portanto, o objetivo principal foi realizar a caracterizagdo morfologica, biologica e
molecular das espécies 7. jatai e T. costalimai tendo-se os seguintes objetivos especificos:

o Avaliar a infec¢do por 7. cruzi e respectivo subgrupo (DTU) em espécimes de
T. jatai e T. costalimai provenientes do Estado do Tocantins;

J Estudar a morfologia das estruturas de locomocao de adultos de 7. jatai;

o Observar o ciclo de desenvolvimento de ovo a adulto de 7. jatai, em

comparagao com 7. costalimai em condi¢des de laboratério;

o Determinar a posicao filogenética de 7. jatai e T. costalimai em relagdo a
outras espécies de ocorréncia na América do Sul mediante o estudo de genes mitocondriais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Nesta revisdo de literatura sdo elencados os principais trabalhos cientificos utilizados
para o desenvolvimento das hipdteses deste estudo, assim como para avaliagdo dos métodos
escolhidos para andlise e interpretagdo dos resultados.

Para os aspectos morfologicos associados ao voo, com énfase no dimorfismo alar de 7.
Jjatai ndo encontrado na espécie irma 7. costalimai, foram selecionados trabalhos relativos a
morfologia de triatomineos e de outros grupos de insetos, uma vez que pela primeira vez estes
aspectos sao abordados para as espécies de estudo.

O ciclo de desenvolvimento biologico foi analisado com base na literatura referente a
espécies de triatomineos do género Triatoma de ocorréncia no Cerrado e que se desenvolvem
sobre as mesmas condi¢cdes ambientais que 7. jatai e T. costalimai.

Para as andlises moleculares foram selecionados os estudos de filogenia de
triatomineos de ocorréncia no Brasil, com base no estudo de genes mitocondriais, também
utilizados neste estudo para o conhecimento das relagdes filogenéticas de 7. jatai e T.
costalimai com outras espécies representativas dos subcomplexos de triatomineos segundo
Schofield & Galvao, 2009.

Por fim, diante do encontro de espécimes de 7. costalimai naturalmente infectados
para T. cruzi, foi realizado um levantamento sobre as principais metodologias que vem sendo
utilizadas para caracterizacdo populacional de 7. cruzi e sobre o perfil dos isolados
encontrados nas localidades de Bioma Cerrado.

2.1 - ESTUDOS MORFOLOGICOS DAS ESTRUTURAS ASSOCIADAS A
LOCOMOCAO DE ADULTOS

A dispersdo dos insetos pode estar associada a varios fatores como a busca pela fonte
alimentar, pelo parceiro para a copula, de um local para oviposigao, assim como de novos
ecotopos permitindo a fuga de predadores ou de condi¢cdes ambientais desfavoraveis. Dentro
de suas fungdes ecologicas, portanto, os insetos apresentam caracteristicas morfoldgicas
externas, como os apéndices, asas e pernas, que garantem a locomocao, seja pelo voo ou por
caminhada.

Estudos cientificos vém mostrando o polimorfismo no tamanho das asas em
diferentes grupos de insetos associado a fungdes fisiologicas e ecoldgicas. A variagao
morfologica das asas pode estar associada ao tamanho, forma e quantidade de musculos alares
bem como caracterizar diferentes morfotipos dentro de uma mesma espécie onde tanto
machos ou fémeas podem apresentar asas totalmente desenvolvidas (macropteros ou alados),
asas reduzidas (braquipteros) ou ndo possuir asas (apteros), o que certamente influencia no
tipo de locomogao utilizada (voo ou caminhada).

Estudo de dipteros da espécie Drosophila melanogaster demonstrou que a
capacidade de dispersdao das moscas aumenta quanto maior o tamanho corporal, assim como
que, para as fémeas, tanto o tamanho corporal quanto a duragdo do voo influenciam na
producao de ovos (Roff, 1977).
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No grupo Orthoptera, estudo com as espécies de grilos Gryllus firmus Scudder, 1902
e Allonemobius fasciatus (De Geer 1773) mostrou que, em ambas, a producdo de ovos ¢
diminuida em fémeas macropteras. Na espécie A. fasciatus a caracteristica de perda das asas
propicia um aumento na produ¢do de ovos e, em G. firmus, o polimorfismo da asa pode estar
influenciando o controle genético, cuja diminui¢ao da fecundidade ¢ suficientemente grande
para que os genotipos que produzem apenas descendentes macropteros possam persistir em
ambientes instaveis, onde a dispersao ¢ necessaria para sobrevivéncia (Roff, 1984).

Roff (1986), a partir de um estudo de revisdo de literatura sobre a dispersdo de
diversas espécies de insetos, afirma que insetos dimorficos de asa sdo excelentes para um
estudo da evolugcdo da dispersdo uma vez que a morfologia braquiptera ¢ facilmente
reconhecida. Segundo o autor, um aumento da frequéncia e capacidade adaptativa de um
braquiptero em uma populagdo pode resultar em aumento da aptiddo para esse tipo de
mudanga ou resultar na emigragdo do tipo macroptero, o que geralmente resulta em maior
fecundidade do morfotipo braquiptero em relagdo ao macroptero. A supressdo da presenga de
asas ocorre quando algum hormdnio, talvez hormonio juvenil, excede um valor limiar durante
um estagio critico de desenvolvimento.

A dispersao pelo voo de espécies de triatomineos vem sendo estudada ao longo dos
anos, principalmente para a espécie 7. infestans, em experimentos em laboratdrio ou no
campo relacionando a atividade ou indugdo do voo principalmente com as caracteristicas
ambientais como condi¢do de temperatura, umidade, fotoperiodo e at¢é mesmo a condi¢ao
fisiologica do inseto, tais como status nutricional e reprodutivo. Contudo estes estudos
envolveram somente espécies macropteras sem a descricdo morfométrica de caracteristicas
morfologicas associadas ao voo (Gringorten & Friend, 1979; Erkens, 1981; Lehane &
Schofield, 1981, 1982; Schofield & Matheus, 1985; Schofield et al, 1991; Lehane et al, 1992;
Schofield et al, 1992; McEwen & Lehane, 1993; McEwen & Lehane, 1994; Galvao et al,
2001; Gurevitz et al, 2006, 2007).

Braendle e colaboradores (2006) discutem os aspectos evolutivos do polimorfismo
alar dos afideos, que sao hemipteros fitofagos, cuja variagdo morfologica das asas, assim
como sua presenga ou auséncia pode ocorrer tanto em machos quanto em fémeas. Estas
espécies desenvolveram morfotipos adaptados a dispersdao e possuem um conjunto completo
de asas bem como uma fisiologia sensorial e reprodutiva que ¢ adaptada para voar e se
reproduzir em um novo local. Por outro lado, os morfotipos nao dispersivos sdo sem asas €
mostram adaptagdes para maximizar a fecundidade. Essas variacdes morfologicas poderiam
ser associadas tanto a fatores genéticos quanto a fatores ambientais garantindo a permanéncia
das espécies em diversos ecotopos e em diferentes variagdes de temperatura, por exemplo.

Em 2007, Carbajal de la Fuente e colaboradores avaliaram no Bioma Caatinga, com
a utilizagdo de armadilha luminosa, a influéncia de uma fonte de luz como fator atrativo para
indugdo da dispersdo pelo voo de triatomineos das espécies 7.  brasiliensis e T.
pseudomaculata.

As espécies de triatomineos do género Mepraia apresentam polimorfismo das asas
onde as fémeas sdo micropteras e os machos podem ser tanto micropteros quanto braquipteros
ou macropteros e por isso podem ser utilizadas como modelo para o estudo de adaptacdes
morfoldgicas relacionadas a atividades de voo. Pesquisas tem associado estudos morfologicos
das asas com o fendtipo antenal para espécies deste género, considerando-se que a capacidade
de explorar mais ambientes pode estar associada a dispersdo pelo voo o que resultaria no
encontro de maior quantidade de sensilas olfativas em insetos macropteros que em
micropteros (Moreno et al, 2006; Hernandez et al, 2008).
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Abrahan e colaboradores (2011) estudaram a capacidade de dispersao de 7. infestans
e demonstraram a dispersdo das fémeas por caminhada o que permitiria locomog¢ao quando
estivessem ingurgitadas e os ovarios com ovos, 0 que seria uma caracteristica vantajosa a
colonizagao de novos habitats.

Em 2012, Almeida e colaboradores testaram, pelo estudo de caracteristicas
morfoldgicas de espécimes das espécies T. sherlocki, T. juazeirensis e hibridos, a hipdtese de
que triatomineos com diferentes graus de braquipteria apresentam a capacidade de voar e
afirmaram que 7. sherlochi, espécie braquiptera, se locomove por caminhada tendo as pernas
aumentadas como caracteristica adaptativa.

Estudos sobre espécies de triatomineos permitem supor que cabega e torax sofrem
alteragOes significativas relacionadas a mudangas nas asas e podem ser indicadores da
capacidade de voo. Para a espécie Mepraia spinolai (Porter, 1934) em estudo da morfometria
geométrica da cabeca, térax e sensilas antenais olfativas de espécimes com e sem asas da
espécie, estes marcadores se mostraram Uteis para prever a habilidade de voo em triatomineos
domésticos, especialmente no contexto de reinfestacdo das casas (Hernandez et al, 2015).

Estudos futuros da avaliacdo das caracteristicas morfologicas associadas a
locomogao dos triatomineos envolvendo espécies ja registradas no peri e intradomicilio como
T. jatai e T. costalimai, assim como dos diversos fatores ambientais e fisioldgicos que
induzem a dispersao pelo voo podem auxiliar na elaboragdo de estratégias de controle da
transmissdo vetorial da doenca de Chagas, principalmente no contexto de infestagdo e
reinfestacdo domiciliar.

2.2 CICLO DE DESENVOLVIMENTO BIOLOGICO DE TRIATOMINEOS

O conhecimento das caracteristicas biologicas dos triatomineos permite estimar sua
capacidade de colonizagdo, principalmente no caso de espécies antropofilicas ou com
tendéncias a domiciliagdo, assim como geram dados que podem ser utilizados pelos
programas de controle vetorial.

As primeiras informagdes sobre o ciclo bioldgico de triatomineos, em laboratdrio,
foram publicadas por Arthur Neiva em 1910, que estudou a bionomia de Panstrongylus
megistus, na época ainda situado no género Conorhinus. A observagdo do desenvolvimento de
barbeiros capturados em Sao Paulo, criados em gaiolas e com alimentacdo em cobaias, foi
descrita em detalhes. Neiva ressaltou a influéncia da alimentagdo e temperatura na oviposigao,
eclosdo dos ovos e desenvolvimento das ninfas, assim como apresentou detalhes de coloracao,
de fisiologia dos insetos apos as mudas e relatou que as condig¢des artificiais auxiliaram na
evolucdo dos insetos. As observagdes envolveram o tempo de desenvolvimento de cada
estadio e do ciclo completo de ovo a adulto e de ovo a ovo.

A partir de entdo, inimeros trabalhos tém sido realizados para descrigdo dos aspectos
biondmicos de vdarias espécies de triatomineos com a caracterizagdo do ciclo bioldgico,
longevidade, fecundidade e fertilidade em condigdes laboratoriais.

O Bioma Cerrado abrange 12 Estados brasileiros dentre estes o Tocantins, que
apresenta 16 espécies registradas at¢ o momento (Galvao & Gurgel-Gongalves, 2015), das
quais cinco do género Triatoma tiveram o ciclo de desenvolvimento estudados em condi¢des
ambientais artificiais (7. sordida, T. pseudomaculata, T. costalimai, T. infestans e T.
brasiliensis) e uma do género Rhodnius (R. neglectus). Da mesma forma, quatro espécies
deste mesmo género que apresentam registro de ocorréncia em outros Estados com bioma
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cerrado, também foram observadas em laboratério (7. matogrossensis, T. williami, T. jurbergi
e T. wygodzinskyi).

No quadro 1, encontra-se um levantamento de trabalhos que tém sido realizados para o
estudo do ciclo bioldgico destas espécies do género Triatoma que ocorrem naturalmente no
Cerrado e estado do Tocantins, relacionando as condigdes ambientais de observagao, fonte de
alimentacdo e caracteristicas biologicas observadas.
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Quadro 1: Levantamento bibliografico em ordem cronolédgica de estudos biondmicos realizados sob condi¢des ambientais artificiais de espécies de
triatomineos que ocorrem naturalmente no estado do Tocantins. (Continua)

Espécie (s) Condi¢oes ambientais Alimentacio Caracteristicas biologicas descritas Autor/Ano
T. sordida Ambiente Nao informado | Tempo do ciclo de vida Pinto (1949)
T. sordida Ambiente Pombos ¢ Tempo do ciclo de vida Dias (1955)
cobdios
T. pseudomaculata Ambiente. Sangue humano | Tempo de desenvolvimento de cada estadio ninfal, | Heitzmann-Fontenelle
(ninfas de quantidade de repastos, mortalidade, longevidade dos (1972)
primeiro adultos.
estadio) e coelho
T. sordida T: 23,7°C Pombos Tempo do ciclo de vida, duragdo de cada estadio Mello (1976)
UR: 74,1% ninfal, mortalidade, periodo de incubacdo dos ovos,
viabilidade dos ovos.
T. sordida Ambiente Coelho Tempo de desenvolvimento de ovos e ninfas, | Heitzmann-Fontenelle
quantidade de repastos, longevidade dos adultos, (1978)
tempo total do ciclo de vida.
T. sordida T: 25+3°C Camundongos | Tempo de vida como ninfa e adulto, quantificagdao Souza et al (1978)
UR: 60-80% dos periodos ante-oviposi¢do, oviposicdo e pos-
0Viposi¢ao.
T. sordida Ambiente Camundongos e | Primeiro repasto de cada estadio ninfal, quantidade Mello (1980)
R. neglectus pombos de sangue ingerido em cada fase de desenvolvimento
de N1 a adultos machos e fémeas e resisténcia ao
jejum.
T. costalimai T: 27+3°C Galinha Tempo de desenvolvimento de ovos e ninfas, | Schofield et al (1980)
UR: 40-80% mortalidade.

4




Quadro 1: Continuagao.

Espécie (s) Condi¢oes ambientais Alimentacio Caracteristicas biologicas descritas Autor/Ano
T. sordida T: 25°C e 30°C Camundongos | Duracao da fase embrionaria, do ciclo evolutivo e da | Juarez & Silva (1982)
UR: 60-70% fase adulta, necessidade alimentar, ntmero de
repastos necessarios para obtencdo do alimento e o
seu crescimento ponderal, resisténcia ao jejum,
mortalidade.
T. brasiliensis T: 18-26°C Coelho Duracao dos estadios ninfais e ciclo de vida, | Heitzmann- Fontenelle
UR: 50-70% longevidade dos adultos, quantidade de repastos em (1983/84)
cada estadio e mortalidade.
T. matogrossensis | T:25+0,5°C ou 30£1°C Galinha Fecundidade e fertilidade, resisténcia ao jejum, Silva (1985)
T. sordida UR: 70-5% quantidade de sangue ingerido, periodo de incubacao
Fotoperiodo: 12h. dos ovos e de cada estadio ninfal e periodo ninfal
total, periodo de pré-postura.
T. brasiliensis T: 2540,5°C ou 30£1°C Galinha Periodo de incubagdo dos ovos, duragao dos estadios Silva (1990)
UR: 70-5% ninfais e ciclo de vida, periodo pré-postura,
Fotoperiodo:12 h fecundidade e fertilidade.
T. sordida T: 27+1°C Pombo Comportamento alimentar, padroes de defecacao de | Crocco & Catala (1996)
UR: 60-70% ninfas de 5° estddio e adultos.
T. sordida T: 28+3°C Galinha Incubacao dos ovos, tempo de desenvolvimento dos | Oscherov et al (1996)
UR: 63+£10 % estddios  ninfais, longevidade dos adultos,
mortalidade e fecundidade.
T. pseudomaculata T: 28+1°C Pombo Tempo de desenvolvimento de ovo a adulto, tempo | Gongalves et al (1997)
UR: 80+£5% de inicio de alimentagdo, quantidade de alimentagdo
e tempo de defecacdo.
T. brasiliensis T: 29,10°C Camundongos | Periodo intermuda, resisténcia ao jejum de | Costa & Marchon-Silva
UR: 71,81% populacdes de T. brasiliensis. (1998)
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Quadro 1: Continuagao.

Espécie (s) Condic¢oes ambientais Alimentacio Caracteristicas bioldgicas descritas Autor/Ano
T. matogrossensis T: 26+2°C Coelhos e Tempo de vida do macho e da fémea (em semanas); | Marassa et al (1998)
UR: 60+80% pombos o nimero de ovos postos por semana antes e apos a
morte do macho e a propor¢do de ovos eclodidos
antes e depois da morte do macho.
T. costalimai T: 28+1°C Camundongos | Oviposicao, fertilidade, resisténcia ao jejum, duracao Isac et al (2000)
UR: 65+5% dos estadios ninfais, periodo médio de alimentagao.
Fotoperiodo: 12 horas
T. jurbergi T: 254+0,5°C ou Galinha Tempo de incubacao dos ovos, primeiro repasto, | Gomes & Silva (2000)
30+0,5°C duracdo dos estadios ninfais, periodo ninfal total,
UR: 52+1% tempo total do ciclo de vida, periodo pré-postura,
Fotoperiodo: 12 horas posturas, fecundidade e fertilidade.
T. brasiliensis T: 28+1°C Camundongos | Tempo de ciclo de vida, fecundidade, tempo de | Guarneri et al (2000)
T. pseudomaculata UR: 70+£5% soldagem (demora entre a inser¢do das pecas bucais
T. infestans no hospedeiro e o encontro do vaso), acdo
anticoagulante da saliva.
T. infestans T: 28+1°C Ratos ou Ciclo de vida de ovo a adulto, fecundidade e | Guarneri et al (2000)
T. brasiliensis UR: 65+5% pombos mortalidade.
T. sordida
T. pseudomaculata
T. brasiliensis T: 28+1°C Galinha Eclosdo dos ovos, mortalidade, oviposi¢do, | Guarneri et al (2002)
UR: 16.4, 35.9, 56.8, alimentacilo e muda em diferentes umidades
71.7 ¢ 87.5% relativas.

Fotoperiodo: 12horas
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Quadro 1: Continuagao.

Espécie (s) Condic¢oes ambientais Alimentacio Caracteristicas bioldgicas descritas Autor/Ano
T. brasiliensis T:12a41°C Galinha Eclosdo dos ovos, mortalidade, oviposi¢do, | Guarneri et al (2003)
UR: 65+10% alimentacdo e muda em diferentes temperaturas.
Fotoperiodo: 12horas
T. pseudomaculata T: 28+2°C Camundongo | Tempo de desenvolvimento total de ovo a adulto e de | Carbajal de la Fuente et
T. wygodzinskyi UR: 70+£5% cada estadio ninfal, quantidade de sangue ingerido al (2010)
por repasto e mortalidade em cada estadio ninfal.
T. williami T: 27£1°C Codorna ou Tempo de denvolvimento de ovo a adulto, tempo de | Lunardi et al (2015)
UR: 70+10% Camundongo | defecagdo, tempo de jejum até o primeiro repasto em

cada estddio, periodo de jejum antes da muda,
duracdo da alimentacdo, nimero de repastos e
mortalidade.
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2.3 ANALISE DE GENES MITOCONDRIAIS NA SISTEMATICA DE
TRIATOMINEOS

A sistematica molecular, por anélise do genoma mitocondrial, vem sendo utilizada ao
longo dos anos, exclusivamente ou em conjunto com abordagens morfologicas e
morfométricas no estudo da taxonomia e evolugdo dos triatomineos. Neste topico da revisao,
serdo elencados alguns estudos de sistematica molecular de triatomineos, com utilizacdo de
genes mitocondriais, com énfase para os subcomplexos do género Triatoma, o subcomplexo
Matogrossensis e as espécies Triatoma jatai e Triatoma costalimai.

Os primeiros estudos envolvendo genes mitocondriais foram realizados em meados da
década de 90, quanto até entdo, as metodologias empregadas para definicdo e diferenciagdo
taxondmica das espécies, bem como para estudo da relagdo evolutiva entre elas, abordavam os
caracteres morfologicos, morfométricos e estudos genéticos principalmente por analise de
isoenzimas.

Stothard e colaboradores (1998) foram um dos pioneiros no estudo filogenético a
partir de genes mitocondriais de triatomineos, cujo estudo corroborou com a sistematica
convencional mostrando a diferenciacao dos géneros Rhodnius, Triatoma € Panstrongylus em
dois clados evolutivos principais, Rhodniini e Triatomini e demostrou também distancias
genéticas maiores entre as espécies R. pictipes € R. prolixus do que entre Panstrongylus e
Triatoma.

Garcia & Powell (1998) estudaram a relagdo filogenética entre 8 espécies de Triatoma
pela comparacao de sequencias de genes mitocondriais 12S, 16S e COI e observaram
semelhanca entre as espécies 7. infestans e T. platensis, sugerindo um processo de
introgressao de DNA ao longo da historia evolutiva destas espécies. Segundo estas analises, a
espécie primitiva para este grupo de espécies seria 7. vitticeps € a espécie 1. circummaculata
se aproximava por esta abordagem ao complexo infestans, o que nao refletia a classificagdo
morfolédgica existente.

Lyman e colaboradores (1999), analisaram fragmentos de DNA mitocondrial 16S, r
RNA e Citocromo b (Cyt b) de 11 espécies de triatomineos e observaram a nitida separacao
entre as tribos Rhodniini e Triatomini em trés clados principais: Um contendo as espécies de
Rhodnius, outro com as espécies de Triatoma das Américas do Norte e Central e um terceiro
grupo contendo as espécies da América do Sul. Estes observaram também o alinhamento das
espécies Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835) e Dipetalogaster maxima (Uhler, 1894)
no clado de Triatoma, indicando a origem parafilética deste género.

Em 1999, Monteiro e colaboradores, utilizaram a analise de DNA mitocondrial do
gene citocromo b como uma abordagem para defini¢do taxondmica entre as espécies
Triatoma melanosoma ¢ T. infestans e, a partir da alta proximidade génica observada entre
estas, sugeriram se tratar de uma mesma espécie na qual, 7. melanosoma, seria somente uma
populagdo de T. infestans com uma variagao cromatica que havia se fixado.

Em 2001, Garcia e colaboradores estudaram as relagdes filogenéticas de 18 espécies
de triatomineos com base em sequencias de DNA mitocondrial 12S, 16S e COI e observaram
a formagdo de um clado contendo 7. infestans, Triatoma platensis Neiva, 1913 e Triatoma
delpontei Romana & Abalos, 1947 e outro contendo 7. sordida e Triatoma matogrossensis
Leite & Barbosa, 1951, assim como puderam confirmar a inclusdo da espécie Triatoma
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circummaculata Stal, 1859 no complexo Infestans, embora estivesse em desacordo com a
classificagdo morfologica. Em contrapartida, observaram a proximidade genética entre
Triatoma dimidiata (Latreille, 1811)e Triatoma mazzotti, consistente com estudos
morfoldgicos.

Hypsa e colaboradores (2002) combinaram diferentes fragmentos de gene, incluindo
DNA mitocondrial 16S e 12S rDNA para estudar a filogenia e evolucdo de 57 espécies das
tribos Rhodniini, Linshcosteini e Triatomini da subfamilia Triatominae reunindo pela
primeira vez espécies do Novo Mundo e do Velho Mundo.

A analise de DNA mitocondrial citocromo b, foi utilizada para estudo da sistematica e
filogeografia de populagdes da espécie Triatoma brasiliensis quando concluiu se tratar de um
complexo de espécies com quatro formas cromaticas distintas (brasiliensis, macromelasoma,
juazeiro e melanica) e foi possivel sugerir, pelas distancias genéticas encontradas, combinadas
com estudos utilizando outras metodologias, que juazeiro, melanica ¢ brasiliensis +
macromelasoma poderiam ser consideradas trés espécies (Monteiro et al, 2004).

Sainz e colaboradores (2004) estudaram a filogenia de 32 espécies de triatomineos
pela andlise de genes 128, 16S e citocromo oxidase I, e observaram a inclusdo das espécies T.
costalimai, Triatoma guazu Lent & Wygoszinsky, 1979 e T. circummaculata no complexo
Infestans bem como que esta analise filogenética ndo apoiou a monofilia das espécies do
referido complexo.

Fragmentos de gene citocromo oxidase I e citocromo b foram utilizadas no estudo
da relacao filogenética de populagdes das espécies Triatoma rubida (Uhler, 1894) e Triatoma
recurva (Stal, 1868), que mostrou o processo evolutivo destas espécies com a confirmagdo e
validacao de subespécies de 7. rubida, agrupadas com espécies do complexo Phyllosoma,
assim como para subespécies de 7. recurva que se agruparam com espécies do complexo
Infestans (Pfeiler et al, 2006).

Em 2009, a andlise de fragmentos de DNA mitocondrial (cyt b, 16S) e RNA
ribossomal foi utilizada para estudar a filogenia da espécie Triatoma skerlocki dentro do
grupo dos triatomineos e permitiu sugerir que, apesar de ser diferenciada dos membros do
complexo T. brasiliensis em termos morfologicos, esta espécie € um membro deste complexo
e constitui uma espécie irma de Triatoma melanica (Mendonga et al, 2009).

Almeida e colaboradores (2009) estudaram por analise filogenética de DNA
mitocondrial 12S, 16S e citocromo oxidase a filogenia das espécies Triatoma carcavalloi
Jurberg, Rocha & Lent, 1998, T. rubrovaria ¢ T. circummaculata, que compartilham
caracteristicas morfologicas e estavam alocadas segundo caracteres morfoldgicos nos
complexo Infestans, subcomplexo Rubrovaria (as duas primeiras) ¢ complexo
Circummaculata, respectivamente. A filogenia mostrou que as espécies 7. carcavalloi e T.
rubrovaria constituem espécies irmas com alta proximidade genotipica de 7. circummaculata
e foi proposto que, devido a esta proximidade genotipica, as trés espécies podem constituir o
subcomplexo Rubrovaria, complexo Infestans.

Schofield & Galvao (2009) em artigo sobre classificagdo, evolugdo e taxonomia de
triatomineos apresentaram uma proposta de agrupamento das espécies de Triatoma em
complexos e subcomplexos de acordo com caracteristicas filogeograficas e realizaram uma re-
analise de sequencias de DNA mitocondrial 16 S utilizadas por Hypsa et al (2002) com a
inclusdo de novas sequencias de reduviideos predadores.

30



Mas-Coma & Bargues (2009), em revisdo bibliografica sobre a sistematica molecular
de triatomineos, apresentaram os marcadores mitocondriais e nucleares, discutindo as
vantagens e desvantagens de cada um, quando utilizados nos estudos filogenéticos deste

grupo.

Rosa e colaboradores (2012) utilizaram analise de fragmento de gene citocromo b, em
conjunto com outras metodologias para estudos morfologicos e moleculares, na definigao
taxondmica da espécie Rhodnius montenegrensis ¢ enfatizaram que os dados moleculares
devem ser utilizados como ferramentas complementares aos estudos morfologicos na
defini¢do taxondmica de uma espécie.

Teves-Neves (2012) realizou a primeira analise de DNA mitocondrial COI e 16S de
espécimes de Triatoma costalimai oriundos do Estado do Tocantins — Brasil e espécimes de
Triatoma sp, descrita em 2013 como 7. jatai, mostrando a estreita relagdo genética entre eles,
em consonancia com as analises morfologicas e morfométricas.

Em 2013, Abad-Franch e colaboradores, utilizaram a analise de DNA mitocondrial,
citocromo b, em conjunto com analises morfologicas e morfométricas, para a definicdo da
espécie Rhodnius barreti cujas distdncias genéticas confirmaram se tratar de uma nova
espécie.

Gardim e colaboradores (2013) utilizaram fragmentos de gene citocromo oxidase I,
16S rDNA e citocromo b no estudo das relacdes filogenéticas entre as espécies do
subcomplexo matogrossensis. Estes observaram que duas espécies, 7. baratai e T. costalimai,
ndo apresentaram alta proximidade em relagdo a outros membros deste subcomplexo que se
dividiu em trés clados, um contendo 7. jurbergi, T. matogrossensis, T. vandae, T. garciabesi e
T. sordida, outro com T. guasayana como grupo irmao do primeiro clado e o terceiro com 7.
williami, e T. guazu. A partir destas andlises, sugeriram uma revisdo dos subcomplexos dentro
do género Triatoma.

No estudo das relacdes filogenéticas entre 7. melanocephala, T. tibiamaculata, T.
vitticeps e outras espécies de triatomineos com foco em membros do subcomplexo T.
brasiliensis foram utilizados os fragmentos de DNA mitocondrial (Cyt b, citocromo oxidase
COI e 16S). As espécies T. melanocephala, T. tibiamaculata e T. vitticeps foram separadas
das demais espécies de Triatoma da América do Sul, como os membros do complexo
Brasiliensis, assim como pode-se observar a aproximagao genética de Panstrongylus megistus
e T. tibiamaculata como espécies irmas sendo sugerida uma revisao dos géneros de
Triatomini, inicialmente estabelecidos por caracteres morfoldgicos (Gardim et al, 2014).

Souza e colaboradores (2016) utilizaram analise de DNA mitocondrial cyt b, em
estudo taxondmico multidisciplinar incluindo caracteres morfoldgicos, morfométricos e
moleculares, para a definicdo especifica de Rhodnius marabaensis cuja analise filogenética
mostrou a proximidade genética desta espécie com as espécies R. robustus € R. prolixus e
permitiu incluir esta nova espécie no complexo R. prolixus.

Belintani (2016) realizou estudo multidisciplinar envolvendo anélise genética a partir
de marcadores mitocondriais (COI, Cyt b, 16S ¢ 28S) no estudo da filogénese do
subcomplexo Sordida e demonstrou a relagdo proxima das espécies 7. sordida e T. garciabesi
com a espécie 7. rubrovaria assim como a divergéncia das espécies 7. guasayana e T.
patagonica das espécies deste subcomplexo.
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Oliveira e colaboradores (2017) realizaram analise de quatro genes mitocondriais (12S,
16S, COI e Cyt b) e analises morfométricas no estudo de espécies do complexo e
subcomplexo Brasiliensis com as espécies 7. melanocephala, T. lenti, T. tibiamaculata, T.
viticceps e P. megistus questionando a relacdo entre essas espécies ¢ a validade do género
Panstrongylus de acordo com as caracteristicas morfométricas e relagdes filogenéticas
observadas.

Mais recentemente, Monteiro e colaboradores (2018) apresentam uma revisao
bibliografica envolvendo sistematica molecular, relacionam as espécies estudadas por analise
filogenética de genes mitocondriais e, a partir de analises moleculares, considerando o
conceito filogenético de espécies apresentam uma reorganizagao dos complexos de espécies
considerando-se as linhagens, clados (regido biogeografica), grupo de espécies e complexos.
Segundo este agrupamento as espécies do subcomplexo Matogrossensis estdo incluidas na
linhagem Sul Americana, clado 7. sordida (eco regides Cerrado, Caatinga, Pantanal, Chaco,
Pampas), grupos de espécies 7. rubrovaria, T. pseudomaculata e T. sordida, complexos: T.
rubrovaria (7. rubrovaria, T. circummaculata, T. carcavalloi, T. oliveirai, T. pintodiasi,
T. klugi , T. patagonica, T. limai, T. guasayana), T. pseudomaculata (T. pseudomaculata,
T. arthurneiva, T. wygodzinskyi, T. deaneorum, T. williami, T. baratai, T. guazu); ¢ T.
sordida (T. sordida 1, T. sordida 2, T. sordidal/garciabesi, T. jurbergi, T. matogrossensis ¢ T.
vandae). Porém, nesta classificacdo nado ficou estabelecido o complexo das espécies 7. jatai e
T. costalimai somente tendo sido agrupadas no grupo de espécies 7. pseudomaculata.

2. 4 BIOQUIMICA DA DIVERSIDADE INTRAESPECIFICA DE T. cruzi E SEU
PERFIL NO BIOMA CERRADO

Chagas (1909) ao descrever a doenca que posteriormente recebeu seu nome,
apresentou pela primeira vez o parasito 7. cruzi com a descricdo de diferencas morfoldgicas
em formas sanguineas. Desde entdo, diversos estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito
de demonstrar a diversidade populacional do parasito, correlacionando-a com as espécies
hospedeiras provenientes de diferentes localidades.

Neste levantamento bibliografico serdo apresentadas as principais metodologias
bioquimicas e moleculares que vem sendo utilizadas ao longo dos anos para caracterizagdo da
diversidade génica do parasito, assim como trabalhos realizados com isolados obtidos de
diferentes hospedeiros e espécies de triatomineos em estados que apresentam o bioma
Cerrado.

Os primeiros trabalhos descreviam as diferencas morfologicas e bioldgicas dos
parasitos de acordo com as espécies hospedeiras e condi¢cdes ambientais. Dentre as primeiras
cepas estudadas estavam CL, FL e MR isoladas de espécimes de 7. infestans, naturalmente
infectados, provenientes de diferentes localidades do Rio Grande do Sul; assim como as cepas
ABC e PNM, isoladas por xenodiagndstico de uma paciente que acredita-se ser o primeiro
caso de humano de Chagas descrito por Carlos Chagas (Salgado et al, 1962) e a cepa Y
isolada em 1953 por Silva & Nussenzweig por xenodiagnostico de um paciente com doenga
de Chagas aguda (Brener & Chiari, 1963; Brener, 1964; 1965).

Diferentes metodologias bioquimicas foram sendo desenvolvidas com o objetivo de
caracterizar a diversidade populacional de 7. cruzi que circulam entre humanos, triatomineos,
animais domésticos e reservatorios.
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Toyé (1974) apresentou a metodologia bioquimica por meio da eletroforese de
enzimas para caracterizacdo genética indireta de cepas e clones de 7. cruzi e verificou que
esta metodologia permitia a diferenciagdo entre os isolados.

Desde entdo, a variagdo fenotipica do parasito foi sendo estudada com diferentes
metodologias, quando Miles e colaboradores (1977, 1978), estudando isolados de 7. cruzi
provenientes dos estados brasileiros Bahia e Para, também por eletroforese de isoenzimas,
descreveram a presenca de trés zimodemas (grupos de isolados com mesmo perfil
enzimatico): Z1, Z2 e Z3, onde Z1 e Z3 haviam sido isolados em area silvestre enquanto Z2
havia sido isolado de caso agudo da doenga de Chagas, estando associado ao ciclo de
transmissdo doméstico. Em 1980, a partir do emprego da taxonomia numérica no estudo dos
zimodemas foi demonstrada a existéncia de trés grupos distintos coincidentes com os
zimodemas 1, 2 e 3 (Ready & Miles, 1980).

Barret e colaboradores (1980) em estudos de amostras procedentes do Estado da Bahia
verificaram a presenca de parasitos do zimodema 1 no ciclo silvestre associado ao homem,
animais domésticos e peridomésticos.

Morel e colaboradores (1980), apresentaram uma outra metodologia para
caracterizacdo génica de isolados de 7. cruzi com base no polimorfismo de fragmentos de
DNA do cinetoplasto (kDNA) com o uso de enzimas de restrigdo. Os isolados que
apresentavam o mesmo perfil de fragmentos de DNA apo6s tratados com enzimas de restricao
eram agrupados em esquizodemas. As variacdes intraespecificas nas sequéncias dos
minicirculos de kKDNA poderiam representar a impressao digital do parasito. A analise de
isoenzimas e das sequéncias de kDNA constituiram a base da proposta da estrutura clonal do
parasito 7. cruzi (Miles et al, 1980).

Em 1981, Miles e colaboradores realizaram uma das primeiras abordagens a partir de
amostras da regido Central Brasileira que consistiam em isolados de 7. cruzi, obtidos de
pacientes com quadros clinicos de megaes6fago e megacdlon cuja caracterizagdo mostrava a
presenga e predominancia de 7. cruzi Z2, o que levou o autor a correlacionar esta
sintomatologia ao zimodema Z2. Também com base no estudo de isoenzimas, Romana (1982)
analisando as amostras de 7. cruzi isoladas de pacientes de Bambui — MG, observou a
presenca de quatro zimodemas distintos (ZA, ZB, ZC e ZD), onde ZA correspondia ao ja
descrito Z2 e ZB apresentava um padrao heterozigoto produto de hibridiza¢do entre ZA e ZC.

Bogliolo e colaboradores (1986) estudaram amostras de 7. cruzi da América do Sul
pela andlise de seis enzimas e amostras descreveram seis grandes zimodemas. Estes
zimodemas seriam Z1, Z2 ou ZA, Z3, ZB, ZC e ZD. Também em 1986, Luquetti e
colaboradores apresentaram mais um estudo de amostras de 7. cruzi provenientes da regido
central do Brasil, estado de Goids, provenientes de pacientes com quadros clinicos de doenca
de Chagas cronica, o qual observaram serem parasitos zimodema 2.

Contudo, a complexidade de caracterizagdo dos isolados aumentava quanto mais
marcadores enzimaticos fossem utilizados, assim como de acordo com a variedade de
hospedeiros e origens das amostras do parasito.

Tibayrenc e colaboradores (1986) e Tibayrenc & Ayala (1988) por andlise enzimatica
de amostras de 7. cruzi isoladas de uma variedade de hospedeiros vertebrados e invertebrados
demonstraram uma alta variabilidade genética e identificaram 43 zimodemas ou clones
distintos. Com a caracterizacdo de um mesmo perfil em amostras geograficamente distantes
sugeriram 7. cruzi ser uma populacdo multiclonal. Naquele momento também, alguns estudos
demonstravam uma estreita correlacdo entre zimodemas e esquisodemas, sugerindo que os
genes estruturais nucleares que codificam enzimas e o DNA extranuclear (kDNA) poderiam
ter tido uma evolugao paralela (Carreno et al, 1987).
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Sturm e colaboradores (1989) ¢ Avila e colaboradores (1990) fizeram uma adaptacio
do protocolo de estudo de kDNA, com a utilizagdo da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR)
iniciando a utilizacdo da técnica de polimorfismo de fragmento de comprimento (Restriction
Fragment Length Polymorphism - RFLP) para estudo do 7. cruzi.

Macedo e colaboradores (1992) apresentaram uma metodologia com base no estudo
do DNA nuclear de 7. cruzi por hibridizagdo com uma sonda especifica, produzindo padrdes
de bandas tipicas de impressdes de DNA (DNA fingerprinting) com as quais era possivel
identificar diferentes cepas do parasito, assim como verificar a heterogeneidade dentro de uma
mesma cepa.

A analise da diversidade génica de 7. cruzi explorando diferentes regides do DNA
nuclear e extranuclear do parasito foi sendo ampliada com a utilizagdo de diversas técnicas de
amplificacdo de DNA envolvendo uma variedade de marcadores moleculares. Steindel e
colaboradores (1993), por exemplo, utilizaram a técnica de amplificagdo de DNA tipo RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) e observaram correlagdo entre os perfis de
amplificacdo com os respectivos zimodemas das amostras estudadas, sendo a metodologia
eficiente para a classificagdo dos grupos.

Souto & Zingales (1993) realizaram estudo da diversidade gé€nica a partir da
amplificacio de RNA ribossomal 24S alfa de isolados do parasito por RT- PCR e
demonstraram que esta sequéncia alvo € especifica para 7. cruzi podendo ser utilizada na
diferenciagdo de outras espécies como Trypanosoma rangeli. Como os resultados mostraram
a obtengdo de dois tipos de fragementos 125pb ou 110pb para as amostras estudadas,
confirmada por hibridizagdo com sondas internas especificas e sequenciamento, permitiram a
divisdo das cepas de estudo em dois grupos.

Outra metodologia utilizada no estudo de DNA de cinetoplasto (kDNA) foi a LSSP-
PCR (Low-Stringency Single Specifcic Primer), onde a utilizagdio de um unico primer
especifico permitiu caracterizar o polimorfismo intraespecifico na sequéncia de nucleotideos
de minicirculos de kDNA em uma assinatura especifica e reprodutivel para os isolados de
T. cruzi, a partir de tecidos infectados. Esta metodologia poderia ser utilizada em estudos de
epidemiologia molecular da doenga de Chagas (Pena et al, 1994; Vago et al, 1996).

Souto e colaboradores (1996) analisaram uma ampla amostra de isolados de 7. cruzi
de hospedeiros vertebrados e invertebrados por amplificagdo por PCR de RNA ribossdmico,
de gene mini-exon ¢ RAPD. Os dois produtos de amplificacdo ja observados para RNA
ribossomico de 110 ou 125pb foram novamente observados assim como dois perfis de
amplificacdo de mini-exon com produtos de 300 ou 350 pb. A partir de entdo dois grupos
foram definidos, assim como confirmados pelo perfil de RAPD: Grupo 1 (125pb rDNA e
300pb mini-exon) e grupo 2 (110pb rDNA e 350pb mini-exon), tendo-se entdo duas linhagens
principais com alta divergéncia génica.

Em 1998, Zingales e colaboradores, em estudo de 157 isolados de 7. cruzi obtidos
de humanos, triatomineos e reservatorios silvestres de 12 estados brasileiros com a
amplificacdo de genes RNA 24Salfa e mini-exon, classificaram os isolados em duas
linhagens onde 7. cruzi linhagem 1 estaria fortemente associado ao ciclo doméstico, enquanto
que as linhagens 1 e 2 circulam igualmente no ciclo silvestre.

Em 1998, Tibayrenc discute o conceito de Discrete Typing Units (DTU), utilizado
até os dias de hoje, que seriam unidades de pesquisa evolutivas que podem ser equiparadas a
linhas filogenéticas distintas. As DTUs eram definidas como marcadores genéticos (‘tags’)
que poderiam ser utilizados em nivel de espécie e subespécies para acompanhamento
epidemioldgicos. A partir destas unidades seria possivel realizar estudos genéticos
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relacionando os patdgenos aos respectivos hospedeiros. No mesmo ano, o sequenciamento
direto de DNA comega a ser utilizado para o entendimento da diversidade genética de 7. cruzi
(De Leon et al, 1998).

Nos anos seguintes, diferentes metodologias foram sendo utilizadas para
caracterizacdo genética de isolados do parasito e definicdo de grupos genéticos como a
eletroforese de isoenzimas (Barnabé et al, 2000); a combina¢ao de RAPD e eletroforese de
1soenzimas (MLEE), com a caracterizagdo de seis DTU’s, DTU I e DTUII, este dividido em
cinco subgrupos (Brisse et al, 2000); e por amplificagdo de RNA ribossomal e mini-exon,
confirmando a divisdo em seis grupos (Brisse et al, 2001).

Em 2002, Mendonga e colaboradores analisaram a diversidade genética entre
isolados Z3 da Amazonia Brasileira por analise do polimorfismo de fragmentos de restricao
de espagadores intergénicos (ITSs) de RNA ribossomico e do tamanho do dominio divergente
D7 do gene 24Salfa a partir de amostras de 7. cruzi isoladas de humanos e triatomineos e
definiram dois grupos Z3A e Z3B.

Inumeras metodologias foram sendo utilizadas, envolvendo diversos marcadores e
regides gendmicas do parasito para o estudo da diversidade génica como o sequenciamento
(Telleria et al, 2006; Brandao, 2006; Freitas et al, 2006) e analise de polimorfismo de DNA
(Higo et al, 2007; Rozas et al, 2007). A pesquisa de novos marcadores que discriminem os
grupos de 7. cruzi, a partir da técnica de RDA, identificou um clone especifico
correspondente ao TCI e foi capaz de distinguir cepas do parasito isoladas duas areas
endémicas (Toma et al, 2007).

Lewis e colaboradores (2009), ao compararem cinco metodologias para pesquisa dos
seis tipos de DTU descritos, recomendaram a utilizagdo de pelo menos trés marcadores com
base em polimorfismos de nucleotideo nos locos HSP60, de RNA ribossomal e a enzima GPI
para a caracterizacao confiavel e rapida de DTU.

Em 2009, Zingales e colaboradores apresentaram uma nomenclatura unificada de
DTU’s (I a VI) correlacionando os novos grupos com as classificagdes realizadas até entdo. A
combinacgdo de diferentes metodologias e marcadores tem sido utilizadas nos ltimos anos,
incluindo a utilizagdo de sequenciamento de DNA ou comparando-se os isolados pela
utilizacdo de multiplos marcadores (Yeo et al, 2011; Pavia et al, 2012; Ramirez et al, 2012;
Diosque et al, 2014).

Em 2014, Cominetti e colaboradores realizaram pesquisa por 7. cruzi € caracterizagao
de isolados obtidos de triatomineos das espécies 7. sordida, T. matogrossensis, P. megistus e
Rhodnius sp. em diferentes municipios do Mato Grosso do Sul encontrando-se isolados TCI e
TCII em ambientes silvestres relacionados ao bioma Cerrado.

A utilizacdo de metodologias, muitas vezes padronizadas a partir da utilizagdo de
cepas padrdo, poderia ndo ser aplicavel a isolados silvestres. Cura e colaboradores (2015)
desenvolveram um método de PCR multiplex em tempo real para deteccdo dos seis DTU’s
com a utilizagdo de sondas TagMan, com o objetivo de aumentar a sensibilidade e acuracia
para classificacao dos isolados de 7. cruzi.

Estudo recente com a revisdo de dados a cerca da classificagdo de 7. cruzi, demonstra
as caracteristicas de cada DTU e afirma que TCI ¢é predominante (cerca de 60%), nos ciclos
silvestre e doméstico, sendo conhecido por apresentar alta diversidade genética e amplamente
distribuido geograficamente, compativel com uma evolugao a longo prazo. O entendimento da
complexidade dos ciclos e participagdo de numerosos vetores € hospedeiros em uma area,
portanto, deve ser realizado a partir de contextualizagdes integrando as informagdes
bioquimicas e genéticas dos parasitos com suas interagdes ecoldgicas, o que parece manter a
diversidade dentro dos grupos de 7. cruzi (Breniere et al, 2016).

35



Em 2014 um total de 78 isolados de 7. cruzi I isolados de diferentes hospedeiros e
vetores distribuidos em cinco biomas diferentes no Brasil, incluindo o bioma Cerrado, foram
analisados pela combinagdo de analise filogenética de seis genes nucleares, 25 loci
microssatélites e um marcador mitocondrial. Pela andlise dos marcadores nucleares foi
revelada a diversidade genética e o fluxo génico entre os biomas, incongruéncia em filogenias
e troca genética (Lima et al, 2014).

Barnabé e colaboradores (2016) a partir de andlise filogenética de dois genes
mitocondriais (CytB e COII) e um nuclear, verificaram que apenas trés grupos significativos
foram verificados a partir da analise de genes mitocondriais, em vez de sete (que € o caso dos
DTUs). Ja para a andlise de gene nuclear, todos os sete clados esperados nao tiveram valores
significativos de suporte, onde os DTUs TcV e TcVI eram indistinguiveis assim como Tclll e
Tc IV. A partir desses resultados os autores questionaram a estruturagdo de 7. cruzi em seis
ou sete DTUs. Segundo eles, a tipificacdo mitocondrial em trés grupos atualmente
denominados mtTcl, mtTcll e mtTclll é robusta enquanto que a tipagem nuclear pode levar a
um agrupamento questiondvel, apesar de importante para a detec¢do de introgressao
mitocondrial, estados heterozigotos e composicao alélica.

Recentemente, Ramirez e colaboradores (2017) por analise filogenética, obtiveram
padroes de T. cruzi associados a linhagens especificas e identificaram novos primers que
melhoraram a sensibilidade de uma PCR quantitativa baseada em sequencias de DNA satélite.
A utilizagdo do sequenciamento de diferentes genes esta entre as metodologias sugeridas
atualmente no estudo da diversidade génica do 7. cruzi.
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3 - METODOLOGIA
3.1 - ESPECIMES DE ESTUDO
3.1.1 - OBTENCAO E MANUTENCAO DOS ESPECIMES DE ESTUDO

Os insetos foram capturados em expedi¢des de campo (licenga IBAMA SISBIO
43393-1 de 27/05/2014), de sete dias, nos meses de Maio e Outubro de 2015, nos municipios
de Parana e Aurora do Tocantins — TO (Figura 6).
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Figura 6: A - Localizagdo do Estado do Tocantins; B — Municipios trabalhados: a — Parana, b
— Aurora do Tocantins. Fonte: Teves-Neves, 2012.
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No municipio de Parana foram estabelecidos dois pontos de captura em ambiente
silvestre denominados 307 e 348, distantes entre si cerca de 5,91 km e 4,8 km do ponto Jatai
(localidade tipo de T. jatai) (Figura 7). No municipio de Aurora do Tocantins, as capturas
foram realizadas em dois pontos: Aur(02, ambiente silvestre localizado em zona rural, e Aur04
localizado dentro do perimetro urbano da cidade (Figuras 8 ¢ 9), distantes aproximadamente
6,26Km.
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Figura 7: Localiza¢ao dos pontos de captura no municipio de Parana (TO) em relagdo a
localidade-tipo de T. jatai.
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Figur 8: Localizagao dos pontos de captura Aurora 02 (AurO) e Aurora 04 (Aur04) no
municipio de Aurora do Tocantins (TO).

Flgura 9: Localizacao do ponto Aurora 04 (Aur04) locahzado na sede do mumclplo de Aurora
do Tocantins (TO).
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As capturas foram realizadas por busca passiva com a utilizagdo de armadilhas tipo
Noireau (Noireau et al, 1999) dispostos em ambiente silvestre e de peridomicilio, no periodo
noturno, por 14 horas. Os insetos capturados foram acondicionados em tubos Falcon,
contendo papel filtro dobrado “em sanfona” e fechados com tampas com pequenos orificios.
Os tubos foram identificados pelo nimero do ponto de captura georeferenciado com a
utilizagao de um GPS modelo Etrex Garmin.

No laboratério estes insetos foram mantidos em condi¢des estaveis de temperatura
(25-28°C) e umidade (78-82%) com alimenta¢do semanal em camundongos suicos segundo
protocolo CEUA-IOC 002/2014.

A identificacdo taxondmica dos adultos foi realizada segundo os critérios
morfologicos descritos por Lent e Wygodzinsky (1979) e com a utilizacio de chave
dicotomica para espécies do Subcomplexo Matogrossensis adaptada por Gongalves e
colaboradores (2013). Os ovos foram quantificados e acondicionados em potes contendo
papel filtro cortados em sanfona para formagao de coldnia.

3.1.2 - AVALIACAO DE INFECCAO POR T. CRUZI E ISOLAMENTO EM MEIO DE
CULTURA

A avaliacdo de infeccdo por 7. cruzi e o isolamento em meio de cultura foram
realizados no Laboratorio Interdisciplinar de Vigilancia Entomologica em Diptera e
Hemiptera do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ.

A pesquisa foi realizada por microscopia Optica, visualizando-se entre lamina e
laminula uma aliquota do contetido fecal de cada espécime apds compressdo abdominal. Para
os espécimes com pouco conteudo estomacal, foi realizada alimentagdo em camundongos
para estimular a defecacdo e em seguida os insetos foram mantidos no interior da cabine de
seguranca bioldgica em microtubos de 2ml estéreis unidos a um segundo microtubo adaptados
para coleta das fezes (Figura 10). Em seguida, uma aliquota do material coletado foi
homogeneizada em 200uL de PBS 0,01M pH 7,4 e examinada entre lamina e laminula ao
microscopio. Das amostras positivas para formas epimastigostas e tripomastigotas
metaciclicas dos parasitos, foi realizado cultivo em meio acelular e o contetido restante foi
utilizado para o preparo de duas laminas, por esfregaco, para registro dos resultados (Figura
11).
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Figura 10: Coleta das fezes dos triatomineos para pesquisa por 7. cruzi. A - Colocagdo do
triatomineo alimentado em microtubo de 1,5ml cortado ao fundo acoplado a um segundo
microtubo de 2,0 ml para a coleta das fezes; B - Com o auxilio de uma pinga, realiza¢ao de
uma massagem abdominal para estimulo da defecagdao; C — Coleta das fezes para o exame
parasitoldgico. Fonte: Catarina Macedo.
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Os resultados dos exames das fezes dos triatomineos foram enviados para Secretaria
de Satde do Estado do Tocantins e incluido no banco de dados da geréncia de Chagas do
Estado do Tocantins.

A coloragao de laminas seguiu o protocolo descrito no Anexo A.

O cultivo foi realizado em meio NNN (Novy & MacNeal, 1904; Nicolle, 1908)
contendo 4mL de meio LIT (Camargo, 1964), 20% de soro fetal bovino, trés gotas de
penicilina e trés gotas de fluorocitosina e mantidas em ambiente de estufa BOD a 28°C. Esse
procedimento foi realizado em cabine de seguranca bioldgica descontaminada com alcool a
70% e por luz UV por 30 minutos. A primeira observagdo e passagem de 0,5mL para novo
meio foi realizada 15 dias ap6s o inoculo.

Amostras sem contaminacdo por bactérias e fungos foram selecionadas para
criopreservagao € para as técnicas de caracterizacao molecular.

A criopreservacao foi realizada em nitrogénio liquido. Utilizou-se como crioprotetor
0,1mL de glicerol estéril para cada ImL de cultura. O conteudo foi distribuido em microtubos
NUNC (0,5mL por tubo) devidamente identificados a lapis com o cddigo de registro de cada
inseto e data da criopreservagao. Os tubos foram mantidos por 30 minutos em recipiente com
gelo sobre a bancada, em seguida foram postos no freezer por 1 hora, depois colocados em
gelo seco dentro do freezer por 45 minutos e, por fim, acondicionados no botijao de
nitrogénio.

Para a caracterizagao molecular das amostras de 7. cruzi, inicialmente, realizou-se o
cultivo de cada isolado em 20 ml de meio LIT (volume cinco vezes maior que o da cultura de
isolamento e passagem) para obten¢do de massa de parasitos. Apds 20 dias, a cultura foi
centrifugada a 2500rpm por 4 minutos e lavada duas vezes em tampao fosfato PBS 0,01M pH
7,4 da seguinte forma: centrifugacdo do conteudo a 2500rpm por 4 minutos, retirada do
sobrenadante, adicdo de 20mL de PBS, nova centrifugacdo e retirada do sobrenadante. O
material sedimentado contendo os parasitos foi armazenado em freezer a -20°C para posterior
extracdo do material genético.
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Fonte: Catarina Macedo.

Figura 11: Procedimento para deteccdo e isolamento de 7. cruzi. Legenda: A e B — Preparacao
para iniciar a compressao abdominal do triatomineo; C- Compressao abdominal; D- Diluicao
das fezes em solugdo tamponada; E- Montagem do material entre ldmina e laminula; F-
Observacao da lamina ao microscopio optico; G- Semeadura do material fecal em meio de
cultura.
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3.1.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS DE T. cruzi

A caracterizacdo molecular dos isolados de 7. cruzi foi realizada no Laboratorio de
Diagnoéstico Molecular e Hematologia da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do
Rio de Janeiro.

Inicialmente foi realizada a extragdo do DNA. Em seguida realizou-se a quantificacao
do DNA extraido e uma PCR para amplificagdo dos genes mini-exon e 24S-alfa segundo os
protocolos de Fernandes et al. (1998) e Souto et al. (1996), respectivamente. A amplificacao
destes genes permite caracterizar os isolados obtidos como da espécie 7. cruzi.

Para a caracterizagdo do subgrupo (DTU) das amostras de 7. cruzi realizou-se uma -
PCR RFLP de acordo com o protocolo de Maes e der Auwera (2000).

Tendo em vista que poucas amostras geraram resultados conclusivos para
caracterizacdo de DTU por este protocolo, utilizou-se o protocolo de Martins e colaboradores
(2015).

3.1.3.1 EXTRACAO DO DNA E AMPLIFICACAO DOS GENES MINI-EXON E 24S-
ALFA

A extragdo do DNA foi realizada utilizando-se a técnica de fenol cloroférmio
(Sambrook et al, 1989) que consiste na seguinte metodologia: cada amostra foi digerida em
0,5ml de solugdo contendo tris’EDTA (TE) 100mM, 5 pul de proteinase K 10mg/ml e 50 pl de
solugdo Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) a 10%. Este contetido foi misturado e incubado em
banho maria a 56°C por cerca de 16 horas. Em seguida foi adicionado igual volume de fenol,
homogeneizado por inversdo, e centrifugado por 3 minutos, a 14.000 rpm. Essa centrifugagao
gerou um sobrenadante que foi transferido para um tubo limpo, no qual foi acrescido igual
volume de cloroféormio, homogeneizado novamente por inversao e centrifugado a 14.000rpm,
por 3 minutos. A fase aquosa foi retirada para tubo limpo onde foi acrescentado 1/10 do
volume de acetato de s6dio 3M e 2x volume de etanol. Apds homogeinizacao, a mistura foi
centrifugada a 14.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o DNA
precipitado foi lavado com etanol 70% e centrifugado por 14.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado, o DNA completamente seco e ressuspendido em 30 pl de TE.
Por fim as amostras de DNA foram armazenadas a -20°C.

A quantificacdo do DNA foi realizada em equipamento de espectrofotometro Denovix
(Life Science) no comprimento de onda de 260nm para determinar o volume de amostra a ser
utilizado na reacdo de amplificagdo.

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacio dos genes mini-exon e
24S-alfa seguiu os protocolos de Fernandes e colaboradores (1998) e Souto e colaboradores
(1996), respectivamente. Para o gene de mini-exon foi realizada uma PCR multiplex
utilizando tampao 1X, 0,2mM de cada dinucleotideo trifosfato, 1,5mM de MgCl,, 10pmol de
cada primer (Quadro 2), 1U de Ampli Taq Gold (Invitrogen) e Sul de DNA. As condi¢des do
ciclo foram: 95°C por 5 minutos seguido de 35 ciclos de: 94°C, 30 segundos; 55°C, 30
segundos e 72°C, 30 segundos; seguido de uma extensao a 72°C por 10 minutos. Como
controles foram utilizadas as seguintes amostras: Dm28 (TCI), Y (TCII), 4167 (Z3) e Macias
(T. rangeli). Para o gene 24S-alfa foi realizada a PCR contendo tampao 1X, 0,2mM de cada
dinucleotideo trifosfato, 3mM de MgCl2, 10 pmol de cada primer (Quadro 3), 1U de Taq
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(Promega) e SuLL de DNA. As condi¢des da PCR foram: 95°C por 5 minutos, seguido de 30
ciclos de: 94°C, 1 minuto; 60°C, 1 minuto e 72°C, 1 minuto, seguido de um ciclo de 72°C, 5
minutos.

Quadro 2: Sequéncias dos iniciadores e tamanho dos fragmentos obtidos no gene mini-exon.

Iniciadores Sequéncia dos iniciadores Tamanho do
fragmento (pb)

Mini exon | 3’CCCCCCTCCCAGGCCACACTGYS’ 200

TCl 3’GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCCS? 200

TC2 3’CCTGCAGGCACACGTGTGTGTGS’ 250

73 3’CCGCGWACAACCCCTMATAAAAATGS’ 150

T. rangeli 3’CCTATTGTGATCCCCATCCCCATCTTCGS’ 100

Fonte: Fernandes et al. (1998).

Quadro 3: Sequéncias dos iniciadores e tamanho dos fragmentos obtidos no 24s alfa.

Alvo Sequéncia dos iniciadores Tamanho do
fragmento (pb)

248 D71 | 3’AAGGTGCGTCGACAGTGTGGS’ TCI110

D72 | 3’ TTTTCAGAATGGCCGAACAGTS’ TCII 125

Fonte: Souto et al (1996).

3.1.3.2 DETERMINACAO DO DTU POR PCR - RFLP

Para a determinagdo do perfil de DTU (Discrete Typing Unit) foi realizada a PCR-
RFLP de acordo com o protocolo de Maes e der Auwera (2000). A PCR para os genes GP72,
Histona H3, Hsp60 e 1{8 foi feita com tampao 1X, 0,2mM de cada dinucleotideo trifosfato,
3,0mM MgCl,, 10pmol de cada par de oligonucleotideos iniciadores (Quadro 4), 1U de Taq
(Promega) e 2ul de DNA. As condigdes do ciclo foram: 95°C por 5 minutos seguido de 35
ciclos de: 94°C, 30 segundos; 65°C, 45 segundos e 72°C, 90 segundos; seguido de uma
extensdo a 72°C por 10 minutos. Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,5%, corados com brometo de etideo e visualizados sob a luz ultravioleta. Em
seguida, foram digeridos com enzimas de restricdo (Quadro 5) e incubados overnight. Dez
microlitros do produto digerido foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,5%
(GP72, H3 e Hsp60) e 4% (118) e corados com brometo de etideo. O perfil de restricdo obtido
para cada isolado foi interpretado segundo recomendacdes apresentadas no quadro 6.
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Quadro 4: Sequéncias dos iniciadores e tamanho dos fragmentos obtidos na PCR.

Iniciadores Sequéncia dos iniciadores Tamanho do
fragmento
(pb)

118 1f8sen 3’CTGGAGTTCCGTCTGATGCTGS’ 950
1f8anti 3’CAACAAAGTCCTCGGAGCCCTS’

GP72 gp72sen 3’GCGGACAGTGCCAACAACCTS’ 1230
gp72anti | 3’>CGCCGAACTTCCAACCATCAGS’

HSP60 | hsp60sen | 3’CGAGCAGCAGAGCGAAACATS’ 450
hsp60anti | 3> GTGGTATGGGTGACATGTACS’

Histone | H3 sen 3’TCCGTGGCGAGCGCGCGTAGS’ 650

o H3anti 3’GTCTCTTTCGACCTCGACATS’

Fonte: Maes e Auwera (2000).

Quadro 5: Digestao do produto da PCR com enzimas de restri¢ao.

Componentes GP72 118 Histone H3 | HSP60
Produto da PCR 10ul 10ul 10ul 10ul
Tampao da enzima 2ul  buffer | 2ul  buffer | 2ul  buffer | 2ul buffer H
Taq 0) Bl
Enzima Iul Taq Tul Alw211 | Tul Alul Iul EcoRV
H>0 gsp 20 ul 20 ul 20 pl 20 pl
Temperatura de | 65°C 37°C 37°C 37°C
incubacao

Fonte: Maes ¢ Auwera (2000).
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Quadro 6: Perfil de restricdo para os DTU’s de Trypanosoma cruzi.

Alvos Tel Te II Tc III Tc IV Tc 'V Tc VI
Nao1230" | Nao 1230' | Nao 1230' | Nao | Nao 1230' | Nao 1230’
780 Néio 780 780 1230 780 780
ep72 | Nao 500 500 Nio 500 780 500 Nio 500
450" 450" ssor | s 450"
Niio 280 280 Niio 280 25181; 280 Niio 280
Niio 280
N&o 950' | Nao950' | Nao950' | N&o 950' | Nao950' | Nao 950’
380 " 380 ! 380 " 380 " 380 ! 380 !
1f8 210" 210" 210" 210" 210" 210"
180 Nio 180 180 180 180 (180)
100 150: | 100 150: | 100 150: 14 | 100 150: | 100 150: | 100 150:
04 24 14 24,5 24,5
Histone | N&o 650 | Nao 650 650 Nao 650 650 650
o 440 440 Niio 440 440 440 440
210 210 Niio 210 210 210 210
Hsp60 450 450 Nio 450 450 450 450
N0 300 | Néo 300 300 Nio 300 300 300°
Nio 150 | Ndo 150 150 Nio 150 150 1506

! Estes fragmentos podem ser utilizados como um controle interno para digestao.

2 Uma banda ¢ normalmente vista em 450pb, mas em alguns isolados esta banda muda
para um peso molecular mais alto. Se sim, 1 banda ¢ vista por volta de 500, mas nenhuma

a 450pb.

* Ocasionalmente este fragmento ¢ ausente.

4 Numero de fragmentos na faixa de tamanho indicada.

5 O menor fragmento de cerca de 115pb ¢ geralmente dificil de ver nos grups TCV e

TCVL

6 Estes fragmentos sdo geralmente muito mais fracos do que seria esperado com base na

fragilidade do fragmento de 450pb, o que dificulta a interpretagdo de produtos

amplificados de PCR digeridos.

Fonte: Maes ¢ Auwera (2000).




3.1.3.3 DETERMINACAO DO DTU POR AMPLIFICACAO DA SUBUNIDADE 2 DE
CITOCROMO OXIDASE II, GENES 24S ALFA E ESPACADOR INTERGENICO (SL
IR)

A genotipagem foi realizada por amplificacdo e andlise de trés regides génicas:
Subunidade 2 da enzima mitocondrial citocromo oxidase (COII) seguida de digestdo pela
enzima Alu I (Promega), Dominio divergente D7 do gene rRNA 24S alfa e regido intergé€nica
(SL-IR) (Martins et al, 2015). Os produtos das PCRs e da digestdo foram analisados em gel de
acrilamida a 6% corado por brometo de etidio.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificagdo da regido génica que
compreende a subunidade II da enzima mitocondrial citocromo oxidase de 7. cruzi foi
realizada utilizando 2,5 pL tampao 10X(Thermo Sciense), 2,5 uL de cada dinucleotideo
trifosfato, 1,5mM de MgCl (Thermo Scientific), 10pmol de cada primer (Quadro 7), 0,2 ul
Taq (Thermo Scientific), 3ul de DNA e quantidade de H>O Milli-Q estéril suficiente para
25uL. As condicdes do ciclo foram uma desnaturagao inicial (95°C, Smin), um outro passo de
desnaturacdo (94°C, 45s), anelamento (48° C, 45s) e extensdo (72° C, 1min), totalizando 40
ciclos. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1,5%. Utilizou-se
10puL do produto amplicado da PCR para a digestdo com a enzima de restri¢do A/u I conforme
(Quadro 8).

Para a visualizacdo dos produtos digeridos, uma aliquota de 10uL dos produtos da
digestao foi analisada em gel de acrilamida a 6% corado por Brometo de Etidio, permitindo
distinguir 7. cruzi 1, 11, III ou hibridos. Como controles utilizou-se 7. cruzi I (clone Col.17G2,
fragmentos de 30, 81 e 264pb; haplotipo A); 7. cruzi Il (cepa JG, fragmentos de 81 e 212pb;
haplétipo C) e CL brener para 7. cruzi 11l e cepas hibridas. Entretanto, este marcador nao
diferencia as cepas 7. cruzi 11l das cepas hibridas, pois apresentam o mesmo perfil de restricao
para o gene COII (fragmentos de 81 e 294pb, haplétipo B) (Figura 12).

Para amplificacdo do gene 24Sa foi realizada uma PCR multiplex utilizando 2,5 pL
tampao 10X (Thermo Scientific), 2,5 puL cada dinucleotideo trifosfato, 1,5mM de MgCl
(Thermo Scientific), 10pmol de cada primer (Quadro 9), 0,2 ul Taq (Thermo Scientific) e 3ul
de DNA e quantidade de H,O Milli-Q estéril suficiente para 25uL. As condi¢des do ciclo da
PCR foram: 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de: 94°C, 1 minuto; 60°C, 1 minuto e
72°C, 1 minuto, seguido de um ciclo de 72°C, 5 minutos. Os mesmos controles utilizados
para COII foram utilizados para o gene 24Sa. Para a visualizagdo dos produtos amplificados
uma aliquota de Sul. dos produtos da PCR foi analisada em gel de Acrilamida a 6% corado
por Brometo de Etidio.

Para a amplificagdo da regido intergénica dos genes de mini-exon, o DNA das
amostras de 7. cruzi foi submetido a uma PCR contendo 20mM Tris-HCI pH 8,4; 50mM KCIl;
3Mm MgCI2; 250mM de cada dNTP; 3uM de cada iniciador (Quadro 10); 1U Tag DNA
polimerase Platinum (/nvitrogen, USA); 1ul. de DNA total (~3ng/ul.) e quantidade de H20
milli-Q estéril suficiente para 15ul.. Os iniciadores utilizados reconhecem as posicdes entre
368-386 e 546-570 da unidade repetitiva do mini-exon do 7. cruzi (BURGOS et al., 2007).

Os ciclos de amplificacao da PCR consistiram de uma etapa inicial de desnaturagao
(94°C, 3min), anelamento (68°C, 1 min), extensdo dos iniciadores (72°C, 1 min) e
desnaturagdo (94°C, 1 min). A cada trés ciclos, a temperatura de anelamento foi diminuida
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para 66, 64, 62 e 60°C. Na ultima temperatura, o nimero de ciclos foi aumentado para 35,
seguido de uma extensao final (72°C, 10 min). A andlise dos produtos amplificados, em gel de
poliacrilamida a 6% corado pela prata, permite distinguir a linhagem de 7. cruzi I1I (amplifica
um fragmento de 200pb) das cepas pertencentes as linhagens 7. cruzi I, 1 e hibridos (que
amplifica um fragmento de 150-157pb) (BURGOS et al., 2007).

Quadro 7: Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificagao do gene COILI.

Primers Sequéncia dos iniciadores

Temitl0 5’-CCATATATTGTTGCATTATT-3’

Temit 21 5’>-TTGTAATAGGAGTCATGTTT-3’

Fonte: Martins et al, 2015.

Quadro 8: Digestao do produto da PCR com enzima de restricao

Componentes Alul
Produto da PCR 10ul
Tampao da enzima 2ul buffer
Enzima 0,5ul

H>O 7,5 ul

Fonte: Martins et al, 2015.

Quadro 9: Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificagdo do gene 24 S alfa.

Primers Sequéncia dos iniciadores
D71 3'-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-5’
D 72 3-TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-5’

Fonte: Martins et al, 2015.

Quadro 10: Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplifica¢do da regido intergénica (SL
—-1IR)

Primers | Sequéncia dos iniciadores

TCIII 5’-CTCCCCAGTGTGGCCTGGG-3’
UTCC | 5°-CGTAC-
CAATATAGTACAGAAACTG-3’

Fonte: Burgos et al, 2007.
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Figura 12: Protocolo para genotipagem usando de trés passos: analise de polimorfismo do
gene da subunidade 2 (COIIl) da enzima mitocondrial citocromo oxidase, amplificacdo do
dominio divergente D7 do gene rRNA 24Sa e amplificacdo da regido Intergénica lider
emendada (SL-IRac). Fonte: Martins et al, 2015.
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32 - ESTUDOS MORFOLOGICOS DAS ESTRUTURAS ASSOCIADAS A
LOCOMOCAO DE ADULTOS

O estudo morfologico foi realizado com espécimes silvestres, 15 machos e 15 fémeas,
das espécies T. jatai, T. costalimai e T. sherlocki, respectivamente. As medi¢des do
comprimento do corpo e das pernas, do comprimento e largura do lobo anterior e posterior do
pronoto e da asa, foram realizadas em microscopio estereoscopio modelo STEMI - SV11 com
ocular milimetrada (Figura 13). Foi aplicado teste ¢ para avaliagdo de dismorfismo sexual de
T. jatai e T. costalimai. A diferenga entre os grupos de fémeas e machos formados para cada
espécie foi testada por analise de variancia (ANOVA), utilizando como teste a posteriori o
teste de Tuckey. Homogeneidade de variancias foi analisada com o teste de Brown—Forsythe.
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Figura 13: Desenho esquematico dos caracteres corporais mensurados para estudo das
estruturas morfoldgicas associadas ao vdo. A: Triatomineo: Linha branca representa
comprimento total do corpo; B: Pronoto e escutelo: LAP - Lobo anterior do pronoto; LPP —
Lobo posterior do pronoto, linhas pretas representam as medidas de largura; C: Asa anterior:
Linha branca CA representa a medida de comprimento da asa e LA largura da asa. Foto:
Catarina Macedo.

3.3 — CICLO DE DESENVOLVIMENTO BIOLOGICO DE T jatai E T. costalimai

O estudo do tempo de desenvolvimento dos estddios ninfais de 7. jatai foi realizado
em comparagdo com 7. costalimai, utilizando-se ovos provenientes de casais de origem
silvestre.

Diariamente, os ovos e as ninfas separadas foram observados para os registros do
tempo de eclosdo dos ovos e periodo de intermuda dos estddios de N1 a adulto,
respectivamente.

A alimentagdo foi realizada semanalmente em camundongos segundo protocolo
CEUA-IOC 002/2014.
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Foram avaliados a quantidade de dias para eclosao dos ovos, periodo intermuda e
quantidade de repastos de cada ninfa nos diferentes estadios de desenvolvimento.

Foram registradas a temperatura ¢ umidade em todos os dias de observacao (valores
atuais, maximo e minimo).

Os resultados foram registrados em planilha para cada espécie utilizando o programa
excel. Calculou-se os valores medianos e quartil 25-75%. Utilizou-se o teste de Mann-
Whitney para comparar as diferengas entre as espécies.

3.4 — ANALISE FILOGENETICA DE T. JATAI COM OUTRAS ESPECIES DA
AMERICA DO SUL

Para esta analise utilizou-se espécimes silvestres de 7. jatai, T. costalimai e T. sordida,
assim como de espécimes de colonia de 7. williami cedidos pelo Laboratério Nacional e
Internacional de Referéncia em Taxonomia de Triatomineos do Instituto Oswaldo Cruz
(LNIRTT — IOC). Foram utilizadas também sequéncias obtidas do GeneBank de outras
espécies do subcomplexo 7. matogrossensis ¢ de espécies da América do Sul representando
outros subcomplexos. Como grupo externo optou-se pela espécie P. megistus (Tabelas 4 e 5).

A extra¢do de DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Sambrook &
Russel (2001). A partir do DNA extraido, os fragmentos 16S e COI foram amplificados como
descrito por Sains et al (2004) e purificados utilizando-se o kit de purificacdo de banda llustra
GFX PCR DNA e Gel (GE Life Sciences). Os produtos purificados foram sujeitos a reagao de
sequenciamento usando o BigDye Terminator vIl.l1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) e analisados no sequenciador de DNA ABI PRISM 377 (Applied
BiosystemsAdditional).

As sequéncias obtidas foram editadas com BioEdit (versao 7.0.5), alinhadas com
Clustal W versdo 44 e os dados nucleotideos para COI transformados em sequéncias de
aminodcidos para verificar a presenca de pseudogenes. Foram feitas andlises filogenéticas
combinadas, usando ambos os genes com uma abordagem bayesiana utilizando o programa
MrBayes (versdo 3.1.45), e duas corridas independentes de 1 milhdo de geracdes usando
quatro cadeias de Markov, amostrando arvores a cada 100 geracdes (descartando-se a
primeira 25%). A escolha dos melhores modelos evolutivos foi baseada no critério de
informacao Akaike JModelTest (versao 0.1.1) software, como segue: para 16S rDNA foi
utilizado HKY + I + G (nst = 2, taxas = invgamma); para COI foram utilizados GTR + I+ G
(nst = 6, taxas = invgamma), produzindo uma matriz com 22 taxons e¢ 984 nucledtidos. O
suporte do clado foi estimado por probabilidades posteriores Bayesianas (BPP).
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Tabela 4: Subcomplexo, espécies e origem dos espécimes de triatomineos utilizados neste
trabalho.

Subcomplex* Species Origin

T. matogrossensis T. jatai 03 Parana — TO
T. jatai 05 Paranda — TO
T. jatai 16 Parana — TO

Aurora do Tocantins — TO
Aurora do Tocantins — TO
Barra das Gargas — MT
Barra das Gargas — MT
Paranaiba — MS

Itaobim — MG

T. costalimai_06
T. costalimai 09
T. williami 04

T. williami 05

T. sordida PARO3
T. sordida 1TA24
* (Schofield & Galvao, 2009).

T. sordida

Tabela 5: Codigos de acesso do GeneBank das sequéncias de Triatoma e grupo externo
utilizados nas analises filogenéticas.

Subcomplexos (Schofield Espécies 16S COl1

& Galvao, 2009)

Brasiliensis T. brasiliensis KC248985 KC249318
T. sherlocki KC249068 K(C249377

Infestans T. infestans KC249014 K(C249348
T. platensis KC249363 KC249047
T. delpontei K(C249332 KC249001

Maculata T. maculata AF324524 AF449139

Matogrossensis T. jatai 03 KT601153 KT601162
T. jatai 05 KT601154 KT601163
T. jatai 16 KT601155 KT601164
T. costalimai_06 KT601151 KT601160
T. costalimai_09 KT601152 KT601161
T. williami 04 KT601156 KT601165
T. williami_05 KT601157 KT601166
T. costalimai KC571993 KC249327
T. matogrossensis KC249036 KC249359
T. matogrossensis KC249038 KC249361
T. guazu KC571994 KC608984
T. vandae KC 571997 KC608989

Rubrovaria T. carcavalloi KC248990 KC249322
T. circummaculata KC248994 K(C249323
T. rubrovaria KC249066 KC249375

Sordida T. guasayana KC249342 KC249010
T. sordida KC249077 K(C249386
T. sordida PARO3 KT601158 KT601167
T.sordida ITA 05 KT601159 KT601168

Grupo externo P. megistus KC248975 K(C249312
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4. RESULTADO

4.1 ESPECIMES DE ESTUDO

4.1.1 OBTENCAO DOS ESPECIMES DE ESTUDO, AVALIACAO DE INFECCAO
POR 7. CRUZI E ISOLAMENTO EM MEIO DE CULTURA

Em Maio/2015, em area urbana no municipio Aurora do Tocantins (ponto AURO04),
foram capturados 53 triatomineos em afloramentos rochosos no peridomicilio (2=08; 3=04;
N2=09; N3=12; N4=09; N5=11). As formas adultas foram identificadas como Triatoma
costalimai Verano & Galvao, 1959.

A partir de cinco fémeas, foram obtidos 127 ovos que deram inicio a colonia.

A presenca de infeccao por tripanosomatidos foi investigada por exame parasitoldgico
de fezes/de fezes a fresco e confirmada por isolamento em meio de cultura (NNN-+LIT). Dos
34 (64,15%) insetos positivos (Figura 15, Tabela 6) obteve-se massa de 26 isolados e 25
encontram-se criopreservadas.
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Figura 14: Percentual de positividade para 7. cruzi nos diferentes estddios de
desenvolvimento de espécimes de 7. costalimai capturados em Maio de 2015 em Aurora do
Tocantins - TO.
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Tabela 6: Espécimes de 7. costalimai capturados em Aurora do Tocantins em Maio de 2015 e
percentual de infecgdo por 7. cruzi.

POSITIVOS
Fase de desenvolvimento | TOTAL (N/%)
2° estadio 9 1(11,1)
3° estadio 12 5(41,6)
4° estadio 9 7(77,7)
5°stadio 11 10 (90,9)
Fémea 8 8 (100)
Macho 4 3 (75)
Total 53 34 (64,15)

Em Outubro de 2015, foram realizadas capturas nos municipios de Aurora do
Tocantins, nos ecotopos peridomicilicar e silvestre e no municipio Parand em ecotopo
Silvestre.

Em Aurora do Tocantins foram capturados 18 espécimes identificados como 7.
costalimai. Destes, 9 espécimes foram capturados no ponto Aur 04 ( peridomicilio) incluindo
6 ninfas de primeiro estadio, 1 de segundo e 2 do quarto estadio. Ja no ponto Aur 02, ecotopo
silvestre, foram capturados 6 ninfas de 3 ° ¢ 3 de quarto estddio. No municipio de Parana
obteve-se 19 espécimes de T. jatai, sendo 4 de primeiro estadio, 4 de segundo, 4 de terceiro e
7 de quarto estadio (Tabela 7).

Tabela 7: Espécimes de T. costalimai e T. jatai capturados em diferentes ecotopos nos
municipios de Aurora do Tocantins e Parana - TO em Outubro de 2015.

Municipio Ecotopo Espécie Estadio Numero

Aurora do Tocantins Peridomiciliar T. costalimai 1° 6

2° 1

4 2*

Silvestre T. costalimai 3°

N4

Parana Silvestre T. jatai N1

N3

6
3
4
N2 4
4
7

N4

*1 espécime positivo para tripanosomatideo.
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Nao foi possivel realizar o exame parasitologico em ninfas N1 e N2, bem como o
isolamento e genotipagem da amostra proveniente da ninfa de quarto estadio capturada no
peridomicilo de Aurora do Tocantins, uma vez que estes espécimes estavam com baixa
condig¢do nutricional e consequentemente pouco contetido intestinal.

4.1.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS DE T. cruzi
4.1.2.1 AMPLIFICACAO DOS GENES MINI-EXON E 24S-ALFA

A amplificagcdo dos genes mini exon e 24S-alfa confirmou que os parasitos isolados
sdo T. cruzi com a visualizagdo de bandas de 200 pares de bases e de 110 pares de bases,
respectivamente (Figuras 15 e 16). Contudo, esta abordagem nao abrange os DTUs de T.
Cruzi.

Figura 15: Eletroforese em Gel de agarose 2,5% da PCR para o gene de mini-exon das
amostras de 7. cruzi isolados de T. costalimai oriundos do municipio de Aurora do Tocantins
— TO. Legenda: 1 — Controle TCI, cepa DM28; 2 — Controle TCII, cepa Y; 3 — Controle Z3,
cepa 4167 ; 4 — controle negativo amostra de 7. rangeli; 5 a 9 amostras isoladas de T.
costalimai.

200 bp —>

Figura 16: Eletroforese em Gel de agarose 2,5% da PCR para o gene de 24s alfa das amostras
de T. cruzi isolados de T. costalimai oriundos do municipio de Aurora do Tocantins — TO.
Legenda: 1 — Controle TCI, cepa DM28; 2 — Controle TCII, cepa Y; 3 a 7 - amostras isoladas
de T. costalimai.

4.1.2.2 DETERMINACAO DO DTU POR PCR - RFLP

A caracterizacdo do DTU das amostras com a utilizagdo do protocolo de Maes e
Auwera (2000) permitiu genotipar somente cinco amostras de 7. cruzi como TCI o perfil de
bandas encontrado paralf8 — 380pb, 210 pares de bases (Figura 17); gp72 com 750 e 450
pares de bases (Figura 18); HSP60 com 450pares de bases (Figura 19); H3 com 450 e 210
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com pares de bases (Figura 20). A genotipagem destas como TCI foi possivel pela
comparac¢do destes perfis de bandas obtidos com o estabelecido para cada DTU de 7. cruzi
conforme apresentado no quadro 6. As demais amostras apresentaram perfil de bandas
inconclusivos nao permitindo a caracterizagao do DTU.

Figura 17: Eletroforese em Gel de agarose 4% do produto da digestdo do fragmento do gen
1f8 com a enzima de restricio Alw211 das amostras de 7. cruzi isoladas de 7. costalimai
oriundos de Aurora do Tocantins - TO . Legenda: 1 a 4 - amostras isoladas de espécimes de
T. costalimai.

Figura 18: Eletroforese em Gel de agarose 1,5% do produto da digestdo do fragmento do gen
gp72 com a enzima de restrigdo Taq das amostras de 7. cruzi isoladas de 7. costalimai
oriundos de Aurora do Tocantins - TO. Legenda: 1 a 5 — amostras isoladas de espécimes de 7.
costalimai.

Figura 19: Eletroforese em Gel de agarose 1,5% do produto da digestdo do fragmento do gen
HSP60 com a enzima de restricdo EcoRV das amostras de 7. cruzi isoladas de 7. costalimai
oriundos de Aurora do Tocantins - TO. Legenda: 1 a 5 — amostras isoladas de espécimes de 7.
costalimail.
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Figura 20: Eletroforese em Gel de agarosel,5% do produto da digestdo do fragmento do gen
histone H3 com a enzima de restricao Alul das amostras de 7. cruzi isoladas de T. costalimai
oriundos de Aurora do Tocantins - TO. Legenda: 1 a 4 — amostras isoladas de espécimes de 7.
costalimai.

4.1.2.3 DETERMINACAO DO DTU POR AMPLIFICACAO DA SUBUNIDADE 2 DE
CITOCROMO OXIDASE II, GENES 24S ALFA E ESPACADOR INTERGENICO
(SL-IR)

Por este protocolo foi possivel caracterizar um total de 21 amostras, incluindo as cinco
amostras caracterizadas pelo protocolo de Maes e Awerea (2000), como DTU TCL
Inicialmente, pela amplificagdo do gene COII o resultado apontava para TCI ou TCIII,
contudo, por amplificacdo de gene SL-IR todas as amostras apresentaram 150pb, concluindo-
se como TCI (Figura 21). Estes resultados foram publicados em artigo cientifico conforme
apresentado no anexo B, de forma a divulgar pela primeira vez o conhecimento da diversidade
de T. cruzi presente em ambiente silvestre no municipio de Aurora do Tocantins — TO, assim
como para ressaltar o risco associado a proximidade entre as moradias e o ciclo silvestre deste
parasito na localidade de estudo.

Figura 21: Eletroforese em gel de poliacrilamida 6,5 % do produto para o gene SL — IR das
amostras de 7. cruzi isoladas de 7. costalimai oriundos de Aurora do Tocantins - TO.
Legenda: 1 — Controle TCI, cepa DM28; 2 - Controle TCIII, cepa RN19; 3 a 11 — amostras
isoladas de espécimes de 7. costalimai.
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42 MORFOLOGIA DE ESTRUTURAS ASSOCIADAS A LOCOMOCAO DE
ADULTOS

A andlise comparativa das medidas de estruturas associadas a locomog¢ao de machos e
fémeas da espécie Triatoma jatai mostrou variagdo significativa entre 0s sexos no
comprimento do corpo e fémur da perna 3, ambos maiores nas fémeas que nos machos
(Tabela 8; Figuras 22 e 23).

Tabela 8: Medidas (em mm) de estruturas relacionadas a locomog¢do de machos e fémeas de
T. jatai.

Caracteres Fémeas Machos p
X S Y S

Tamanho corporal 21,67 | 1,02 20,56 | 0,66 0,0015*
Comprimento do pronoto 3,04 0,22 3,10 0,17 0,7861
Lobo Anterior do pronoto 2,72 1,17 2,63 0,08 0,0677
Lobo posterior do pronoto 4,50 0,32 4,53 0,27 0,6261
Comprimento das asas 12,38 | 0,77 12,67 | 0,48 0,8749
Largura das asas 4,50 0,27 4,65 0,16 0,9491
Comprimento do Fémur P1 4,55 0,20 4,53 0,17 0,4380
Comprimento da Tibia P1 4,45 0,25 4,39 0,26 0,3081
Comprimento do Tarso P1 1,10 0,10 1,06 0,07 0,1461
Comprimento do Fémur P2 4,89 0,30 4,74 0,20 0,0869
Comprimento da Tibia P2 4,90 0,43 5,01 0,27 0,7894
Comprimento do Tarso P2 1,13 0,11 1,08 0,06 0,1126
Comprimento do Fémur P3 6,32 0,32 6,12 0,17 0,0335*
Comprimento da Tibia P3 7,25 0,50 7,15 0,53 0,3182
Comprimento do Tarso P3 1,24 0,13 1,24 0,07 0,5792

*Diferencas significativas (Test-T, p < 0,095).
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Na comparagdo entre as trés espécies de estudo (Tabela 9), com relagdo ao tamanho
corporal, as fémeas se mostraram maiores do que os machos onde 7. sherlocki (9 - 26,60mm;
4 - 25,08mm) foi maior que 7. costalimai (9 26,0lmm; & - 23,81mm), que 7. jatai (%
21,67mm; &' - 20,56mm) (Figura 24).

Tabela 9: Valores médios (em mm) das estruturas relacionadas a locomocao das espécies 7.
jatai, T. sherlocki e T. costalimail.

Caracteres T. sherlocki T. jatai T. costalimai
M F M F M F
Tamanho corporal 25,08 |26,60 | 20,56 |21,67 |23,81 |26,01
Comprimento do pronoto 3,38 3,37 |3,10 3,04 3,10 3,41
Lobo Anterior do pronoto 1,52 1,53 1,42 1,43 1,44 1,47
Lobo posterior do pronoto 4,88 497 |4,53 4,50 4,76 5,00
Comprimento das asas 11,62 | 11,59 | 12,67 | 12,38 | 14,95 | 15,93
Largura das asas 3,76 3,69 | 4,65 4,50 4,12 4,44

Comprimento do Fémur P1 6,35 6,53 |4,)53 4,55 5,49 5,78

Comprimento da Tibia P1 6,27 6,51 4,39 4,45 5,95 6,36

Comprimento do Tarso P1 1,47 1,50 1,06 1,10 1,20 1,19

Comprimento do Fémur P2 7,11 7,28 | 4,74 4,89 5,71 5,92

Comprimento da Tibia P2 7,70 7,98 |5,01 4,90 6,64 6,98

Comprimento do Tarso P2 1,52 1,55 1,08 1,13 1,19 1,19

Comprimento do Fémur P3 9,28 9,58 |6,12 6,32 7,22 7,63

Comprimento da Tibia P3 11,11 11,49 | 7,15 7,25 9,36 9,97

Comprimento do Tarso P3 1,66 1,71 1,24 1,24 1,33 1,40

Legenda: P1: perna 1; P2: Perna 2; P3: Perna 3.

61



Tam.

=

|
S - o
-e—¢® @

L
p—pl-_*-—-—f

g_ ] -
5 243 .
It"I
i)
224 . il

Pt
=
|
]
fptnt—s

_|

ja  FTsh MITo ' MTja M _Tsh
Espécie

FTeo ' F
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espécies T. jatai (Tja), T. costalimai (Tco) e T. sherlocki (Tsh).

Para o tamanho do pronoto, verificou-se que as fémeas de 7. jatai apresentaram menor
comprimento (3,04mm) que as de 7. costalimai (3,41mm) e T. sherlocki (3,37mm) (Figura
25A, Tabela 9).

Quanto a largura do pronoto, as fémeas apresentaram o lobo anterior mais largo do
que nos machos na sequéncia 7. sherlocki maior que 7. costalimai e este maior que 7. jatai.
Entre as fémeas, 7. sherlocki apresentou a largura de 1, 53mm, seguido de 7. costalimai com
1,47mm e T. jatai 1,43mm, enquanto que nos machos obteve-se os valores 7. sherlocki
1,52mm, T. costalimai 1,44mm e T. jatai 1,42mm (Figura 25B; tabela 9). O lobo posterior foi
maior nos machos do que nas fémeas que apresentaram os valores médios em 7. costalimai
(5,0mm), T. sherlocki (4,97mm) e menor em 7. jatai (4,5mm). Quanto aos machos os
tamanhos de largura do lobo posterior do pronoto obedeceram a mesma sequéncia observada
no lobo anterior sendo 7. sherlocki (4,88mm) maior que, 7. costalimai (4,76mm) e este maior
que T. jatai (4,53mm) (Figura 25C; Tabela 9).
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Com relacao as asas, as fémeas de 7. costalimai apresentaram maior comprimento
(15,93mm) do que as de T. jatai (12,38mm) e 7. sherlocki (11,59mm) (Figura 26A, Tabela 9),
enquanto que a largura das asas foi maior em 7. jatai (4,50) em relacdo aos demais (7.
costalimai 4,44mm; T. sherlocki 3,69mm) (Figura 26B, Tabela 9).

Para os machos, verificou-se que a espéc ie braquiptera 7. sherlocki apresentou asas de
comprimento menores (Ca=11,62mm) que 7. jatai (C= 12,67mm) e T. costalimai (14,95mm)
(Figura 26A, Tabela 9). Contudo com relagdo a largura das asas, 7. jatai apresentou maior
largura (L=4,65mm) seguida de 7. costalimai (4,12mm) e 7. sherlocki (3,76mm) (Figura 26B,
Tabela 9).
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Com relagdo as pernas as fémeas quanto os machos de 7. sherlocki apresentaram o
comprimento dos fémures, tibias e primeiro articulo tarsal, dos trés pares de pernas, maior do
que 7. costalimai seguido de T. jatai (Tabela 9; Figuras 27, 28 e 29).
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4.3 CICLO DE DESENVOLVIMENTO BIOLOGICO DE T. jatai e T. costalimai

Foram observados 92 espécimes da espécie Triatoma jatai que apresentou um ciclo
de desenvolvimento de ovo a adulto de valor mediano de 503 dias, cerca de um ano e trés
meses, com variagdo quartil 25-75% de 411 — 57, em condicdes laboratoriais de temperatura e
ambiente. Um total de 17 espécimes, 12 fémeas e 5 machos, chegaram a fase adulta durante o
periodo de observacao.

Contudo, para a espécie 7. costalimai, nenhum espécime de estudo, de um total de 36,
chegou a adulto durante o periodo de observacdo, obtendo-se de ovo a N5 um periodo
mediano de desenvolvimento de 247 dias, com variagdo quartil 25-75% de 166-310.

Foram observadas diferencas significativas (p<0,001) entre as espécies para o0s
parametros tempo de eclosdo dos ovos, periodo de desenvolvimento do estddio N1 e do
estadio N4.

O periodo de incubagdo mediano dos ovos de 7. jatai (n=92) foi de 31 dias (quartil 29-
32). Para ninfas de primeiro estadio (N1) (n=92) obteve-se um tempo de desenvolvimento de
41 dias (quartil 32-49,5); as de segundo estadio (N2) (n=77), 32 dias (quartil 24,75-43,5); as
de terceiro estadio (N3) (n=77) 28 dias (quartil 25,25-41,7); as de quarto estadio (N4) (n=60),
36 dias (quartil 31-42); e as de quinto estadio (N5) (n=18), 284,5 dias (quartil 237-364,7).
Para a espécie T. costalimai foi observado o periodo de incuba¢do mediano dos ovos (n=36)
de 32 dias com variagdo quartil de 31-32,7. Para N1 (n=36) obteve-se um tempo de
desenvolvimento de 28 dias (quartil 25-32,7); (N2) (n=36), 28 dias (quartil 25-34,2); (N3)
(n=30), 30 dias (quartil 27-41); e (N4) 75 dias (quartil 47-142) (Tabela 10). .

O numero de repastos (valores em mediana) em cada estddio de N1 a N5 para a
espécie T. jatai foi de 5; 4; 4; 4; 39,5, respectivamente. Para a espécie 7. costalimai a
quantidade de repastos para cada estadio, de N1 a N4, foi de 4; 4; 4; e 10 (Tabela 11).

A taxa de mortalidade (%) registrada para 7. jatai em cada estadio, de N1 a N5, foi de
16,31; 9,10; 14,29; 16,67 e 4,0, respectivamente. Para a espécie 7. costalimai a taxa de
mortalidade observada, de N1 a N4, foi de 0; 16,70; 3,33; ¢ 20,69 (Tabela 12).

Durante o experimento, a média da temperatura foi de 25,1°C (maxima de 26°C e
minima de 23,9°C) e da umidade relativa de 61% (maxima de 69% e minima de 52%)
(Anexos C e D).
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Tabela 10: Tempo de desenvolvimento (em dias) de Triatoma jatai e T. costalimai criadas em condigdes de laboratoério.

T. jatai T. costalimai
Quartil Quartil

desellj\?cs)levciir?qen to N  Mediana 25-75%) N  Mediana (25-75%)

Ovo 92 31 (29-32) 36 32 (31-32,7) 0,376*
N1 92 41 (32-49,5) 36 28 (25-32,7) 0,001*
N2 77 32 (24,75-43,5) 36 28 (25-34,2) 0,3543
N3 70 28 (25,25-41,7) 30 30 (27-41) 0,3965
N4 60 36 (31-42) 29 75 (47-142) 0,001*
N5 18  284,5 (237-364,7) 0 - - -
Total 17 503 (411-574) 19 247 (166- 310) -

N: Numero de insetos para cada estpadio; N1 (Ninfa de 1° estadio), N2 (Ninfa de 2° estadio), N3 (Ninfa de 3° estadio), N4 (Ninfa de 4° estadio),
N5 (Ninfa de 5° estadio). *Diferencas significativas (Mann-Whitney test, p < 0.001).
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Tabela 11: Numero de repastos realizados por Triatoma jatai e T. costalimai criadas em
condi¢des de laboratorio.

Extadio T. jatai T. costalimai Valor de p
N  Mediana Quartil N Mediana  Quartil
N1 72 5 (4-7) 36 4 (3-4,7) 0,001*
N2 70 4 (3-6) 30 4 (3,7-4,2) 0,4459
N3 60 4 (3-5,7) 29 4 (4-5) 0,2418
N4 50 4 (4-5) 23 10 (6-20) 0,001*
N5 18 39,5 (33-51,5) 0 - - -
Total 18 102,5  (85,5-114,7) 19 29 (18-38) 0,001*

N: nimero de insetos para cada estadio, N1 (Ninfa de 1° estadio), N2 (Ninfa de 2° estadio),
N3 (Ninfa de 3° estadio), N4 (Ninfa de 4° estadio), N5 (Ninfa de 5° estadio). *Diferencas
significativas (Mann-Whitney test, p < 0.001).

Tabela 12: Taxa de mortalidade considerando os estddios ninfais em 7. jatai e T.

costalimai.
Fase de T. jatai T. costalimai Valor de p
desenvolvimento - -
n Mortalidade N n Mortalidade
(%) (%)
N1 92 77 16,31 36 36 0 NS
N2 77 70 9,10 36 30 16,70 NS
N3 70 60 14,29 30 29 3,33 NS
N4 60 50 16,67 29 23 20,69 NS
N5 50 17 4,0 23 0 - NS
F 12 12 0 - - - -
M 5 5 0 - - - -

N: Numero de insetos iniciais; n: nimero de insetos que sobreviveram. N1 (Ninfa de 1°
estadio), N2 (Ninfa de 2° estadio), N3 (Ninfa de 3° estadio), N4 (Ninfa de 4° estadio), N5

(Ninfa de 5° estadio), F — fémea, M — macho.
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4.4 — ANALISE FILOGENETICA DE T. JATAI COM OUTRAS ESPECIES DA
AMERICA DO SUL

Para as analises do fragmento de gene 16S, que ¢ um gene estrutural, nao
codificante, o programa selecionou como melhor modelo o0 HKY+I+G, sendo o comando
da linguagem inserida no MrBayes o “nst=2, rates=invgamma”. Este modelo considera
frequéncias base variaveis (uma taxa de transicdo € uma taxa de transversao).

Ja para o gene COI, o JModeltest selecionou o modelo GTR+I+G, tendo o comando
“nst=6, rates = invgamma”. Este modelo considera frequéncias de bases variaveis e
substituigdes simétricas. Os dados de nucleotideos para COI foram traduzidos em
sequencias de aminodcidos para verificar o alinhamento, como recomendado por Mas-
Coma e Bargues (2009) e Bargues et al (2014), para evitar interpretar pseudogenes na
analise.

A verificacdo manual da qualidade das sequencias obtidas permitiu a selecdo para
os tamanhos confidveis de 445 pb para 16S rDNA e 539pb para o COL

A andlise filogenética mostrou 7. jatai como uma espécie irma de 7. costalimai
com alto indice de suporte (BPP = 98%, Figura 31). Observou-se maior diferenciagdo entre
as distancias p para o gene COI (P=0,097 - 0,100) que para 16S onde ambas espécies
apresentaram distancia p 0,025.

Para ambos fragmentos de genes os resultados foram congruentes revelando que
T. jatai e T. costalimai exibem distancias maiores do que entre espécies validas como as do
subcomplexo Rubrovaria como Triatoma rubrovaria (Blanchard 1843), Triatoma
circummaculata (Stal, 1859) e Triatoma carcavalloi Rocha & Lent, 1998 ¢ do
subcomplexo Infestans como Triatoma infestans Klug 1834, Triatoma platensis Neiva
1913 e Triatoma delpontei Romana & Abalos, 1947.

A arvore filogenética gerada ¢ apresentada na Figura 31.

Os resultados foram publicados no manuscrito apresentado no anexo E.
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5. DISCUSSAO

5.1 ESPECIMES DE ESTUDO E CARACTERIZACAO GENETICA DE ISOLADOS
DE T. cruzi

Este trabalho mostrou que a espécie 7. jatai continua ocorrendo na localidade tipo em
Parand — TO, contudo sem infec¢do pelo parasito 7. cruzi, assim como observado
anteriormente por Teves-Neves (2012) e Gongalves e colaboradores (2013).

No més de Outubro de 2015, ndo foram capturados espécimes adultos podendo-se
sugerir que uma possivel escassez de fonte alimentar pode ter levado os adultos de 7. jatai a
se dispersarem para novos ecotopos, 0 que representaria um risco, contudo maiores estudos
precisariam ser realizados para o entendimento € comprovagao desta suposi¢ao.

No municipio de Aurora do Tocantins, no més de Maio de 2015, o encontro de ninfas
e adultos de 7. costalimai em rochas em ambiente de peridomicilio e com alto indice de
infecc¢do por 7. cruzi, sugere que a espécie esta mantendo o ciclo do parasito nesta localidade
constituindo um risco de transmissdo vetorial da doenga de Chagas, principalmente diante da
proximidade das rochas, presente em todo entorno da cidade e proximo as casas.

Estes resultados corroboram outros estudos que demonstraram a ocorréncia do T.
costalimai em localidades de bioma Cerrado e frequentemente capturados em afloramentos
rochosos em ambientes peridomiciliares e intradomicilio (Mello, 1982; Machiner et al, 2012;
Gurgel-Gongalves et al, 2012; Brito et, 2017a). Em algumas localidades no estado de Goias ¢
suposto que ocorram em simpatria com 7. williami, contudo estudos mais detalhados sobre os
nichos ecoldgicos dessas espécies sdo necessarios para entender sua distribuicdo geografica
(Pereira et al, 2013).

A infeccdo de T. costalimai por T. cruzi encontrada neste trabalho foi anteriormente
demonstrada por Gongalves e colaboradores (2009) em inquérito epidemioldgico realizado
em ecotopos silvestre e de peridomicilio de nove municipios do Sudeste do Tocantins: Novo
Jardim, Ponte Alta de Bom Jesus, Taguatinga, Lavandeira, Combinado, Novo Alegre, Arraias
e Parana, inclusive Aurora do Tocantins.

Os resultados deste trabalho sao maiores que os inicialmente demonstrados por Mello
& Borges (1981) e Mello (1982), de 13,5% e 0,4% respectivamente, em Mambai—GO.

O potencial sinantrépico de 7. costalimai foi demonstrado por Machiner e
colaboradores (2012) que relataram maior ocorréncia de espécimes em rochas localizadas no
peridomicilio, proximas a galinheiro e pocilgas, do que em ambiente silvestre, contudo, neste
caso, nao encontraram infec¢ado por 7. cruzi.

Estudo recente, por avaliacdo de registros de vigilancia entomoldgica do sudeste do
estado do Tocantins, reporta a ocorréncia com frequéncia de 7. costalimai no intra e
peridomicilio, com uma taxa de infec¢dao de 13,7% de infec¢@o por 7. cruzi em um total de
839 insetos, sugerindo que 7. costalimai possa contribuir para a transmissdo do parasito em
ambientes humanos (Brito et al, 2017b). No presente estudo, o encontro de uma alta taxa de
infeccdo por 7. cruzi (64,7%) em espécimes de 7. costalimai em rochas proximas a um unico
peridomicilio demonstra o risco desta realidade e permite sugerir que o ciclo do parasito
ocorre entre os triatomineos e animais silvestres que habitam as rochas desta localidade.
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Lorosa e colaboradores (1999) observaram que 7. costalimai apresentou eclestismo do
habito alimentar (roedores, gambas, lagartos, cavalos, tatus e passaros) em espécimes
capturados no Norte de Goias. A avaliagdo de fonte alimentar de espécimes de 7. costalimai e
T. jatai foi pesquisada por ensaio imunoenzimatico em inquéritos epidemiologicos realizados
em municipios do Sudeste do Tocantins. Contudo, para espécimes de 7. costalimai capturados
em Aurora do Tocantins, somente foi detectado ave e hemolinfa, o que ndo ajuda no
entendimento da relagdo com o parasito 7. cruzi, enquanto que um espécime de 7. jatai,
capturado em Parana, foi positivo para tatu, o que pode indicar a presenga de um hospedeiro
natural de 7. cruzi na localidade, embora ndo tenha sido encontrado insetos infectados pelo
parasito (Gongalves et al, dados ndo publicados).

O encontro de 7. cruzi gendtipo Tcl neste trabalho, primeiro para 7. costalimai,
também foi relatado em estudos de pesquisa de isolados silvestres obtidos de triatomineos de
29 espécies do género Triatoma (Izeta- Alberdi et al, 2016) contudo poucos trabalhos
abordam especificamente localidades que apresentem o bioma Cerrado sendo a maioria
relacionado a reservatdrios silvestres.

Estudo realizado em municipios do Mato Grosso do Sul com isolados obtidos das
espécies T. sordida, T. matogrossensis, P. megistus € Rhodnius sp. demonstrou a presenca de
T. cruzi I (Cominetti et al, 2014). Da mesma forma com isolados obtidos de diferentes ordens
de reservatorios capturados em area de Bioma Cerrado (Jansen et al, 2015), assim como em
morcegos capturados no Tocantins (Lima et al, 2015).

Jansen e colaboradores (2015) observaram uma maior predominancia de isolado Tcl
em reservatorios silvestres e afirma que Didelphis spp. infectados por Tcl sdo capazes de
manter parasitemia alta e de longa duracdo. Uma avaliagdo dos animais que podem estar
atuando como reservatorios de 7. cruzi nos afloramentos rochosos pode contribuir para o
entendimento do ciclo silvestre do parasito na regido.

A metodologia utilizada inicialmente para genotipagem dos isolados foi conclusiva
somente para cinco amostras, apresentando bandas inespecificas e resultados inconclusivos
para as demais amostras enquanto que, por amplificagdo de gene SL — IR foi possivel a
caracterizacdo de todos os isolados como TCI. A padronizagdo de metodologias com base em
cepas padrao, mantidas em laboratorio, pode ndo representar a diversidade génica do parasito
resultante de suas interagdes ecologicas com os diferentes hospedeiros, sejam reservatorios ou
vetores, em ambiente silvestre.

Lewis e colaboradores (2009) recomendaram a utilizacdo de pelo menos trés
marcadores para a caracterizacdo confiavel e rapida de DTU apds estudo com cinco
marcadores diferentes. Neste trabalho, também a analise combinada com a utilizagao de mais
de um marcador génico foi necessaria para caracterizagao dos isolados (Martins et al, 2015).

O sequenciamento de DNA a partir de sequencias das regides nuclear e mitocondrial,
conforme realizado por Lima e colaboradores (2014) pode ser realizado para esses isolados
silvestres permitindo ndo somente a caracterizagdo como um estudo evolutivo das amostras
analisadas quando em comparacdo com outros isolados silvestres.

O sudeste do Tocantins ¢ reconhecido como uma regido endémica para a doenca de
Chagas com um numero elevado de casos registrados. O encontro de 7. cruzi, gendtipo TCI
neste trabalho corrobora outros achados, demonstrando a importancia de um estudo que
correlacione este perfil com os casos humanos da doenga nesta regido.
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Estudos de modelagem de nicho ecologico evidenciam que 7. costalimai ¢
reconhecida como endémica do Bioma Cerrado embora falte estudos que esclarecam o
comportamento sinantrdpico (Gurgel-Gongalves et al. 2012).

Diante deste fato, a proximidade das habitacdes humanas com os afloramentos
rochosos, caracteristico da fitofisionomia presente no municipio de Aurora do Tocantins,
reforgou a necessidade de capacitacdes sobre agdes de vigilancia e controle voltadas para
acdes integradas de educacdo em saude, abrangendo setor da saude, educa¢do e comunidade.
Esta atuacdo, em parceria com a Secretaria de Saude do Estado e junto a sociedade como um
todo, ressaltou a importancia das medidas de prevencdo bem como da preservagdo dos
ecotopos naturais, visando diminuir o risco de dispersao dos triatomineos, no caso de escassez
de fontes alimentares, ¢ o risco de contato do homem com o ciclo silvestre de 7. cruzi.

As notificagdes de presenca de 7. costalimai infectados por T. cruzi no peridomicilio,
encaminhadas para a Secretaria de Satide do Tocantins, apresentadas neste estudo e
publicadas em artigo cientifico demonstram o problema as autoridades ptblicas e comunidade
cientifica, ressaltando o risco de transmissao vetorial da doenga de Chagas para a populagao
do municipio de Aurora do Tocantins — TO.

52 ESTUDOS MORFOLOGICOS DAS ESTRUTURAS ASSOCIADAS A
LOCOMOCAO DE ADULTOS

O dimorfismo alar de 7. jatai, onde somente as fémeas apresentam as asas curtas €
os machos sdo macropteros com asas totalmente desenvolvidas, foi avaliado a luz de
caracteres morfoldgicos externos e de apéndices locomotores em comparagdo com a espécie
irma 7. costalimai e a espécie braquiptera 7. sherlocki de modo a inferir sobre a capacidade
de voo das fémeas de 7. jatai.

O polimorfismo das asas encontrado em 7. jatai, tal como a braquipteria, também
ocorre em outras espécies de triatomineos como Triatoma sherlocki (Papa et al, 2002),
Mepraia spinolai (Porter, 1933) e Mepraia gajardoi (Frias et al, 1998). Da mesma forma em
outros grupos de insetos como dipteros e ortopteros, onde estudos comprovam que o
encurtamento ou até mesmo a auséncia das asas, e consequente menor atividade dispersiva, ¢
compensado em outras fungdes fisioldgicas principalmente relacionadas a reprodugdo com
aumento do numero de ovos para garantir a permanéncia da espécie frente as pressdes
adaptativas (Roff, 1977; 1984).

Embora os resultados tenham mostrado que as fémeas de 7. jatai apresentam semi-
braquipteria quando comparadas a 7. sherlocki, ndo apresentam tamanho das pernas
aumentados ou menor tamanho de pronoto, o que poderia indicar atrofia dos musculos alares
e incapacidade de voo conforme comprovado para 7. sherlocki (Almeida et al, 2012), sendo
as diferencas de tamanho visualizadas ja esperadas e provavelmente relacionadas com ao
comprimento total dos insetos.

Contudo, verificou-se que as fémeas de 7. jatai apresentaram maior comprimento
total e do fémur da perna 3 que poderia ser um indicio de adaptacao a caminhada. Estudos
multidisciplinares envolvendo a quantificagdo dos musculos alares e, principalmente, testes de
voo devem ser feitos para complementar essas observagdes e se inferir sobre a forma de
dispersao desta espécie, conforme ja realizado para outras espécies de triatomineos.

A dispersao de fémeas de T. infestans por caminhada foi demonstrada por Abrahan e
colaboradores (2011) que sugeriram que esta forma de locomogao poderia ser uma estratégia
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adaptativa que permite que as fémeas se desloquem ingurgitadas e com o ovario com ovos, ou
seja, com maior peso corporal o que prejudicaria o voo, estas caracteristicas também seriam
favoraveis a colonizagdo de um novo ecotopo.

A utilizagdo complementar da morfometria geométrica de estruturas como cabeca e
torax poderiam também contribuir com as analises para inferir sobre a capacidade e atividade
de voo de T. jatai e T. costalimai, assim como foi analisado para espécies por género Mepraia
por Hernandez e colaboradores (2015).

Estudos mostram que alteragdes ecoldgicas nos ecdtopos naturais onde os insetos se
desenvolvem podem ocasionar variagdes comportamentais, fisiologicas e morfologicas que
podem alterar a capacidade de dispersdo limitando a selecdo de um novo ecétopo (Bernard &
Mc Cauley, 2008; Clobert et al, 2009; Dixon et al, 1993).

Também para os triatomineos, estudos mostram que espécies com variagdes
morfologicas consistentes surgiriam devido a adaptagdes aos fatores ecologicos onde a
diferenciagdo morfoldgica poderia ser mais rapida que a instalacdo de barreiras genéticas ou
reprodutivas (Dujardin et al, 1999).

Os espécimes de 7. jatai utilizados neste estudo foram capturados em afloramentos
rochosos nos municipios de Parana-TO, onde o cenario ¢ de intensas agdes antrdpicas sobre o
ambiente como a fase de implantagdo e funcionamento de uma usina hidrelétrica, o
desmatamento para a construcao de reassentamento de populagdes humanas bem como para
atividades de agropecudria que, juntamente com o clima inerente ao Cerrado, quente e seco
com constantes queimadas, atuam diretamente sobre os ecotopos naturais dos triatomineos e
de suas fontes alimentares propiciando a dispersdo dos insetos.

Neste sentido, pode-se sugerir que a caracteristica de encurtamento das asas em
fémeas de 7. jatai poderia estar associada a um processo evolutivo adaptativo diante das
pressdes ambientais e antrdpicas sobre seus ecotopos naturais, contudo outras abordagens
além da morfologia devem ser realizadas para o conhecimeno da historia evolutiva desta
espécie.

O primeiro encontro de 7. jatai fora de seu ecotopo natural foi feito em 2011,
quando dois espécimes fémea e um macho foram capturados no domicilio em uma fazenda no
municipio de Parand - TO, entretanto nao foi feito um estudo sobre os fatores que possam ter
influenciado a chegada destes insetos no domicilio, assim como nao foram registrados sinais
de colonizacao (Gongalves et al, 2013; Brito et al, 2017b).

A dispersdo por caminhada ou de forma passiva por animais domésticos que tenham
explorado os afloramentos rochosos pode ser uma forma esperada para as fémeas de 7. jatai,
por conta da caracteristica das asas, contudo ndo necessariamente significaria sua
incapacidade de voo.

A espécie T. costalimai ocorre em simpatria com a espécie 7. jatai no municipio de
Parana, localizado ao Sul do estado do Tocantins, em afloramentos rochosos no ambiente
silvestre, assim como no municipio de Aurora do Tocantins, Sudeste do estado, onde os
afloramentos sdo encontrados também no peridomicilio nos quais se detectou foco de
infeccdo por 7. cruzi. Em ambos os casos, diante das alteracdes ambientais sobre 0s ecotopos
naturais, a chegada ao domicilio, seja pelo voo ou caminhada poderia estar sendo induzida por
atragdo pela fonte luminosa ou em busca de fontes alimentares conforme ja demonstrado para
outras espécies (Carbajal de la Fuente et al, 2007).

O estudo de fenotipo antenal ajudaria a entender os ecotopos onde estes insetos
estariam explorando sendo mais uma inferéncia sobre a dispersdao dos insetos, conforme
estudos realizados para outras espécies como as do género Mepraia (Moreno et al, 2006;
Hernandes et al, 2008, 2015).

Os estudos de dispersdo sobre as espécies T. jatai e T. costalimai certamente irdo
gerar dados que servirdo de suporte para elaboragdo de acdes de vigilancia entomoldgica
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visando-se o controle da chegada dos insetos ao domicilio e diminuindo-se os riscos de
transmissdo vetorial da doencga de Chagas.

5.3 CICLO DE DESENVOLVIMENTO BIOLOGICO DE T. jatai E T. costalimai

O estudo das caracteristicas biondmicas dos triatomineos em condi¢des laboratoriais
permite inferir sobre a sua capacidade de adaptacdo e colonizagdo em ambientes artificiais
como o domicilio. Contudo, muitas vezes as diferengas nas condi¢des ambientais de
temperatura e umidade, bem como da fonte alimentar utilizadas dificulta a interpretagao e
comparagdo com os trabalhos ja realizados para mesmas espécies.

No presente estudo sdo apresentadas as primeiras observagdes sobre o ciclo de
desenvolvimento dos estadios ninfais da espécie 7. jatai, como pardmetro de comparacdo nos
baseamos na espécie irma 7. costalimai, em condi¢des ambientias artificias.

Para T. jatai, foi observado um tempo total de ovo a N5 menor que o da espécie irma
T. costalimai, cujas ninfas N4 apresentaram um tempo mediano significativamente maior.

Schofield e colaboradores (1980) também relataram um desenvolvimento lento de 7.
costalimai em condigdes laboratoriais, no qual em 603 dias apos a postura dos ovos as ninfas
tinham alcangado apenas o quinto estadio, e que a experiéncia ndo havia terminado devido a
um ataque de formigas que mataram todas as ninfas. Contudo, embora tenham utilizado uma
variagdo de temperatura e umidade aproximadas (27°+3C), umidade relativa entre 40-80%), a
fonte alimentar foi galinha e ndo camundongo. Naquele momento, mediante os resultados
obtidos, os autores concluiram que 7. costalimai ndo representava uma ameaga para colonizar
o ambiente doméstico ou peridoméstico e para atuar na transmissdo vetorial da doenca de
Chagas.

Em contrapartida, Isac e colaboradores (2000) em estudo do ciclo biolégico de T.
costalimai observaram um tempo de desenvolvimento ninfal menor (115,1 para fémeas e
117,5 para machos) que o observado neste trabalho para ambas espécies de estudo. Este
utilizou condi¢des de temperatura e umidade controladas em uma cadmara incubadora a 28°C,
umidade relativa de 70+5% e fotoperiodo 12 horas, o que pode sugerir que a espécie se
desenvolve melhor em condi¢gdes ambientais controladas com maiores temperatura e umidade,
uma vez que o presente experimento foi realizado em temperatura e umidade relativa menores
(temperatura e umidade médias de 25,1°C, 61%UR).

A espécie rupestre 7. brasiliensis, que também tem sido registrada no estado do
Tocantins, foi estudada por Silva (1990) que observou o ciclo de desenvolvimento biologico
sob condigdes de laboratorio nas temperaturas de 25°C e 30°C e verificou que este ¢ mais
lento a 25°C, temperatura limite inferior a que foi utilizada, apresentando menor fecundidade
e fertilidade média. Da mesma forma, Heitzmann — Fontenelle (1983/1984) relatou um ciclo
longo desta espécie quando criada em temperatura que oscila durante o ano entre 18 °C e 26°C
(temperatura ambiente do laboratorio situado em Sao Paulo).

Neste trabalho, a comparagdo do ciclo de ovo a adulto entre 7. jatai e T. costalimai
ainda ndo foi possivel, uma vez que as ninfas de quinto estddio de 7. costalimai estdo
apresentando um longo tempo de desenvolvimento com taxa de mortalidade atingindo
39,13% até maio de 2018.
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Oscherov e colaboradores (1996), em estudo biondmico de 7. sordida também
observaram maior mortalidade no quarto e quinto estddio, assim como Galvdo e
colaboradores (1995) para a espécie Triatoma nitida Usinger, 1939, que dentre os espécimes
observados obtiveram cerca de 30% de mortalidade, e Barreto e colaboradores (1981) para D.
maxima.

Durante o quinto estadio, ocorre o desenvolvimento de estruturas reprodutivas e de
locomogdo como as asas para o inseto adulto, o que requer um dispéndio de energia e de
nutrientes que integram a composi¢ao bioquimica. Possivelmente estas necessidades nao estao
sendo supridas mediante as condi¢cdes ambientais e de alimentacdo adotadas neste
experimento.

O tempo de desenvolvimento de ovo ao quinto estddio obtido para 7. jatai (mediana
de 503 dias) corrobora com o observado para as espécies 7. williami (501 dias para machos e
619 dias para fémeas) e T. jubergi (periodo ninfal médio de 567 dias a temperatura de 25°C
com alimentacdo em galinha). Estas espécies de ocorréncia no Bioma Cerrado e maior
proximidade genética das espécies de estudo também apresentaram ciclo de vida longo.

No entanto, para a espécie 7. pseudomaculata, menor tempo de desenvolvimento
(mediana de 232 dias) foi descrito em laboratorio, também com alimenta¢ao em camundongos
(Carbajal de la Fuente, 2010). Este ciclo mais rapido observado para 7. pseudomaculata,
também ja descrito para as espécies 1. sordida e T. brasiliensis, que como esta ja foram
encontradas colonizando o domicilio nos estados com bioma Cerrado, pode ser mais favoravel
diminuindo os riscos de exposi¢do a predadores e quem sabe uma capacidade de adaptagao
maior a ambientes artificiais.

Nos municipios onde os insetos foram capturados, Parand e Aurora do Tocantins, as
temperaturas médias oscilam em torno de 26° a 27°C, com épocas mais quentes. No presente
estudo, no ambiente de laboratodrio, as temperaturas foram mais baixas o que pode justificar o
desenvolvimento lento dos espécimes, caracterizando uma condig¢do negativa, limitrofe dentro
da valéncia ecolodgica das espécies observadas.

Os resultados obtidos discordaram daqueles de Isac et al (2000) uma vez que o
desenvolvimento de ambas as ninfas foi realizado em maior nimero de dias requerendo
inclusive em alguns estadios, um nimero maior de repastos para realizar a muda, o que,
juntamente com as condi¢cdes ambientais utilizadas, pode ter favorecido o lento
desenvolvimento destas espécies no laboratério. O conhecimento de suas fontes alimentares
naturais, poderia ajudar no estudo biologico destas espécies, melhorando as condigdes para
desenvolvimento em ambiente artificial.

Segundo Guarneri (2008), os parametros climaticos de maior influéncia na fisiologia
de um pequeno animal terrestre sdo a temperatura e umidade relativa, uma vez que
influenciam no organismo como um todo, e os insetos sdo vulneraveis devido ao tamanho
pequeno e proporcionalmente maior superficie corporal. Além destes fatores, no ambiente
silvestre, a habilidade em explorar novos habitats permite que os insetos escapem de
condi¢gdes ambientais extremas refugiando-se em micro nichos que reuniram condi¢des mais
favoraveis, o que ndo € possivel em condigdes experimentais.

As acdes antropicas e as queimadas naturais que atuam constantemente sobre a
fitofisionomia do bioma Cerrado, propiciam a fuga da fauna dos hospedeiros do ecdtopo
natural e como consequéncia a dispersao dos triatomineos em busca de novas fontes
alimentares (Diotaiuti, 2008). Este comportamento pode levar a aproximagdo do peri e
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intradomicilio e a domiciliagdo (Aragao 1983), ou ser resultante de uma adaptagdo que se da
gradualmente conforme consideraram Forattini (1980) e Pessoa (1962).

A chegada e o sucesso na adaptagdo dos triatomineos aos ambientes de peri e
intradomicilio pode ser uma consequéncia da busca por novas fontes alimentares muitas vezes
diferentes das encontradas no ambiente silvestre e, no caso dos triatomineos naturalmente
infectados pelo parasito 7rypanosoma cruzi constituem um fator de risco para a transmissao
vetorial deste parasito ao homem podendo-se formar um novo foco da doenga de Chagas.

Em ambiente artificial, a garantia da fonte alimentar, ndo condiz com as condi¢des
naturais. Entretanto, os experimentos permitem verificar a capacidade de adaptagdao e
desenvolvimento em hospedeiros geralmente disponiveis no peri e intradomicilio, aves ou
mamiferos.

Estudos demonstraram que a quantidade e fonte alimentar podem alterar
significativamente o tempo de desenvolvimento, a fecundidade e a capacidade de dispersao
dos insetos (Ekkens, 1981; Lehane & Schofield, 1981/1982).

Considerando-se que os ovos utilizados neste estudo sdo provenientes de fémeas
silvestres de ambas as espécies, 0 componente genético € original, ou seja, representando sua
valéncia ecoldgica, e sem influéncia de endogamia. Desta forma, quanto ao aspecto
temperatura, estima-se que 7. costalimai seja mais exigente do que 7. jatai, cujo ciclo foi
realizado em tempo menor alcangando inclusive a forma adulta.

Embora as condigdes abiodticas determinadas neste experimento possam ter
influenciado no desenvolvimento das formas jovens, principalmente para 7. costalimai, vale
ressaltar que no ambiente natural do cerrado, o desenvolvimento dos insetos pode ser
influenciado também por fatores bidticos, como a diversidade da fauna que disponibiliza aos
triatomineos véarias alternativas alimentares bem como de adaptacdo aos seus abrigos
(Diotaiuti, 2008).

Neste trabalho, optou-se pela alimentagdo em camundongos utilizada por Isac et al
(2000), que obteve um rapido desenvolvimento de 7. costalimai em laboratério.

O tempo de desenvolvimento obtido para as ninfas de 7. jatai e T. costalimai em
condicdes artificiais, sugerem que a fonte alimentar utilizada, roedor, ndo foi adequada,
refor¢ada pela necessidade de um niimero maior de repastos. Entretanto, no ambiente natural
os espécimes foram capturados em afloramentos rochosos onde foi possivel observar a
presenca de lacertideos e roedores. Isso demonstra a possivel ocorréncia de uma alternancia
de fonte alimentar sugerindo a importancia do ecletismo alimentar no seu desenvolvimento.
Desta forma, em se tratando de espécies silvestres o fator ambiente pode ter contribuido de
forma mais efetiva para este resultado (Diotaiuti, 2008).

A espécie rupestre 7. williami, que é autoctone do Cerrado, ja foi encontrada em
peridomicilio rural (Galvao et al, 1965), assim como adultos ja foram eventualmente
observados no intradomicilio e peridomicilio em areas urbanas naturalmente infectados por 7.
cruzi (Arrais-Silva et al, 2011). Em condig¢des de laboratorio Lunardi e colaboradores (2015)
ndo observaram diferenga significativa no tempo do ciclo de vida entre espécimes
alimentados em codornas ou camundongos, porém verificaram que as ninfas de primeiro,
terceiro e quarto estadios precisaram de menor quantidade de repastos para a muda quando
alimentadas em camundongos que em codornas.
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Ja a espécie T. pseudomaculata também apresentou desenvolvimento mais rapido com
alimentacdo em camundongos, média de 233 dias (Guarneri et al, 2000; Carbaja de la Fuente,
2010), que em aves, média de 331 dias (Gongalves et al, 1997).

Da mesma forma, o melhor desenvolvimento de triatomineos quando alimentados em
camundongos que em pombos foi relatado para outras espécies D. maximus (Costa et al,
1986;1987), R. neglectus (Diotaiuti e Dias, 1987), Cavernicola lenti Barrett & Arias, 1985
(Costa e Jurberg, 1990). Contudo, embora a fonte alimentar seja a mesma, uma melhor
comparagdo exige a realizag¢do do estudo sob as mesmas condi¢cdes ambientais.

A verificagdo de um ntimero elevado de repastos para os estadios ninfais de 7. jatai e
T. costalimai condiz com seu longo tempo de desenvolvimento quando alimentados em
camundongos, sugerindo mais contatos com os hospedeiros aumentando a possibilidade de
infecc@o ou transmissdo do parasito 7. cruzi (Juarez, 1970). Contudo, em condi¢des naturais
isso aumentaria também a exposicao do triatomineo a riscos.

O estudo da quantificacdo do volume de sangue ingerido permitiria uma avaliacdo
mais precisa da eficiéncia do método de alimentagdo e aceitacdo da fonte alimentar utilizada.

Outro aspecto a ser considerado neste trabalho ¢ que os espécimes de estudo foram
criados individualmente, de modo a permitir a observagdo detalhada de quantidade de dias e
alimentagdes para muda em cada estadio. Embora este fator seja pouco abordado em estudos
biondmicos, deve-se considerar a possibilidade de efeitos negativos causados pelo manuseio
excessivo e confinamento dos insetos. Tolezano e colaboradores (1984) atribuiram ao excesso
de manuseio o aumento da mortalidade e a diminui¢do da fertilidade de 7. infestans assim
como Costa e Jurberg (1990) recomendaram cautela na aceitacao dos resultados obtidos em
cria¢des individuais de C. lenti devido aos danos que podem ser causados pelo manuseio dos
insetos.

Nos ultimos quatro anos, as colonias de 7. jatai, mantidas nas mesmas condi¢des
ambientais e com alimentacdo em camundongo, mostram desenvolvimento mais rapido e com
menor taxa de mortalidade dos insetos. Contudo, para colonias de 7. costalimai observa-se
um desenvolvimento lento, assim como neste experimento, com elevado numero de mortes no
quinto estadio e poucas ninfas chegando a adultos, sugerindo que adequacdes das condig¢des
ambientais como temperatura e umidade, ou fonte alimentar, poderiam permitir melhor
desenvolvimento destas espécies em ambiente artificial.

5.4 ANALISE FILOGENETICA DE 7. JATAI COM OUTRAS ESPECIES DA
AMERICA DO SUL

Neste trabalho, a andlise de genes mitocondriais permitiu a diferenciagdo entre as
espécies 1. jatai e T. costalimai, mesmo com alta proximidade genética, caracterizando-as
como espécies irmas, assim como confirmou o status especifico de 7. jatai. Estes resultados
corroboram com as analises morfologicas e morfométricas que permitiram a descri¢do e
defini¢do especifica de 7. jatai, assim como sugerem a importadncia de uma abordagem
multidisciplinar nos estudos taxonomicos de triatomineos (Teves-Neves, 2012; Gongalves et
al, 2013).

A andlise das relagdes evolutivas entre as espécies, assim como a utilizacdo da
sistematica molecular na identificacdo correta das espécies de triatomineos, sdo importantes
para o entendimento do papel destes insetos como vetores da doenca de Chagas, e pode
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fornecer subsidios aos programas de vigilancia entomologica (Hypsa et al, 2002; Abad-
Franch & Monteiro, 2005; Gardim et al, 2014; Justi et al, 2014).

Contudo, deve-se considerar que, a condicdo genética e fenotipica num determinado
espaco de tempo, esta relacionada as suas condi¢des ecologicas, seja os fatores bioticos e
abidticos naturais, assim como as agdes antropicas sobre o ambiente e, no caso de insetos
vetores, 0s ecotopos em que podem ser encontrados, bem como o tratamento com inseticidas.
Estes fatores podem ser determinantes na plasticidade genética e fenotipica dos triatomineos.

Dujardin e colaboradores (1999) discutem a relagdo entre as caracteristicas
morfologicas, genéticas e os fatores ecologicos dentro de uma mesma espécie, com o exemplo
da espécie Triatoma sordida, e entre espécies proximas de triatomineos, assim como a estreita
relacdo entre morfologia, ecologia e a rapida evolucao em triatomineos, demonstrando que a
especiacdo em Triatominae pode ser um processo rapido impulsionado principalmente por
fatores ecologicos.

No caso das espécies T. costalimai e T. jatai, a analise filogenética com base em
marcadores mitocondriais apresentada neste trabalho pode auxiliar os programas de vigilancia
entomoldgica na confirmagdo taxondmica de espécimes capturados na regido, uma vez que
analises permitiram diferenciar as espécies, utilizando-se espécimes silvestres capturados nos
municipios de Parand - TO (localidade tipo de 7. jatai) e Aurora do Tocantins — TO
devidamente identificados de acordo com os caracteres morfologicos definidos por Lent &
Wygodzinsky (1979) e Gongalves et al (2013).

As regides do genoma que apresentam evolugdo rapida, como ¢ o caso de regides do
genoma mitocondrial, que apresenta uma taxa de evolucdo que pode ser até 10 vezes mais
rapida que a do genoma nuclear por ndo possuir um mecanismo de reparo do DNA eficiente,
sdo sugeridas para a comparacdo de espécies proximas de triatomineos (Abad-Franch &
Monteiro, 2005; Pavan &Monteiro, 2015).

Assim como neste trabalho, o estudo taxonomico com base em marcadores
mitocondriais também foi eficiente na comparacdo entre outras espécies proximas de
triatomineos como: 7. melanosoma e T. infestans, neste caso confirmando se tratar de uma
mesma espécie (Monteiro et al, 1999); Espécies do subcomplexo Brasiliensis, com a
definicdo, em conjunto com a caracterizacdo morfologica e morfométrica, de quatro espécies
distintas a partir da espécie Triatoma brasiliensis (Monteiro et al, 2004); T. sherlocki e T.
melanica demonstrando a proximidade genética entre elas (Mendonga et al, 2009); T.
carcavalloi e T. rubrovaria (Almeida et al, 2009); R. montenegrensis e R. robustus, com a
definicdo especifica de R. montenegrensis (Rosa et al, 2012); R. barretti € R. robustus, com a
defini¢do especifica de R. barretti (Abad-Franch et al, 2013); E, mais recentemente, R.
marabaenis e R. prolixus, permitindo a definicdo especifica de R. marabaensis (Souza et al,
2016).

No entanto, Mas-Coma e Bargues (2009) discutiram as limitagdes da analise
filogenética com base em genes mitocondriais de triatomineos para inferéncias sobre taxons
intimamente relacionados, particularmente quando se lida com genes simpatricos ou espécie
parapdatica sem uma barreira de isolamento definida. Essas limitagdes estdo relacionadas
principalmente a possibilidade de introgressdo do material genético mitocondrial de uma
espécie em outra por conta de cruzamentos interespecificos e possibilidade de fluxo génico,
assim como pela presenca no genoma nuclear de peudogenes mitocondriais que podem levar a
identificacdes erroneas das espécies. Estas limitacdes sugerem a utilizagdo de marcadores
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nucleares como andlises complementares no estudo da historia evolutiva de 7. jatai e T.
costalimai, uma vez que, embora os marcadores mitocondriais tenham sido eficientes na
diferenciagdo entre as espécies, estas podem ocorrer em simpatria no municipio de Parana-
TO.

Entretanto, ¢ importante considerar que foi observado um alto numero de mutagdes
que T. jatai acumulou em relacao a 7. costalimai, o que sugere uma separacao a longo prazo,
maior que as do complexo Infestans. Além disso, a distancia genética observada entre as
espécies de estudo foi maior que a observada na comparagcdo entre as espécies do
subcomplexo Rubrovaria (7. rubrovaria, T. circummaculata e T. carcavalloi) e Infestans (7.
infestans, Triatoma platensis e Triatoma delpontei).

Na ocasido da descri¢ao morfolédgica de 7. jatai, foi sugerida a inclusdo desta espécie
no subcomplexo Matogrossensis (Schofield & Galvao, 2009), com base nos caracteres
morfologicos e geograficos, tendo sido apresentada uma nova chave dicotdmica para este
subcomplexo, de modo a contribuir para a correta identificacdo das espécies (Gongalves et al,
2013).

A relagdo filogenética de T. costalimai com as espécies do subcomplexo
Matogrossensis observada neste trabalho corrobora com estudos previamente realizados por
andlise de genes mitocondriais. Hypsa e colaboradores (2002) em andlise de gene 16S
verificou que 7. costalimai apresentou alta distancia genética em relagdo as espécies dos
subcomplexos Matogrossensis, Sordida e Pseudomaculata, apresentando-se como grupo
externo. Da mesma forma Gardim e colaboradores (2013) observaram as mesmas relacdes
filogenéticas de 7. costalimai em relacdo aos demais.

O presente trabalho mostrou também a ndo-monofilia do subcomplexo
Matogrossensis, com a relacdo entre 7. matogrossensis ¢ T. vandae com espécies do
subcomplexo Sordida (7. sordida), e das espécies T. williami e T. guazu com espécies do
complexo T. rubrovaria (T. rubrovaria, T. carcavalloi), conforme ja observados em estudos
anteriores com base em analise de genoma mitocondrial (Hypsa et al, 2002; Gardim et al,
2013, 2014; Justi et al, 2014).

Alevi e colaboradores (2015) também observaram a aproximacao de espécies do
subcomplexo de Matogrossensis com espécies do subcomplexo Rubrovaria a partir de
caracteristicas citogeneticas.

Os resultados aqui apresentados constituem a primeira inferéncia filogenética de 7.
jatai em relacdo a espécie proxima 7. costalimai e outras espécies do subcomplexo
Matogrossensis ¢ da América do Sul. Contudo, Pita e colaboradores (2016), a partir de
analises de posi¢cdo cromossOmica de genes ribossomicos, redefiniu o subcomplexo
Matogrossensis com a divisao em dois gupos, um ja incluindo 7. jatai no mesmo grupo que 7.
costalimai, T. guazu e T. williami, sendo a caracteristica compartilhada a presenca de genes
ribossOmicos em um par autossomico, que formam um novo subcomplexo e outro grupo
contendo as espécies 7. jurbergi, T. matogrossensis ¢ T. vandae, que seria incluido no
complexo Sordida cujas espécies apresentam genes ribossdmicos em ambos cromossomos
sexuais. Além disso, reagrupou as espécies do subcomplexo Sordida e Maculata, sugerindo
Pseudomaculata ou Arthurneivai, considerando caracteristicas genéticas e de acordo com
analises filogenéticas anteriores.

Monteiro e colaboradores (2018) reagrupou as espécies e complexos de triatomineos
com base em caracteres moleculares e no conceito filogenético de espécie. Neste novo
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agrupamento, 7. jatai ¢ T. costalimai nao foram incluidos nos complexos formados sendo
sugerida a necessidade de mais estudos. Os resultados deste trabalho, em consonancia com
outros, e de acordo com essa dificuldade de agrupamento, sugerem a defini¢do de um novo
complexo para 7. costalimai e T. jatai.

O conhecimento da historia evolutiva das espécies de triatomineos ¢ de suma
importancia no entendimento da origem e desenvolvimento de suas caracteristicas fenotipicas
e, no caso de estudos taxondmicos, pode auxiliar na visualizagdo dos processos de especiacao
existentes.

Contudo, o agrupamento das espécies de triatomineos em complexos especificos,
embora possa facilitar na identificagdo taxondmica e servir como auxilio para os programas
de vigilancia entomoldgica, deve ser limitado a abordagem metodologica utilizada,
considerando-se principalmente a plastificadade fenotipica e genotipica destes insetos
mediante as suas condi¢gdes ecoldgicas, evitando-se assim agrupamentos artificiais que nao
considerem a espécie na sua totalidade.

Neste sentido embora os estudos filogenéticos sejam importantes e, no caso deste
trabalho, tenham auxiliado na defini¢do especifica de 7. jatai e sua relacdo com a espécie
proxima 7. costalimai, ¢ de suma importancia que ocorram em paralelo a caracterizacao
morfoldgica e ecoldgica dos espécimes, o que permite evitar erros conceituais de
classificagdo, bem como gerar dados que possam ser utilizados pelos programas de vigilancia
entomoldgica e controle da doenca de Chagas, que, no Brasil, utilizam primariamente os
caracteres morfologicos para a identificagdo taxondmica dos triatomineos.
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6. CONCLUSAO

v’ A espécie T. costalimai participa do ciclo silvestre do 7. cruzi DTU I em
afloramentos rochosos e pode vir a introduzir este ciclo no ambiente domiciliar no
municipio de Aurora do Tocantins —TO devido a proximidade das rochas com as
habitagdes;

v' Agdes de vigilancia entomoldgica, voltadas para o controle da dispersio de
triatomineos, como das espécies T. jatai e T. costalimai, devem ser constantes nos
municipios de Parand- TO e Aurora do Tocantins — TO, principalmente se
considerando as agdes antropicas sobre o ambiente e caracteristicas pertinentes ao
bioma Cerrado;

v O potencial de dispersdo pelo voo de 7. jatai ndo pode ser determinado somente pelo
estudo morfométrico de estruturas corporais e dos apéndices locomotores em
comparacao com as espécies 1. sherlocki e T. costalimari;

v A espécie T. jatai necessita de cerca de um ano e trés meses para completar o ciclo de
ovo até adulto em condicdes artificiais;

v As ninfas de quinto estadio de T. costalimai apresentam dificuldade de se desenvolver
e sdo mais vulneraveis a morte quando em condi¢des ambientais artificiais;

v" A andlise filogenética de genes mitocondriais permite a diferenciagdo das espécies
proximas 7. jatai e T. costalimai com alto grau de proximidade genética;

v E proposto um novo complexo especifico 7. costalimai pode ser definido para T.
costalimai e T. jatai de acordo com as andlises filogenéticas obtidas, quando
analisadas em conjunto com estudos filogenéticos anteriores e de acordo com a nova
classificagdo com base em caracteres filogeograficos.
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7. RECOMENDACOES DE PESQUISA

De acordo com a experiéncia obtida durante a elaboracdo desta tese de doutorado,
tém-se como recomendagdes de pesquisa para ampliar o conhecimento sobre as espécies de
triatomineos trabalhadas, os seguintes topicos (alguns ja em andamento):

v" Dar continuidade as observagdes do tempo de desenvolvimento, nimero de repastos,
quantidade de sangue ingerido e mortalidade dos espécimes de T. jatai e T. costalimai
nas condi¢des ambientais descritas;

v’ Auvaliar a oviposigéo e fertilidade das fémeas de T. jatai e T. costalimai provenientes
dos experimentos de bionomia deste trabalho;

v" Relacionar os resultados obtidos com a quantificacdo de musculo alar e testes de voo
para as espécies 7. jatai e T. costalimai,

v" Estudar o fenotipo antenal de espécimes de T. jatai € T. costalimai;

v" Realizar o sequenciamento de genes mitocondriais € nucleares dos isolados de 7. cruzi
e estudar as relagdes filogenéticas com outros obtidos no bioma Cerrado.
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ANEXOS
ANEXO A - PROTOCOLO DE COLORACAO DE LAMINAS

As laminas foram identificadas com o numero de registro a lapis e deixadas secando a
temperatura ambiente por 12 horas.
Apos este periodo foram fixadas em metanol por 10 minutos realizando-se em seguida

a coloragdo pelo método de Giemsa conforme sequencia abaixo:

1.Cobrir a 1amina com solu¢do de HCI 5 N por 10 minutos ;

2. Lavar sob filete de 4gua e deixar secar naturalmente numa posicao inclinada; 3.
Preparar 3 mL de Giemsa tamponado para cada lamina na seguinte propor¢ao: 3 gotas
de Giemsa para cada 1 mL de 4gua tamponada;

4. Despejar o volume de tampao a ser usado numa proveta e depois acrescenta as gotas
de giemsa com cautela, para homogeneizar, basta virar uma vez a proveta, mantendo-a
inclinada;

5. Cobrir a lamina com o Giemsa tamponado e deixar por 1 hora e 50 minutos;

6. Lavar sob um filete de agua;

7. Deixa secar naturalmente e guardar.
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Triatoma costalimai Naturally Infected by Trypanosoma cruzi: A Public Health Concern

Simone Caldas Teves,'? Helena Keiko Toma,® Catarina Macedo Lopes," Bruna Lucia Nascimento de Oliveira,’
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Abstract. The rupestrian Triatoma costalimai species has been found infected by Trypanosoma cruzi in wild, peri-
domicile, and intradomicile environments in the municipality of Aurora do Tocantins, Tocantins, Brazil. Proximity between
rock outcrops increases the risk of vector transmission of Chagas disease via this species. This work describes a focus of
colonization by T. costalimai specimens infected by T. cruzi in rock outcrops located in an urban area in this municipality.
Parasitological examination of feces from the collected specimens, axenic cultivation of T. cruzi-positive samples, and
genetic characterization of the isolates were performed. Nymph and adult specimens were collected with a high infection
prevalence (64.5%) for T. cruzi TCI. Participation of the T. costalimai species in the wild cycle of T. cruzi in rock outcrops
located in an urban area demonstrates the need for entomological surveillance and control of vector transmission of
Chagas disease in the municipality of Aurora do Tocantins, Tocantins.

The state of Tocantins presents the Amazonian biomes
predominating in the north and northwest regions and in the
Cerrado in the northeast, southwest, and southeast. A total
of 16 species of triatomines were caught inside or around
dwellings in this state, among these Triatoma costalimai
Verano and Galvao, 1959, rarely found in the home. How-
ever, the prevalence of Trypanosoma cruzi infection in
T. costalimai was 13.5%." This specie was described from
specimens collected in rocky outcrops in the municipality of
Taguatinga, State of Tocantins, and has since been found in
the regions of Cerrado Biome in the States of Goias,
Tocantins, and Bahia.? Housing conditions, enhanced by
human impact on the environment, favor the domiciliation of
triatomines,® and, combined with oral transmission, exac-
erbate the epidemiological profile of Chagas disease in the
state of Tocantins. According to the Health Surveillance
Secretary of the Brazilian Ministry of Health in the State
of Tocantins, 23 cases of acute Chagas disease were
confirmed for the period of 2000-2014, of which 19 were
associated with oral transmission, two with vector trans-
mission, and two with no information on the type of trans-
mission.* In the period of 2010-2013, 59% of the deaths
caused by Chagas disease in the northern region of Brazil
occurred in the state of Tocantins, where the average
number of reports was 54 deaths/year, southeast health
regions with 25%, Capim Dourado with 23%, and Cerrado
Tocantins Araguaia with 13% (Oliveira et al., Secretary of
Health of the State of Tocantins - SESAU - Tocantins 2016,
unpublished data). The Ministry of Health included the State
of Tocantins in two surveillance models created for the
Legal Amazon region, one aimed at preventing vector
transmission and the other aimed at early detection of acute
cases. In Tocantins, and particularly in Aurora do Tocantins,

*Address correspondence to Teresa Cristina Monte Gongalves,
Interdisciplinary Laboratory of Entomological Surveillance in Diptera
and Hemiptera, Instituto Oswaldo Cruz (IOC), Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), Av. Brasil, 4365 CEP: 21040-360, Rio de Janeiro,
Brazil. E-mail: tcmonte@ioc.fiocruz.br

proximity between dwellings and rock outcrops increases
the risk of vector transmission by T. costalimai. This mu-
nicipality was classified in 2006 as being at high risk for
vector transmission based on the following indicators:
morbidity (acute or chronic autochthonous cases of the
disease), entomological factors (vector species, infestation,
and dispersion), and environmental factors (domicile and
extra—domicile).5 These, in turn, would be associated with
anthropogenic effects on ecosystems, where this species
naturally participates in the life cycle of T. cruzi. Studies
have shown that there is an association between T. cruzi
genotypes and the clinical forms of Chagas disease,®®
reinforcing the importance of knowing the discrete typing
units (DTUs) circulating in endemic areas. Thus, the objec-
tive of this work was to perform the following: 1) describe a
focus of infected T. costalimai in an urban area of the mu-
nicipality of Aurora do Tocantins, 2) determine its preva-
lence of infection by T. cruzi, and 3) characterize the
genotypes of T. cruzi in the isolates.

Captures were performed in the municipality of Aurora do
Tocantins (12°42'32.06"S 46°24'21.24"W), State of Tocan-
tins, Brazil, in a sylvatic environment of rock outcrops, with
approximately 30 m of height, located 10 m far from the house,
with the presence of annexes of the peridomicile where do-
mestic animals are kept (dog, chicken, and pig) (Figure 1).
Sixteen Noireau traps® were used for two nights in a period of
14 hours each one (IBAMA SIS/BIO License 43393-1 of 05/27/
2014).

Taxonomic identification of adults was performed accord-
ing to the morphological criteria described by Lent and
Wygodzinsky'® and a dichotomous key for species of the
subcomplex Matogrossensis by Gongalves et al.'" Nymphs
were kept in the laboratory to confirm their species classifi-
cation as they reached adulthood.

The presence of trypanosomatids was investigated through
the analysis of the intestinal contents using optical microscopy
and the results were sent to the SESAU-Tocantins. Samples
positive for epimastigote and metacyclic trypomastigote
forms similar to T. cruzi and also negatives ones were
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Ficure 1. General aspect of the studied environment: domicile,
peridomestic, and wild environment in the background. This figure
appears in color at www.ajtmh.org.

cultured at 28°C in biphasic axenic media of Neal, Mc Novy
and Nicolle and LIT (liver infusion tryptose), containing
20% fetal bovine serum, penicillin, and fluorocytosine, for
isolation of parasites. After 15 days, positive samples were
cultured at 28°C for 20 days in LIT medium, with five times
the volume of the isolation medium, to obtain the mass of
the parasites. The cultures were washed in 0.01 M
phosphate-buffered saline at pH 7.4, through centrifuga-
tions at 2,500 rpm, and the pellet containing the parasites
was stored at —20°C until further use.

DNA extraction was performed using the phenol-
chloroform method.’? DNA quantification was performed
using a Denovix spectrophotometer (Uniscence) at a wave-
length of 260 nm.

Genotyping, for the determination of DTUs of these sam-
ples, was performed through amplification and analysis of
three gene regions: Subunit 2 (COIl) of the mitochondrial cy-
tochrome oxidase enzyme followed by digestion with the
enzymeAlu | (Promega), D7 divergent domain of the 24S alpha
rRNA gene, and intergenic region of the spliced leader (SL-
IRac), according to Martinez et al.'® PCR and digestion
products were analyzed on a 6% acrylamide gel stained with
ethidium bromide. As controls, the strains Col1.7G2 (Tcl), JG
(Tcll), RN19 (Tclll), AM64 (TclV), 3253 (TcV), and CL-Brener
(TcVI) were used.

Atotal of 53 specimens of T. costalimai (female = 8; male = 4;
N> =9; N3 =12; N, =9; and N5 = 11) were captured. Of these,
adults and nymphal instar (N = 34, 64.15%) were infected by
T. cruzi (Table 1). Atotal of 21 parasite samples were isolated in
cultures in axenic medium, and molecular analyses confirmed
the samples belonged to the species T. cruzi based on DTU

TCl profile. It was not possible to isolate 13 samples probably
because of an incompatibility of the sylvatic strains with cul-
ture medium or low infections rates.

The high T. cruzi infection prevalence in adults and nymphs
of stages IVand V of T. costalimai suggests that this species is
maintaining the wild cycle of the parasite in a peridomicile
environment in the municipality of Aurora do Tocantins, con-
stituting a risk of vector transmission of Chagas disease in
this area. These results corroborate a study performed by
Gongalves et al. (unpublished data) in nine municipalities in
Southeastern Tocantins, including Aurora do Tocantins, that
reported the presence of T. costalimai with high infection
prevalence in wild and peridomicile ecotypes but did not de-
termine the circulating DTU. Likewise, Brito et al.' also ob-
served that T. costalimai may contribute to the transmission of
T. cruzi in the peridomicile and intradomicile environments,
with high infection prevalence in triatomines adults, of mu-
nicipalities of Southeastern Tocantins, including Aurora do
Tocantins, after analyzing data obtained in the SESAU-
Tocantins. The occurrence of this natural infection of
T. costalimai by T. cruzi was initially evidenced by Mello and
Borges'® and Mello,'® in Mambai-GO, but with infection
prevalences of 13.5% and 0.4%, respectively. More recently,
also in Mambai-GO, Machiner et al.'” reported a higher oc-
currence of T. costalimai in rock outcrops located in the
peridomicile, near hens and pigs, comparable to a wild envi-
ronment, indicating the synanthropic potential of the species,
without the presence of T. cruzi infection. In the present study,
a similar environment was observed with the high infection
prevalence, suggesting the transmission cycle of the parasite
among the wild animals that inhabit the rock outcrops where
the triatomines were captured. Notably, there are patients with
Chagas disease in this area. Although the association of
T. costalimai and rodents of Kerodon rupestris species have
been described,® the association of these triatomines with
this reservoir at the study site is not proven. In specimens
captured in the North of Goias, Lorosa et al.'® observed that
T. costalimai presented eclectic feeding habits (rodents,
possums, lizards, horses, armadillos, and birds). The T. cruzi
genotype Tcl, identified in this work for the first time in
T. costalimai, was also reported in a study with wild TCl iso-
lates obtained from different reservoirs in the Cerrado
Biome,'® as well as from bats captured in Tocantins.2° Jansen
et al.’® in 2015 observed a greater predominance of Tcl iso-
lates in wild reservoirs and stated that Didelphis spp. infected
with Tcl can maintain high parasitemia for a long period of
time. The high prevalence of infection in nymphs and adults of
T. costalimai by Tcl shows the importance of constant ento-
mological and epidemiological surveillance actions in the

TaBLE 1
Prevalence of Trypanosoma cruzi infection in Triatoma costalimai
collected in rock outcrops in Aurora do Tocantins, State of Tocantis,
Brazil

Stage Total Infected (N/%)
No 9 1(11.1%)
N3 12 5(41.6%)
Ny 9 7(77.7%)
Ns 11 10 (90.9%)
Female 8 8 (100%)
Male 4 3 (75%)
Total 53 34 (64.15%)

Na, N3, N4, N5 = nymph of second, third, fourth and fifth stage, respectively.
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municipality of Aurora do Tocantins because of the proximity
of man to the wild cycle of the parasite.
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ANEXO C: Temperatura e umidade relativa, maxima e minima durante o periodo de

observagdo do ciclo de desenvolvimento de T. jatai e T. costalimai.

Temp | Temp |Umidade | Umidade | Umidade

Ano Més Temp | Max Min Miéxima | Minima
Setembro 25,5 26,0 24,4 66 73 54
Outubro 25,1 25,8 23,5 65 71 54
Novembro | 24,9 25,8 23,5 63 71 52
2016 Dezembro | 25,1 26,1 23,8 62 69 52
Janeiro 25,3 26,2 23,6 63 71 52
Fevereiro | 24,9 26,3 23,2 60 73 47
Margo 24,8 25,8 23,7 64 72 51
Abril 25,1 26,1 23,8 67 73 54
Maio 25,2 26,3 23,9 64 71 54
Junho 24,8 25,8 23,7 66 71 54
Julho 25,3 25,9 23,8 59 66 52
Agosto 25,3 25,9 243 58 63 52
Setembro | 24,9 25,7 23,9 60 66 51
Outubro 25,2 25,7 23,9 64 69 53
Novembro | 25,1 26 24,2 62 69 53
2017 Dezembro | 25,3 26,1 24,2 65 73 53
Janeiro 25,5 26,0 24.4 66 73 54
Fevereiro | 25,0 25,9 23,7 53 61 46
2018 Margo 25,1 | 259 | 24,0 55 63 51
Abril 249 26,0 23,9 54 62 48
Maio 25,2 26,1 24,5 53 59 47
2016-2018 2016-2018 | 25,1 26,0 23,9 61 69 52
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ANEXO D: Relagdo temperatura e umidade, maxima e minima durante o periodo de observacao do ciclo de desenvolvimento de 7. jatai e T.

costalimai. Valores de temperatura em °C e umidade %. Temp: Temperatura; Temp max: Temperatura maxima; Temp min: Temperatura minima.
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Mitochondrial Genes Reveal Triatoma jatai as a Sister Species to Triatoma costalimai
(Reduviidae: Triatominae)
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Abstract.

Triatoma jatai was described using a set of morphological structures from specimens collected in Parana

municipality of Tocantins State, Brazil. Under a Bayesian framework and using two mitochondrial genes (/6S and
COI), phylogenetic analysis recovered T. jatai as a sister species to Triatoma costalimai with higher genetic distances
than between other well-recognized species. Our results agree with previous suggestions based on morphometric analy-
sis. In the light of the non-monophyly of Matogrossensis subcomplex, the inclusion of 7. jatai shall be considered for

reevaluating this group.

The recently described Chagas disease vector, Triatoma
jatai, occurs in rocky outcrops and currently presents its
distribution restricted to the municipality of Parana, Tocantins
State, north of Brazil.' The natural environment where 7. jatai
occurs is a target of continuous environmental degradation,
such as deforestation and burning activities.

In T. jatai description, the authors observed a close rela-
tionship with Triatoma costalimai. These two species can be
differentiated by the size, general color and shape of wings,
connexivum, intersegmental sutures, and genital structures,
which made it possible to refine the taxonomic key built in
20122 for the inclusion of 7. jatai. In addition to these mor-
phological similarities, they observed morphometric closeness,
suggesting that it should be included in the Matogrossensis
subcomplex of the Infestans complex, which previously included
Triatoma baratai, T. costalimai, Triatoma deaneorum, Triatoma
guazu, Triatoma jurbergi, T. matogrossensis, Triatoma vandae,
and Triatoma williami.

In the article that brought up T. jatai to science, Gongalves
and others' evidenced its occurrence in sympatry with
T. costalimai in limestone outcrops. A close relationship
between these two species was also suggested by wing morpho-
metrics.' Thus, in this study, two mitochondrial genes (165 and
COI) were sequenced and analyses were run under a Bayesian
framework to evaluate the phylogenetic relationships between
T. jatai and other South American triatomines.

The wild samples of T. jatai, T. costalimai, and Triatoma
sordida used in this study are shown in Table 1 and their
GenBank accession numbers in Table 2. Evaluate the
phylogenetic position of 7. jatai, we included species
representing the six subcomplexes defined in 2009, when-
ever available in GenBank, we added samples from the same

*Address correspondence to Simone Caldas Teves, Laboratorio
Interdisciplinar de Vigilancia Entomologica em Diptera e Hemiptera,
Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil, E-mail:
scteves@ioc.fiocruz.br or Carlos Eduardo Almeida, Departamento de
Ciéncias Bioldgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP,
Araraquara, Sdo Paulo, Brazil, and Programa de Pos-Graduacao em
Ecologia e Monitoramento Ambiental, UFPB, Campus IV, Rio Tinto,
PB, Brazil, E-mail: almeida_ce@hotmail.com

686

isolate. In addition, the choice of species downloaded from
GenBank for running the analysis (Table 2) was based on
the monophyletic clade of South American Triatoma.*>
Panstrongylus megistus was set as the outgroup.

Total DNA extraction was performed according to the pro-
tocol described by Sambrook and Russel.® From the extracted
DNA, 16S and COI fragments were amplified as described
by Sainz and others’ and purified using the Illustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Life Sciences,
Buckinghamshire, UK). Purified products were subjected to a
sequencing reaction using BigDye Terminator v1.l1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) and were analyzed in
the ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems,
Warrington, UK). Resulting sequences were edited with BioEdit
(version 7.0.5)® and aligned with ClustalW version 44.° Nucleo-
tide data for COI were transformed into amino acid sequences
to check the alignment for the presence of pseudogenes. '’

Combined phylogenetic analyses using both genes were run
under a Bayesian framework in MrBayes (version 3.1.45).11
We conducted two independent runs of 1 million generations
using four Markov chains and sampling trees every 100 gener-
ations (discarding the first 25%). The best evolutionary
models were chosen by the Akaike information criterion
implemented in the jModelTest (version 0.1.1)'? as follows:
for 168 rDNA, HKY+I+G (nst=2, rates=invgamma) was used;
for COI, GTR+I+G (nst=6, rates=invgamma) was used, yield-
ing a matrix with 22 taxa and 984 nucleotides. Clade support
was estimated by Bayesian posterior probabilities (BPP).

The same haplotype was found for all three T. jatai speci-
mens for /6S, on the other hand, none of the three speci-
mens exhibited the same haplotype for COI, but with only
five segregating sites. It is in agreement with the faster rate
of mutation for COI gene."® Phylogenetic analysis recovered
T. jatai as a sister species to T. costalimai with high clade sup-
port (BPP = 98%; Figure 1). Results from both genes were
congruent, revealing that 7. jatai and T. costalimai exhibit
higher p-distances than between valid species. For 168, the
p-distances between 7. jatai and T. costalimai were all 0.025.
A greater differentiation between T. jatai and T. costalimai
was observed for COI (P = 0.097-0.100). For both gene frag-
ments, the distances between 7. jatai and T. costalimai were
greater than the ones within Rubrovaria (7riatoma rubrovaria,
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TaBLE 1
Samples of triatomines used in this work
Subcomplex® Species Origin
Matogrossensis  Triatoma jatai_03 Parana, TO
T. jatai_05 Parana, TO
T. jatai_16 Parana — TO

Triatoma costalimai_06
T. costalimai_09

Aurora do Tocantins, TO
Aurora do Tocantins, TO
Triatoma williami_04 Barra do Gargas, MT

T. williami_05 Barra do Garcas, MT
Triatoma sordida_PARO03 Paranaiba, MS

T. sordida_1TA24 Itaobim, MG

TO, MT, MS, and MG are Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, and Minas Gerais
states, respectively.

Sordida

Triatoma circummaculata, and Triatoma caracavalloi) and
Infestans subcomplexes (7riatoma infestans, Triatoma platensis,
and Triatoma delpontei).

When a taxonomic unit is described, it is important to
undertake studies to increase knowledge for the entity in all
grounds. Phylogenetic analysis of 7. jatai based on mitochon-
drial genes demonstrated the close genetic relationship between
T. jatai and T. costalimai, as it has been initially evidenced by
morphological characters and geometric morphometrics of
wings.! Despite the distinctions in taxa set, the topologic posi-
tion for the remaining species in our tree was similar to the
source from where they were downloaded,*® as expected.

Evaluating the evolutionary relationships of newly described
or sylvatic species is crucial for understanding their vector role
in Chagas disease epidemiology.*>!* In addition, the taxo-
nomic validity of closely related species is sometimes a matter
of questioning,'>'® and molecular approaches must accomplish
a good dataset on distinct grounds. The large number of muta-
tions that 7. jatai have accumulated in regard to 7. costalimai
suggests a longer term separation than among members of

TABLE 2

Accession codes from GenBank sequences of Triatoma and out-
group species used in the phylogenetic analysis

Subcomplex® Species 168 cor

Brasiliensis Triatoma brasiliensis KC248985 K(C249318
Triatoma sherlocki KC249068 KC249377
Infestans Triatoma infestans KC249014 KC249348
Triatoma platensis KC249363 KC249047
Triatoma delpontei KC249332 KC249001
Maculata Triatoma maculata AF324524  AF449139

KT601153 KT601162
KT601154 KT601163
KT601155 KT601164
KTo601151 KT601160
KTo601152 KT601161
KT601156 KT601165
KT601157 KT601166
KC571993  K(C249327
KC249036 KC249359
KC249038 KC249361
KC571994  KC608984
KC571997  KC608989

Matogrossensis  Triatoma jatai_03
T. jatai_05
T. jatai_16
Triatoma costalimai_06
T. costalimai_09
Triatoma williami_04
T. williami_05
T. costalimai
Triatoma matogrossensis
T. matogrossensis
Triatoma guazu
Triatoma vandae

Rubrovaria Triatoma carcavalloi KC248990 K(C249322
Triatoma circummaculata KC248994 K(C249323
Triatoma rubrovaria KC249066 K(C249375
Sordida Triatoma guasayana K(C249342 KC249010
Triatoma sordida KC249077 KC249386
T. sordida PARO3 KT601158 KT601167
T. sordida ITA 24 KT601159 KT601168
Outgroup Panstrongylus megistus KC248975 KC249312

Sequences obtained in this study are given in bold.

Infestans subcomplex. Morphological features evaluated for
the sympatric 7. jatai and T. costalimai® are supported by our
results and confirm the status of 7. jatai. What is more, by
using 143 field samples of 7. jatai, 113 of T. costalimai and
other triatomine species, these authors addressed the close
relationship between 7. jatai and T. costalimai, in agreement
with our results.

Mitochondrial genes are easy to sequence and have histor-
ically provided great contribution for phylogenetic recon-
struction among triatomines.*'*!'* However, Mas-Coma and
Bargues'? brought up some limitation for inferences on
closely related taxa based on mitochondrial genes, particu-
larly when dealing with sympatric or parapatric species with-
out a clear barrier of isolation. These limitations rely mainly
on introgression (sometimes followed by mitochondrial selec-
tion), complex population structure, and sex-biased gene
flow. Taking into account some weakness of mitochondrial
genome for inferences, the further use of nuclear markers
(e.g., nuclear ribosomal DNA) is important. It is worth men-
tioning that females of 7. jatai exhibit shorter wings, and are
probably unable to fly, as observed by Almeida and others
for Triatoma sherlocki,'” also a brachypterous species. The
sessile characteristic for females must be taken into account
for further population genetic studies.

Recently, Alevi and others'® described the Matogrossensis
subcomplex cytogenetically and observed that the species of
this subcomplex have the same cytogenetic characteristics as
the species of the Rubrovaria subcomplex. Gardim and
others!® and Justi and others® have already brought up the
non-monophyly of the Matogrossensis subcomplex. Hence,
T. jatai shall be considered for reevaluating this group.
Because some clades did not have high clade support within
this subcomplex,'® we recommend the use of longer genes, a
more complete species set, and multiple molecular markers,
also containing nuclear genes. We also strongly recommend
studies on the biological cycle, reproductive compatibility
between T. jatai and T. costalimai as well as morphological
studies of nymphs and antennal phenotype.
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Ficure 1. Bayesian inference consensus of the combined analysis of sequences of Triatoma species focused on Triatoma jatai based on 16S
and COI genes. Molecular evolution models for each partition were HKY+I+G for 765 (444 bp) and GTR+I+G for COI (492 bp). Numbers
above the nodes indicate Bayesian posterior probabilities. Panstrongylus megistus was selected as out-group.
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ANEXO F

ARTIGO PUBLICADO PELA AUTORA RELACIONADO COM ESTA TESE,
MAS QUE NAO INTEGRA A MESMA.
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The hemipteran subfamily Triatominae includes 150 blood-sucking species, vectors of Chagas disease. By far the
most specious genus is Triatoma, assembled in groups, complexes and subcomplexes based on morphological
similarities, geographic distribution and genetic data. However, many molecular studies questioned the species
integration of several subcomplexes as monophyletic units. In triatomines, chromosomal position of major ribo-
somal DNA (rDNA) loci is extremely variable but seems to be species-specific and an evolutionary conserved ge-
netic trait, so that closely related species tend to have ribosomal clusters in the same chromosomal location.
Considering that the autosomal position as the ancestral character for all heteropteran species, including
triatomines, we suggest that the movement of rDNA loci from autosomes to sex chromosomes rapidly
Holocentric chromosomes established reproductive barriers between divergent lineages. We proposed that the rDNA translocation from
Location changes of rDNA clusters the autosomes to the sex chromosomes restrict reproductive compatibility and eventually promote speciation
FISH processes. We analyzed the chromosomal position of 45S rDNA clusters in almost all species of the
matogrossensis, rubrovaria, maculata and sordida subcomplexes. The fluorescent in situ hybridization results
are discussed considering the available genetic data and we proposed new arrangements in the species that con-
stitute each one of these subcomplexes.
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1. Introduction

Triatomines are blood-sucking insects which are well known for
being vectors of Chagas disease or American trypanosomiasis. This ill-
ness is considered as the most serious human parasitic disease of Latin
America with around 6-7 million infected people (WHO, 2016). In the
absence of vaccines or adequate drugs for large-scale treatment, the re-
duction of disease burden critically depends on the control of vector
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transmission by triatomines. Given so, a correct taxonomic identifica-
tion of species is extremely important for successful control campaigns.

The subfamily Triatominae includes 150 species in 15 to 18 genera,
being by far the more frequent the Triatoma genus with 73 species
(Galvao and Paula, 2014). Historically, several authors have assembled
the Triatoma species in different groups and complexes based on their
external characters and the genitalia of both sexes (Ryckman, 1962;
Usinger et al., 1966; Lent and Wygodzinsky, 1979; Carcavallo et al.,
2000). Currently, the most accepted grouping was proposed by
Schofield and Galvao (2009), which subdivides Triatoma species in
groups, complexes and subcomplexes based on morphological similari-
ties, geographic distribution and genetic data. Although complex and
subcomplexes are not considered as taxonomic categories for the Inter-
national Code of Zoological Nomenclature (ICZN, 1999) its application
on Triatominae attempt to reveal phylogenetic relationships. This
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means that a subcomplex species represents a monophyletic unit in-
cluding evolutionarily closed related species derived from a common
ancestor. The establishment of monophyletic assemblages is very im-
portant in order to infer possible common attributes related to their bi-
ology, epidemiological significance and response to control
interventions (Schofield and Galvao, 2009). Within Triatoma genus,
these authors recognized 14 monophyletic units, most of them support-
ed with different genetic analyses. However, new studies based on com-
parisons of DNA sequences question the species integration of several
subcomplexes. These questions mainly involves almost all Triatoma
subcomplexes from South America, such as brasiliensis (Gardim et al.,
2014), maculata (Dos Santos et al., 2007; Carbajal de la Fuente et al.,
2008), matogrossensis (Gardim et al., 2013; Teves et al., 2016) and
rubrovaria (Noireau et al., 2002; Almeida et al.,, 2009; Justi et al., 2014).

Triatominae subfamily species, similar to other heteropterans have
holocentric chromosomes, i.e. chromosomes with diffuse or non-local-
ized centromeres (Hughes-Schrader and Schrader, 1961). The absence
of a primary constriction and their homogeneity in their autosomal
number limited comparative and evolutionary chromosomal studies
(Panzera et al., 2010). As a taxonomic tool, banding techniques applica-
tion has been a valuable for karyotypic differentiation and to detect
cryptic species, particularly in sordida subcomplex (Panzera et al.,
1997, 2015). Recent application of fluorescent in situ hybridization
(FISH) to determine the chromosomal position of major ribosomal clus-
ters shows that this trait is species-specific and also with a striking
inter-specific variability, revealing an extraordinary dynamics of change
in the genomes during the evolution in this insect group (Panzera et al.,
2012). Ribosomal ribonucleic acid (rRNA) is the main structural and cat-
alytic component of the ribosome, being essential for protein synthesis
in all living organisms. It is indispensable for cell viability and is one of
only a few gene products present in all cells. In eukaryotes, the genes
encoding ribosomal RNA (rDNA) are present in multiple copies, ar-
ranged as clusters and located in one or more chromosomes, named nu-
cleolar chromosomes. Typically, each repeat unit of the major ribosomal
cluster (45S rDNA) contains three regions encoding the 18S, 5.8S and
28S rRNAs.

In a wide range of organisms, including fungi, animals and plants,
the location, size and degree of repetition of the basic repeat unit are
highly variable. However, the nucleotide sequences of the coding re-
gions are evolutionarily highly preserved by concerted evolution and
they are frequently used to develop DNA probes that allow the chromo-
some location of the rDNA loci by FISH (reviewed in Richard et al.,
2008). In different insect groups, such as Coleoptera, Diptera, Hymenop-
tera, Lepidoptera and Orthoptera, the distribution of these conserved
rDNA clusters can be apply for the establishment of physical maps
with phylogenetic and evolutionary goals (Hirai et al., 1996; Proenca
et al., 2005; Roy et al., 2005; Cabrero and Camacho, 2008; Cabral de
Mello et al., 2011; Sichova et al., 2013).

In Heteroptera order, FISH analyses of a hundred species from 38
genera showed that the rDNA clusters are restricted to one or two loci
per haploid genome. The chromosomal position is extremely variable;
on a pair of autosomes (exceptionally 2), on m-chromosomes, on one
or two sex chromosomes or simultaneously on a pair of autosomes
and the X chromosome. The most predominant location is on one auto-
somal pair, recorded in species with different chromosome numbers
and sex chromosome systems, involving eight of ten studied families in-
cluding the most ancient groups (Grozeva et al., 2015), being consid-
ered as an ancestral character of the Heteroptera order. In spite of that
ribosomal loci are regularly inherited by Mendelian fashion, changes
in the position of rDNA loci are often originated by chromosomal rear-
rangements such as fusions, fissions or translocations. In some ants
and heteropteran species, these changes may imply modifications in
the chromosome number (Hirai et al., 1996; Bressa et al., 2009). Howev-
er, in Triatominae, given that the number of autosomes remains almost
unaffected (almost all species have 20 autosomes), we can rule out that
these chromosomal rearrangements are responsible for variation of

rDNA position. Inter-chromosomal mobility of rDNA by other mecha-
nisms such as ectopic recombination and transposition is frequently re-
ported in several insect groups (Cabrero and Camacho, 2008; Nguyen et
al., 2010; Cabral de Mello et al., 2011) that could be also the origin of the
rDNA location changes observed in Heteroptera (Panzera et al., 2012).
In triatomines, chromosomal position of rDNA loci seems to be an evo-
lutionary conserved genetic trait, so that closely related species tend to
have the ribosomal genes in the same chromosomal location (Panzera
et al, 2012, 2015).

In the current paper, we analyzed the 45S rDNA clusters chromo-
somal position in almost all species of the matogrossensis, rubrovaria,
maculata and sordida subcomplexes, using an 18S rDNA probe isolated
from Triatoma infestans. Our FISH results are discussed considering ge-
netic data available and we proposed new arrangements in the species
that constitute each one of these subcomplexes.

2. Materials and methods

In this paper we compared the 45S rDNA clusters chromosomal loca-
tion in 21 of the 25 recognized species of matogrossensis, rubrovaria,
maculata and sordida subcomplexes, ten of them described here for
the first time (Table 1). About previously reported species, we improve
our analysis including new populations. The four misplaced species
(Triatoma deanorum, Triatoma limai, Triatoma oliveirai, and Triatoma
arthurneivai) were not analyzed because of the great difficulty to collect
and keep them alive in insectariums (Noireau et al., 2002). Geographical
origin, number of individuals analyzed and results about the chromo-
some location of ribosomal clusters are detailed on Table 1, including
previous FISH data.

FISH was carried out using squashed gonad preparations. The go-
nads were extracted from living adult insects and fixed in ethanol-acetic
acid (3:1). FISH procedure was applied using as probe an 18S rDNA frag-
ment of 807-bp isolated from T. infestans from Uruguay as described by
Panzera et al. (2012). Chromosome slides were examined under a Nikon
Eclipse 80i microscope and the images were obtained with a DS-5Mc-
U2 digital camera. For each specimen, at least 20 cells in meiotic (meta-
phase [, Il or diplotene) or mitotic divisions were analyzed to determine
45S rDNA clusters chromosomal location. Images were processed with
the Adobe Photoshop® software.

3. Results

All species from matogrossensis, rubrovaria, maculata and sordida
subcomplexes present the same diploid chromosome number of 22
chromosomes, constituted by 20 autosomes plus two sex chromosomes
(XY in males and XX in females). In all species, the Y chromosome pre-
sents an intermediate size and always appears C-heterochromatic.

The 45S rDNA cluster has 1 or 2 chromosome loci per haploid ge-
nome, showing three location patterns: on one autosomal pair (14 spe-
cies) (Fig. 1A, Band C), on the X and Y chromosomes (5 species) (Fig. 1D
and E) and on the X chromosome (2 species) (Fig. 1F). Each analyzed
species presented only one rDNA location pattern; intraspecific varia-
tion was not observed. In species that show the ribosomal clusters on
both sex chromosomes, the X chromosome signal is much more intense
than that observed in the Y chromosome (Fig. 1E), except in T. jurbergi
which both sex chromosomes have similar signal intensity (Fig. 1D).
In all cases, the hybridization signals were located in a terminal or sub-
terminal chromosomal position. FISH results are summarized in Table 1,
including new and previous data.

Considering the subcomplexes until now recognized (Table 1), all
rubrovaria subcomplex species are homogenous in their ribosomal clus-
ters chromosomal location, presenting the rDNA signals on an autoso-
mal pair (Fig. 1A). On the contrary, matogrossensis, maculata and
sordida subcomplexes include species with rDNA clusters in different
chromosomes. Matogrossensis and maculata subcomplex species pres-
ent two ribosomal patterns: some species with 45S rDNA on an
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Table 1

Geographical origin of analyzed species and chromosomal location of 45S rDNA clusters by
fluorescent in situ hybridization (FISH), according to the subcomplexes proposed by Scho-
field and Galvdo (2009). Between brackets we included the number of individuals ana-
lyzed. LNIRTT = Laboratério Nacional e Internacional de Referencia em Taxonomia de
Triatomineos, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil; LIVEDIH = Laboratério
Interdisciplinar de Vigilancia Entomolégica em Diptera e Hemiptera, Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, Brazil. CE = Ceard; GO = Goias, MG = Minas Gerais; MS = Mato
Grosso do Sul; MT = Mato Grosso; ND = not determined RS = Rio Grande do Sul; RO
= Roraima; SP = Sdo Paulo, TO = Tocantins; D = domestic; P = peridomestic; S =

Table 1 (continued)
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Species

Geographical origin

45S rDNA
location

T. guasayana

Utracan, La Pampa, Argentina, P. [3]
Avellaneda, Rio Negro, Argentina, P. [3]

Populations from Argentina & Bolivia. S. [24]

paird
One autosomal
pair?
One autosomal
pair?
One autosomal

sylvatic.

Species

Geographical origin

45S rDNA
location

Rubrovaria subcomplex

T. carcavalloi

Sao Jer6nimo, RS, Brazil. LNIRTT. [2]

One autosomal

pair®

T. circummaculata  Cerro Largo, Uruguay. S. [2] One autosomal
pair?

Vila Sdo Jer6nimo, RS, Brazil. LNIRTT. [2] One autosomal
pair¢

T. klugi Nova Petrépolis, RS, Brazil. LNIRTT. [2] One autosomal
pair?

T. rubrovaria Artigas, Uruguay. S. [2] One autosomal
pair®

ND. Araraquara (SP) & LNIRTT insectaries. One autosomal
[10] pair®

T. pintodiasi Cagapava do Sul, RS, Brazil. LNIRTT. [2] One autosomal

Matogrossensis subcomplex

pair?

T. baratai Corumbd, MS, Brazil. LNIRTT. [2] One autosomal
pair?
T. costalimai Posse, GO, Brazil. LNIRTT. [2] One autosomal
pair¢
Aurora de Tocantins, TO, Brazil. LIVEDIH. [2]  One autosomal
paird
T. guazu Barra do Gargas, MT, Brazil. LNIRTT. [3] One autosomal
pair¢
T. jatai Parand, TO, Brazil. LIVEDIH. [3] One autosomal
pair?
T. williami Fazenda Nova, GO, Brazil. LNIRTT. [2] One autosomal
pair?
Barra do Gargas, MT, Brazil. LNIRTT. [2] One autosomal
pair¢
T. jurbergi Alto Gargas, MT, Brazil. LNIRTT. [3] X&Y
chromosomes?
T. matogrossensis ~ Serra das Arenas, MT, Brazil. LNIRTT. [3] X&Y
chromosomes®
ND. Araraquara (SP) & LNIRTT insectaries. X&Y
[11] chromosomes*®
T. vandae Rondonépolis, MT, Brazil. LNIRTT. [3] X&Y
chromosomes”
Maculata subcomplex
T. maculata Boa Vista, RO, Brazil. P. [2] X&Y
chromosomes®
Bolivar, RO, Venezuela. LNIRTT. [2] X&Y
chromosomes?
T. Sobral, CE, Brazil. LNIRTT. [2] One autosomal
pseudomaculata pair®
Alem Paraiba, MG, Brazil. S. [2] One autosomal
pair¢
T. wygodzinsky Sdo Jodo da Boa Vista, SP, Brazil. S. [2] Onebautosomal
pair’

Espirito Santo do Pinhal, SP, Brazil. LNIRTT.
[2]

Sordida subcomplex

One autosomal
pair?

T. sordida Populations from Argentina, Bolivia & X&Y
Argentina Paraguay. D, P, S. [29] chromosomes®
T. sordida sensu  Populations from Brazil, Bolivia & Paraguay. X
stricto D, P. [34] chromosome®©
T. garciabesi Populations from Argentina, Bolivia & X
Paraguay. P, S. [39] chromosome®¢
T. patagonica 9 de julio, Santa Fe, Argentina. P. [4] One autosomal
pair¢
Mitre, Santiago del Estero, Argentina. P. [4]  One autosomal
pair?

San Martin, San Luis, Argentina. P. [1]

One autosomal

pair®
FISH data from Bardella et al. (2010)?, Panzera et al. (2012)®, Panzera et al. (2015) and this
paper.

autosomal pair (Fig. 1B), while other carry them on both sex chromo-
somes (X and Y) (Fig. 1D). Sordida subcomplex species have three ribo-
somal patterns: on an autosomal pair (Fig. 1C), on both sex
chromosomes (Fig. 1E) or on one sex chromosome (X chromosome)
(Fig. 1F).

4. Discussion
4.1. Chromosomal location of rDNA clusters as taxonomic marker

In the 47 Triatomini tribe species currently studied, including ten
species here described for the first time, the most frequent location of
the rDNA is on one autosomal pair (30 species), usually the largest
one, so it could be considered as ancestral for this group. The movement
of the ribosomal clusters from autosomes to one (8 species) or both sex
chromosomes (7 species) would be a secondary change, so the location
of rDNA loci on sex chromosomes should be considered as an
apomorphic character. Since the location of the rDNA loci on one or
both sex chromosomes is observed in phylogenetically distant
triatomini groups (Dipetalogaster, Eratyrus, Mepraia and several
Triatoma species), it is likely that the transfer of rDNA loci from auto-
somes to sex chromosomes occurred several times during the evolution
of this group. Analysis of rDNA loci in Triatomini suggests that each spe-
cies tend to fix its chromosomal position (character species-specific), so
that groups with a common ancestry tend to have the same chromo-
somal location for rDNA loci.

4.2. Changes of location of rDNA clusters as an isolation mechanism and
promoter of speciation

Such as observed in other insects, the movements of rDNA clusters
from autosomal to sex chromosomal positions could alter the dynamics
of gene recombination as well as the gene flow, genetic differentiation
and speciation (Setre et al., 2003). The genes residing on the X chromo-
some present a very different environment than autosomal genes in
terms of gene expression and natural selection (Vicoso and
Charlesworth, 2006). Recombination rates vary widely depending on
the genomic position (autosomes or sex chromosomes) and the linkage
with genes under selection. Since the sex chromosomes in male
triatomines are asynaptic and achiasmatic (Solari, 1979), their rates of
homologous recombination are reduced by half for the X chromosomes
(which occurs only in females) and to virtually zero for the Y chromo-
some. In addition, the hemizygosity of the X chromosome in males
will greatly increase the selection of recessive mutations, differentiating
thus the rate of mutational changes between the autosomes and sex
chromosomes. This can result in faster adaptive evolution of X chromo-
somes (the faster X effect) (Kaiser and Bachtrog, 2010). As the result of
reduced recombination, genetic barriers to gene flow may arise rapidly
between populations which fixed sex chromosomal variants. Similar as
suggested in lepidopteran speciation (Sichova et al., 2013), the reduced
recombination of sex chromosomes enable the accumulation of genetic
incompatibilities and leads to divergence and speciation in triatomines.
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Fig. 1. Localization of 45S ribosomal DNA by fluorescent in situ hybridization (FISH) in male meiosis and spermatogonial prometaphase in different Triatoma species from South America,
using 18S rDNA as probe. All species showed a diploid chromosome number of 22 chromosomes (2n = 20 autosomes plus XY in males, XX in females). rDNA hybridization signals (in red)
are located on one autosomal pair (A-B-C), on both XY sex chromosomes (D-E) or only on one X chromosome (F). (A): T. klugi. Second meiotic metaphase (MII). (B): T. costalimai. First
meiotic metaphase (MI). (C): T. patagonica. Spermatogonial prometaphase. Hybridization signals are located in interstitial position on one pair of autosomes. (D): T. jurbergi. MI.
Hybridization rDNA signals of similar intensities are located on both sex chromosomes. (E): T. maculata. MI. Ribosomal DNA signals on X chromosome are more intensity than the
observed on the Y chromosome. (F): T. sordida sensu stricto. MI. Only one sex chromosome (X) shows rDNA clusters. Scale bar = 10 pum.

Another important consequence of the rDNA change from auto-
somes to sex chromosomes is the generation of new linkage groups in
the X chromosomes. According to the available information in Diptera,
controlling sex genes and reproduction-related traits genes are abun-
dant on the X chromosomes, and many of them are involved in barriers
to gene flow between diverging lineages (Noor and Feder, 2006). These
genes, so-called “speciation” or “barrier” are related with reproductive
isolation, including both pre-zygotic (such as pheromones) and post-
zygotic isolations (hybrid sterility and hybrid inviability) (for review
see Qvarnstrom and Bailey, 2009). As a result of the insertion of the ri-
bosomal genes it is likely that the formation of new linkage groups in
the X chromosome establishes reproductive isolation among popula-
tions with different locations of the ribosomal genes. The translocation
of ribosomal genes to sex chromosomes results in changes of the evolu-
tionary dynamics and also has an effect on speciation. A hybrid resulting
from a cross between two individuals with different localization of the
rDNA loci (autosomes and sex chromosomes) produces unbalanced
gametes in the number of rDNA loci resulting in reproductive disadvan-
tage. Depending on the particular genotypes participating in a breeding,
the combination of certain gametes could lead to a significant propor-
tion of unviable zygotes (e.g., without rDNA clusters), selecting against
heterozygotes and maintenance of polymorphisms in a population.
These negative effects can be overcome if the two populations have
fixed rDNA loci in both chromosomal positions. The simultaneous pres-
ence of rDNA loci in at least one sex chromosome and autosomes in re-
ported in few species of Diptera (Roy et al., 2005), Coleoptera (Cabral de
Mello et al., 2011) and Orthoptera (Cabrero and Camacho, 2008). In
holocentric chromosomes, this double location is exceptional, having
been reported only in two triatomine species: T. delpontei and T.
infestans (Panzera et al., 2012, 2014). The last one exhibits an extensive

rDNA polymorphism involving more than one autosomal pair together
with the X chromosome in their putative center of origin, but shows a
strong tendency to fix the ribosomal clusters on the X chromosome dur-
ing its dispersion process (Panzera et al., 2014). In conclusion, we pro-
pose that the rDNA translocation from the autosomes to the sex
chromosomes limits reproductive compatibility and eventually pro-
mote speciation, similar as reported for other chromosomal rearrange-
ments (Butlin, 2005). Perhaps the reverse movement of rDNA loci, i.e.
from the sex chromosomes to autosomes is highly unlikely, given the
new gene linkage relationships in the X chromosome and the establish-
ment of isolation barriers to gene flow. Probably this mechanism may be
acting on other insect groups, including with monocentric chromo-
somes such as Coleoptera, provided that the number of ribosomal clus-
ters is present on one or two chromosomes per haploid complement.

4.3. Phylogenetic relationships in Triatominae subcomplexes

Triatominae species show high morphological plasticity which sug-
gests that ecological factors may be the main force driving speciation
in Triatominae (Dujardin et al., 1999). Very closely related species are
able to develop rapid morphological changes in response to the adapta-
tion to new environments. Conversely, similar morphs adapted to the
same ecotope could be derived from different ancestors (Dujardin et
al., 1999). Thus the existence of morphologically similar species could
be reflecting both their evolution from a common ancestor or conver-
gent adaptation to the same ecological niche. This phenotypic flexibility
leads to misidentification of distinct genetic units by morphological
convergence, arising taxonomic uncertainties in the description of
new subspecies, species or even genera. Considering that the
Triatominae species groupings in complexes and subcomplexes are
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mainly based on morphologically similarities (Schofield and Galvao,
2009), the morphological plasticity confused both species identification
and the establishment of evolutionarily related groups.

Phylogenetic origin of blood-feeding Triatominae has received con-
siderable attention due to the epidemiological significance as vectors
of Chagas disease. Conflicting hypotheses support Triatominae as a
monophyletic (HypSa et al, 2002; Patterson and Gaunt, 2010;
Weirauch and Munro, 2009), polyphyletic (Schofield, 1988; Paula et
al., 2005; Schofield and Galvao, 2009) or paraphyletic group (Hwang
and Weirauch, 2012). Although that the monophyly or polyphyly of
Triatoma genus is unclear, there is unanimity in considering that the
South American Triatoma species (except T. melanocephala, T.
tibiamaculata and T. vitticeps) constitute a monophyletic group (Hypsa
et al., 2002; Schofield and Galvao, 2009; Gardim et al., 2014; Justi et
al, 2014).

Chromosomal differentiation in triatomines is mainly restricted to
the variation of different repeated sequences, particularly the C-hetero-
chromatin and ribosomal clusters (for reviews see Panzera et al., 2010,
2012). Cytogenetic analyses of more than 80 species reveal that most
species which constitute each subcomplex share similar chromosomal
characteristics, such as autosomal heterochromatin localization and
rDNA clusters chromosomal position. Chromosomal change rate is
very different among subcomplexes, some of them where species
change rapidly (e.g., infestans subcomplex) and others where the spe-
cies remain completely undifferentiated (e.g., phyllosoma subcomplex).
Our working hypothesis is that the chromosomal location of major
rDNA clusters is a species-specific character and evolutionary conserved
trait, so that closely related species tend to have the major ribosomal
clusters in the same chromosomal location.

In this paper, considering the ribosomal clusters chromosomal loca-
tion by FISH and in the light of the available molecular data, we have
evaluated the species integration of maculata, matogrossensis,
rubrovaria and sordida subcomplexes, and propose new arrangements
that reflect their evolutionary relationships more accurately.

4.3.1. Rubrovaria subcomplex

It includes seven species that share morphological characteristics
and geographical distribution (southern Brazil, Uruguay and North-
western Argentina): T. rubrovaria, T. carcavalloi, T. circummaculata, T.
klugi, T. limai and T. oliveirai (Schofield and Galvdo, 2009). Recently, T.
pintodiasi was described and incorporated in this subcomplex due to
its close morphological, morphometric and biochemical (hemolymph
proteins) similarities (Jurberg et al., 2013).

Several morphometric and molecular analyses show close evolu-
tionary relationships among T. carcavalloi, T. circummaculata, T. klugi
and T. rubrovaria (Garcia et al., 2001; Hypsa et al., 2002; Sainz et al.,
2004; Paula et al., 2005; Almeida et al., 2009, Gardim et al., 2014). Mor-
phometric similarities between T. klugi and T. oliveirai were reported by
Noireau et al. (2002). Membership in this subcomplex of T. limai, T.
oliveirai and T. pintodiasi must be confirmed as there are no molecular
data on these 3 species.

Our FISH results show that all rubrovaria species analyzed hitherto
present the ribosomal clusters on an autosomal pair (Tables 1 and 2),
confirming their close phylogenetic relationships. Furthermore, two
other species belonging to sordida subcomplex show the same chromo-
some location: T. guasayana and T. patagonica (Table 1). Analyses of sev-
eral nuclear and mitochondrial fragments also cluster these two species
in the same clade within rubrovaria subcomplex (Garcia et al., 2001;
Hypsa et al., 2002; Sainz et al., 2004; Paula et al., 2005; Almeida et al.,
2009; Gardim et al., 2014). The close association among T. sordida and
T. guasayana observed in phylogenetic trees with COI and Cyt b frag-
ments reported by Gardim et al. (2013) and Justi et al. (2014) probably
are due to an incorrect identification of the analyzed specimens since to
their great morphological similarity, as has been suggested by Panzera
et al. (2015).

Table 2
New proposal of South American Triatoma species involving maculata, matogrossensis,
rubrovaria and sordida subcomplexes previously grouping by Schofield and Galvao
(2009).

Subcomplex proposed by Our new proposal Chromosomal

Schofield & Galvao (2009) localization of
ribosomal
clusters

RUBROVARIA: T. carcavalloi, T.  One autosomal
circummaculata, T. klugi, T. pair

limai*®, T. oliveirai®®, T.

rubrovaria plus T. pintodiasi®, T.

guasayana, T. patagonica (from

sordida subcomplex)

ELIMINATED

Rubrovaria: T. carcavalloi, T.
circummaculata, T. klugi, T.
limai, T. oliveirai, T.
rubrovaria

Matogrossensis: T. baratai, T.
costalimai, T. deaneorum, T.
guazu, T. jurbergi, T.
matogrossensis, T. vandae, T.
williami.

Sordida: T. garciabesi, T.

SORDIDA: T. garciabesi, T. One (X) or two

guasayana, T. patagonica, T. ~ sordida, T. sordida Argentina sex
sordida. (new species) plus T. jurbergi, chromosomes
T. matogrossensis, T. vandae (XY)
(from matogrossensis
subcomplex)
Maculata: T. arthurneivai, T. MACULATA: T. maculata Sex
maculata, T. chromosomes
pseudomaculata, T. (XY)
wygodzinskyi.
NEW SUBCOMPLEX: One autosomal

PSEUDOMACULATA or pair
ARTHURNEIVAL: T.

arthurneivai®®, T.

pseudomaculata, T.

wygodzinskyi plus T. baratai, T.
costalimai, T. deaneorum®®, T.

guazu, T. jatai, T. williami (from
matogrossensis subcomplex)

¢ Molecular data unknown.
b FISH data unknown.

In brief, considering all genetic data available and the similar ribo-
somal clusters location, we proposed that the rubrovaria subcomplex
would be constituted by the following species: T. carcavalloi, T.
circummaculata, T. guasayana, T. klugi, T. limai, T. oliveirai, T. patagonica,
T. pintodiasi and T. rubrovaria.

4.3.2. Maculata subcomplex

Currently, this subcomplex is constituted by four species: T.
maculata, T. pseudomaculata, T. arthurneivai and T. wygodzinskyi
(Schofield and Galvao, 2009). These species are extremely similar and
cannot be easily distinguished considering external characters alone.
However, their ecological behavior is very different; the first two are ar-
boreal while the latter are rupicolous (Lent and Wygodzinsky, 1979).
Geometric morphometric analyses on wings suggested a misidentifica-
tion between T. arthurneivai and T. wygodzinskyi (Carbajal de la Fuente
etal.,, 2010). For this reason all published genetic data on T. arthurneivai
must correspond to T. wygodzinskyi. T. arthurneivai would be restricted
to Sierra do Cipd (Minas Gerais, Brazil) and no genetic data are available.

According to Schofield (1988), T. maculata and T. pseudomaculata re-
sulted from the evolution of two geographic populations derived from a
common ancestor. Our FISH results clearly splits the maculata
subcomplex in two clades: species with the ribosomal genes in an auto-
somal pair (T. pseudomaculata and T. wygodzinskyi) and a species having
the ribosomal genes in both sex chromosomes (T. maculata) (Table 1,
Fig. 1). This clear division (T. maculata vs T. pseudomaculata/T.
wygodzinskyi) and the close evolutionary relationship between T.
pseudomaculata and T. wygodzinskyi were also been reported by isoen-
zymes (Dos Santos et al., 2007), nuclear (Bargues et al., 2008; Justi et
al., 2014) and mitochondrial sequences (Hyps3a et al., 2002; Paula et
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al., 2005; Justi et al., 2014). Genetic similarity between T. maculata and T.
pseudomaculata is only reported by two papers (Sainz et al., 2004;
Gardim et al.,, 2014). In the first paper the similarity between both spe-
cies is due to a species misidentification, considering that T. maculata is
not distributed in Sergipe (Brazil) (AF324512/AF324524). Same issue is
probably happening with the specimens used by Gardim et al. (2014)
which are from an unknown origin and at least 30 years old insectary
colony.

In brief, unlike Schofield (1988) proposal, genetic data including our
FISH results strongly suggest that T. maculata and T. pseudomaculata/T.
wygodzinskyi not derived from a recent common ancestor and are evo-
lutionarily distinct units. We propose the formation of a new
subcomplex provisionally named Pseudomaculata including T.
pseudomaculata and T. wygodzinskyi (Table 2) along with other species
(see below). Molecular analyses on T. arthurneivai should determine
whether this species belongs to maculata or pseudomaculata
subcomplexes. In the latter case the new subcomplex will be called
arthurneivai since as it would be the first species originally described.
Considering the similar geographical distribution and habits of both
species, probably T. arthurneivai is close to T. wygodzinskyi. On the
other hand, we proposed that T. maculata constituted a separated
subcomplex formed only by this species. Phylogenetic trees positioned
this species alone and in a basal position within South American
Triatoma (Hyps$a et al,, 2002; Paula et al., 2005; Justi et al., 2014).

4.3.3. Matogrossensis subcomplex

Includes nine species which share morphological characteristics, all
terrestrial and distributed throughout the Pantanal ecosystem in Cen-
tral-Western Brazil and Paraguay: T. baratai, T. costalimai, T. deaneorum,
T. guazu, T. jurbergi, T. matogrossensis, T. vandae and T. williami (Schofield
and Galvdo, 2009). Recently, T. jatai was described and incorporated in
the matogrossensis subcomplex due to its close morphological, mor-
phometric and genetic similarities with T. costalimai (Gongalves et al.,
2013; Teves et al., 2016). Molecular data of T. deaneorum are not
available.

None DNA sequences analysis succeeded to recover a clade formed
by matogrossensis subcomplex species, reflecting a conflict between
ecologic and genetic data (Hypsa et al., 2002; Sainz et al., 2004; Paula
et al,, 2005; Gardim et al., 2013; Justi et al., 2014; Teves et al., 2016).
Our FISH results clearly splits the matogrossensis subcomplex in two
clusters: species with the ribosomal genes on an autosomal pair (T.
baratai, T. costalimai, T. guazu, T. jatai and T. williami), and species bear-
ing the ribosomal clusters on both sex chromosomes (T. jurbergi, T.
matogrossensis and T. vandae) (Table 1, Fig. 1). A same dichotomy was
also reported by morphometry (eight measurements of head and tho-
rax) and isoenzyme (18 loci) analyses (Noireau et al., 2002) on the for-
mer called “T. oliveirai complex” (Carcavallo et al., 2001) currently
matogrossensis subcomplex. Several analyses with mitochondrial
genes (mainly 12S and 16S rDNA) have shown that T. jurbergi, T.
matogrossensis and T. vandae are closely related among them and with
sordida species (T. sordida and T. garciabesi) (Garcia et al., 2001; Hypsa
et al., 2002; Sainz et al., 2004; Paula et al., 2005; Gardim et al., 2013;
Justi et al., 2014; Teves et al., 2016). All these species showed the
rDNA clusters on one or two sex chromosomes (Table 1). In conclusion,
considering all available genetic data and the similar ribosomal clusters
localization (all bearing ribosomal genes on sex chromosomes, either
both or just the X chromosome), we proposed that the sordida
subcomplex must be constituted by the following species: T. garciabesi,
T. sordida, T. sordida Argentina (putative new species suggested by
Panzera et al,, 2015) plus T. jurbergi, T. matogrossensis and T. vandae
(from matogrossensis subcomplex). From this subcomplex we excluded
T. guasayana and T. patagonica which has been proved to be related with
the rubrovaria subcomplex (Table 2).

In the other matogrossensis subcomplex subdivision, constituted by
T. baratai, T. costalimai, T. guazu and T. williami, their phylogenetic rela-
tionships among them are not clear, particularly the position of T.

costalimai. In this species, molecular analyses of different mitochondrial
genes (COI, COIl and cyt b) performed on individuals from Brazil and Bo-
livia (numbers 35 and 42, respectively) show very large genetic dis-
tances (over 8.3%), which reveals an incorrect species identification in
at least one of the specimens analyzed by Justi et al. (2014).

Isoenzyme and morphometric analyses clearly indicate a lack of dif-
ferentiation between T. guazu and T. williami (Noireau et al., 2002). DNA
sequence comparison between these two species of all mitochondrial
fragments available in GenBank (12S, 16S, COI, COIIl and Cyt b) reveals
nucleotide differences not exceeding 1.8% (data not showed), similar
as observed among conspecific populations. All this information, along
with a similar geographic distribution (Mato Grosso, Brazil), questions
the existence of T. guazu and T. williami as two separate species.

Our FISH results in T. baratai, T. costalimai, T. guazu, T. jatai and T.
williami (from matogrossensis subcomplex) as well as in T.
pseudomaculata and T. wygodzinskyi (from maculata subcomplex)
showed that the ribosomal clusters are localized on one autosomal
pair. Evolutionary relationships between these two groups of species
are not constant, and vary according to the specimens used and the mo-
lecular markers analyzed (Gardim et al., 2013). These inconsistencies
clearly reveal improper sequencing or misidentification of species,
such as above mentioned for T. costalimai. In spite of this, several phylo-
genetic trees, mainly with 12S and 16S fragments, show a close associ-
ation among the two species groups afore mentioned (Hyp3a et al.,
2002; Paula et al., 2005; Justi et al., 2014).

In summary, considering the available genetic data and the similar
ribosomal clusters localization, we propose the inclusion of T. baratai,
T. costalimai, T. deaneorum, T. guazu, T. jatai and T. williami within the
same subcomplex that T. pseudomaculata and T. wygodzinskyi (Table 2).

5. Conclusions

We suggest that the movement of rDNA loci from autosomes to sex
chromosomes rapidly established reproductive barriers between diver-
gent lineages in triatomines. The same chromosomal location of the ri-
bosomal genes reveals evolutionarily close species with a common
ancestor. Since these changes can occur several times independently
in distant triatomine groups, it is necessary to contrast the evolutionary
relationships obtained with rDNA location with phylogenetic markers,
such as the sequence comparisons of nuclear and mitochondrial
genes. Based on these assumptions, we propose a reordering of species
that composed several subcomplexes of Triatoma from South America.
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