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RESUMO

Os espermatozoides estdo entre os mais diversos tipos de células, e sua morfologia
frequentemente fornece dados que podem ser usados para avaliar as relagdes
filogenéticas. Eles também podem ajudar a esclarecer a natureza de “complexos
especificos”, que sdo comuns entre os triatomineos. No presente estudo, avaliamos o
comportamento de coOpula de Triatoma rubrovaria e a morfologia estrutural de
espermatozoides de T. carcavalloi, T. infestans, T. pintodiasi e T. rubrovaria. O
comportamento copulatorio foi descrito a partir do momento em que machos e fémeas
juntaram as genitalias até se separarem. A inseminacéo foi confirmada pela presenca de
um espermatdforo na bolsa copulatéria da fémea. Para medir seus espermatozoides, 0s
machos foram dissecados e suas vesiculas seminais removidas, esmagadas em laminas
de vidro e entdo os espermatozoides foram espalhados, fixados e observados sob um
fotomicroscopio. As imagens obtidas foram analisadas para medir o espermatozoide.
Vesiculas seminais também foram preparadas para microscopia eletrénica de
transmissdo. Realizamos K-means de agrupamento separadamente para cada espécie
para agrupar seus espermatozoides com base na morfologia. As diferencas no
comprimento dos espermatozoides entre as espécies de Triatominae, os tipos de
espermatozoides e a interacdo entre as espécies e o tipo de espermatozoide foram
avaliadas com uma andlise de variancia (ANOVA). O tempo de copula em T. rubrovaria
foi de 3 a 5 min, tempo suficiente para a transferéncia do espermatéforo. Todos os
taxons apresentaram espermatozoides polimorficos (curtos e longos), com diferencas
significativas nos comprimentos entre os taxons. Usando microscopia eletronica,
descobriu-se que as células espermaticas dos quatro taxons examinados tinham
morfologia ultraestrutural similar, confirmando a hipoGtese de sinapomorfias de

espermatozoides dentro da subordem Heteroptera.

Palavras-Chave: subcomplexo Triatoma rubrovaria, inseto vetor, reproducéo, sistema

reprodutor masculino
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ABSTRACT

Spermatozoa are among the most diverse cell types, and your morphology often data
that can be used to reliably evaluate phylogenetic relationships. They can also help to
clarify the nature of “specific complexes”, which are common among triatomines. In the
present study, we evaluated the copulation behavior of Triatoma rubrovaria and the
structural morphology of sperm from T. carcavalloi, T. infestans, T. pintodiasi, and T.
rubrovaria. Copulatory behavior was described from the moment males and females
genitalia joined until they separated. Insemination was confirmed by the presence of a
spermatophore in the female’s bursa copulatrix. To measure their sperm, males were
dissected and their seminal vesicles were removed, squashed on glass slides, and then
spread, fixed, and observed under a photomicroscope. The images obtained were
analyzed to measure the sperm. Seminal vesicles were also prepared for transmission
electron microscopy. We performed K-means clustering separately for each species to
group their sperm based on morphology. The differences in spermatozoa length among
species of Triatominae, sperm types, and the interaction between species and sperm type
were assessed with a two-way analysis of variance (ANOVA). The copulation time in T.
rubrovaria was 3 to 5 min, which was sufficiently long for spermatophore transfer. All
taxa showed polymorphic (short and long) sperm, with significant differences in the
lengths of sperm among taxa. Using electron microscopy, the sperm cells of the four
taxa examined were found to have similar ultrastructural morphology, confirming the
hypothesized synapomorphies of sperm within the suborder Heteroptera.

Keywords: Triatoma rubrovaria subcomplex; insect vector; male reproductive system;
reproduction
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1. INTRODUCAO

1.1 A cOpula em insetos

Grande parte do sucesso adaptativo dos insetos deve-se a caracteristicas de sua
reproducdo e desenvolvimento. Os insetos possuem varios tipos de reproducéo, a saber,
viviparidade, partenogénese, pedogénese, poliembrionia e hermafroditismo, no entanto,
a maioria das espécies reproduz-se de maneira sexuada (Nation, 2002). Isso significa
que as fémeas e machos sexualmente maduros devem estar presentes no mesmo local ao
mesmo tempo, para que, através do acasalamento, ocorra uma transferéncia de
espermatozoides. Uma vez que a maioria dos insetos se reproduz de maneira sexuada,
muitas espécies desenvolveram mecanismos de aproximacao entre oS sexos. Estes
mecanismos podem incluir sinais visuais, sonoros, vibracionais, tateis e/ou sinais
quimicos (Chapman, 1998).

A comunicacdo nos insetos, assim como em outros animais, € basica para sua
sobrevivéncia, porém, destaca-se essa importancia nos comportamentos sociais e
reprodutivos (Gullan & Cranston, 1994). Corte e cépula sdo exemplos de
comportamentos relevantes para a analise evolutiva em insetos (Sillén-Tullberg, 1981).
Apesar dos estimulos responsaveis pela atracdo sexual de muitos insetos serem espécie-
especificos, geralmente torna-se necessario um maior periodo de comportamento de
corte entre os parceiros (Chapman, 1982).

Na corte, macho e fémea trocam sinais intraespecificos, denominados liberadores
sociais (Cunha, 1974). Esses sinais (feroménios) conduzem 0s insetos a um estado de
prontiddo fisioldgica a partir da qual pode haver copula (Mayr, 1977; Carthy & Howse,
1980; Sordilho, 1988). A corte € um modo da fémea escolher ou selecionar o parceiro

mais apto para a fertilizagdo de seus ovos (Eberhard, 1991). A razdo sexual dentro das
14



populagdes de insetos ou mesmo a quantidade de fémeas “gravidas” ou em prontidao
sexual podem afetar a disponibilidade de escolha de uma fémea, fazendo com que os
machos passem a selecionar suas parceiras (Sillen-Tullberg, 1981).

Quando os adultos ndo se encontram proximos uns dos outros, é frequente que
individuos de um dos sexos sejam capazes de localizar seus parceiros por meio da
comunicagdo visual, quimica ou acustica (Lewis, 1984). Usualmente, um dos sexos
emite um sinal para atrair o outro sexo, através de sinais semioquimicos. Sinais
quimicos, especialmente, sdo mais efetivos para atrair parceiros sexuais a longa
distancia (Cardé & Bell, 1995; Cardé & Minks, 1997). Apds a localizacdo do parceiro, 0
comportamento de corte pode preceder ou ser parte de um acasalamento. Quando o
acasalamento € bem sucedido, a sequéncia comportamental resultard em transferéncia
de espermatozoides do aparelho reprodutor do macho para o da fémea (Groot, 2000).
Neste sentido, o comportamento de corte e cépula representa uma importante
ferramenta na interacdo dos organismos com 0 Sseu ambiente, e compreender esses

aspectos facilitam o entendimento de possiveis coloniza¢Ges domesticas.

1.2 Os Triatomineos

Hemiptera é uma ordem de insetos paurometabolos distinguidos pelo seu aparelho
bucal sugador, sendo composta pelas subordens Auchenorrhyncha (cigarras e
cigarrinhas), Sternorrhyncha (psilideos, pulgdes, cochonilhas) Coleorrhyncha e
Heteroptera (percevejos verdadeiros). A subordem Heteroptera, com mais de 40.000
especies descritas, representa uma das radiacdes mais bem sucedidas de insetos néo-

holometabolos (Weirauch & Schuh, 2011).
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Dentro de Heteroptera, trés caracteristicas diagndsticas sdo sinapomorficas: labio
inserido anteriormente na cabeca, ao contrario de posteriormente como em
Sternorrhyncha, Coleorrhyncha e Auchenorrhyncha; presenga de glandulas
metatorécicas nos adultos; e glandulas abdominais dorsais nos imaturos (Weirauch &
Schuh, 2011). A maioria das espécies de Heteroptera ¢ fitdfaga, se alimentando de seiva
e outros sucos produzidos pelas plantas, mas também existem algumas espécies
hematdfagas, e predadoras, de outros insetos e de outros invertebrados (Triplehorn &
Jonhson, 2011).

Os insetos da subfamilia Triatominae (Hemiptera, Heteroptera, Reduviidae),
chamados vulgarmente como barbeiros, chupes, chupancas, bicudos, fincdes ou
procotés, sdo comumente conhecidos das populacdes rurais de varias regiées do Brasil,
constituindo um grupo amplamente distribuido pela Regido Neotropical, possuindo 153
espécies descritas, abrigadas em 18 géneros e cinco tribos (Oliveira & Alevi, 2017;
Oliveira et al., 2018; Dorn et al., 2018; Poinar Jr, 2019). O género Triatoma é 0 mais
representativo da subfamilia com 73 espécies, as quais estdo agrupadas em oito
complexos (Schofield & Galvao, 2009; Justi & Galvéo, 2017).

As espécies de triatomineos tém ampla distribuicdo geogréafica no Novo Mundo,
desde os Estados Unidos até o sul do Chile e Argentina. Estima-se que ocorra mais de
uma dezena fora do continente americano, associada a uma grande variedade de
hospedeiros vertebrados, com destaque para os mamiferos e aves (Schofield et al.,
1999). As de maior interesse epidemiolégico sdo Triatoma infestans, Panstrongylus
megistus, T. brasiliensis, T. sordida e T. pseudomaculata (Silveira et al., 1984; Baruffa,
1986; Coura, 1993). Contudo, tem sido dada atencdo aos chamados vetores secundarios

como, P. geniculatus, T. tibiamaculata, Rhodnius prolixus, R.domesticus e T. vitticeps,
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em fungdo do processo de domiciliagdo vivido por essas espécies (Nascimento et al.,
1997).

No ambiente natural os triatomineos sdo encontrados em associa¢do com diversos
tipos de animais silvestres (Sherlock, 2000) e seu habitat primario esta representado por
abrigos, tocas e ninhos de animais, como marsupiais, edentados, roedores, carnivoros,
morcegos, aves, répteis e anfibios (Lent & Wygodzinsky, 1979). Zeledon (1974) e
Barreto (1976) agruparam as espécies de triatomineos em silvestres, peridomiciliares e
domiciliares. As espécies silvestres, que sdo a maioria, vivem no habitat natural e
podem invadir, esporadicamente, o peridomicilio e o domicilio, colonizando ou ndo as
habitacbes humanas. As peridomiciliares podem ou ndo invadir o domicilio, e naquele
caso formar colbnias, e as domiciliares, embora adaptadas ao domicilio também sé&o
encontradas nos outros ambientes.

Embora todas as espécies de triatomineos sejam vetores em potencial do
Trypanosoma cruzi, apenas aquelas que colonizam o domicilio e ou peridomicilio
retinem condic¢des necessarias para transmitir este parasito (Silveira, 2000), uma vez que
encontram-se proximos ao homem. Os triatomineos apresentam relevante importancia
epidemioldgica devido a necessidade de exercerem o hematofagismo obrigatdrio sobre
0s vertebrados, em todas as fases de desenvolvimento, fator determinante da
aproximacdo dos triatomineos com mamiferos silvestres e/ou homem, caracterizando
assim o ciclo enzo6tico ou uma zoonose (Coura, 2013).

O estudo dos triatomineos silvestres tem contribuido para o conhecimento dos
seus ecotopos naturais, do mecanismo de interacdo entre o ecétopo natural e artificial, e
da sua associagdo com hospedeiros vertebrados, possibilitando o entendimento da
circulacdo do parasito T. cruzi entre esses ambientes, e do eventual estabelecimento ou

restabelecimento do ciclo domestico de transmisséo (Lorosa et al., 2008).
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1.3 Subcomplexo “Triatoma rubrovaria”

Alguns grupos de insetos apresentam grande similaridade morfoléogica, e para
diagnose especifica sdo necessarias técnicas taxondmicas sofisticadas para caracterizar
um taxon (Schofield, 1988; Barata et al., 1998; Carcavallo et al., 2001; Jurberg, 2003).
Esses grupos, por praticidade, sdo agrupados em “complexos especificos”, porém nao
constituem uma categoria do Codigo Internacional de Nomenclatura (Carcavallo et al.,
2001). Assim, Schofield & Galvdo (2009) redefiniram os complexos do género
Triatoma e dividiram em oito subcomplexos.

O complexo T. infestans atualmente compreende seis subcomplexos: T.
brasiliensis, T. infestans, T. maculata, T. matogrossensis, T. rubrovaria, T. sordida. O
subcomplexo “Triatoma rubrovaria” ¢, atualmente, composto por sete espécies: T.
carcavalloi, T. circummaculata, T. Kklugi, T. limai, T. oliverai, T. pintodiasi e T.
rubrovaria (Jurberg et al., 2013). No Estado do Rio Grande do Sul, as espécies mais
encontradas em ambientes peridomiciliar e domiciliar ap6s a eliminacdo do T. infestans
no domicilio sdo: T. carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria (Almeida et al.,
2009; Costa & Lorenzo, 2009; Santos et al., 2009; Cardozo-de-Almeida, 2012).

Segundo Ministério da Saude (2012), T. infestans era considerada a espécie
sinantrépica mais amplamente distribuida dentre os triatomineos americanos e a
principal espécie vetora da Doenca de Chagas na América do Sul, responsavel por 80%
dos casos de transmissao vetorial no Brasil (Noireau et al., 1996; Monteiro et al., 1999;
Almeida et al., 2008). No Rio Grande do Sul, o programa de controle da Doenca de
Chagas existe desde 1975 e o estado recebeu em 2005 a certificacdo de area livre de
transmissdo por T. infestans intradomiciliar, porém ha ainda regifes que s&o

consideradas de risco e a vigilancia deve ser permanente.
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Segundo Silva (1985), o pouco conhecimento acerca da biologia, ecologia e
morfologia das espécies de triatomineos silvestres ndo desmerece a importancia
epidemioldgica destas, uma vez que espécies como T. carcavalloi e T. circummaculata
habitam ambientes rochosos onde a presenga das fontes de alimento é intermitente,
desenvolvendo grande capacidade de resisténcia ao jejum com acentuado eclestismo
alimentar.

No Brasil, 0s inquéritos entomoldgicos demonstraram que 17 espécies foram
registradas em ambientes domésticos, com graus variados de colonizagdo e de infeccdo
natural (Costa et al., 2003). Uma dessas espécies é T. rubrovaria, que passou a ser 0
triatomineo mais capturado na Regido Sul, de acordo com os dados fornecidos pelo
Programa de Controle da Doenca de Chagas (PCDCh) da antiga FNS, hoje FUNASA
(Fundacdo Nacional de Saude), do Rio Grande do Sul, entre 1975 e 1997, indicando um
crescente processo de invasdo domiciliar e peridomiciliar dessa espécie (Almeida et al.,
2000; 2005).

Segundo o Boletim Epidemiol6gico do Ministério da Saude (2019), entre 2007 e
2011 foram registrados mais de 770.000 triatomineos capturados em todo territdrio
brasileiro por meio da vigilancia entomoldgica passiva ou ativa dos estados. Dentre as
62 espécies distribuidas entre o intradomicilio e peridomicilio destacam-se as seguintes
espécies de importancia epidemioldgica: P. geniculatus, P. lutzi, P. megistus, Rhodnius
nasutus, R. neglectus, R. robustus, R. pictipes, T. infestans, T. brasiliensis, T. maculata,
T. pseudomaculata, T. rubrovaria, T. rubrofasciata, T. sordida e T. vitticeps. Destes,
foram examinados para identificagdo da infeccdo por T. cruzi 76,8% dos capturados,
resultando numa taxa de infeccdo natural total de 2,7%. Dos 54,5% exemplares de T.

rubrovaria examinados, 5,9% estavam infectados naturalmente pelo T. cruzi.
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Em relacdo as principais formas de transmissdo ocorridas atualmente no pais, 72%
foram por transmissdo oral, 9% por transmissdo vetorial e 18% ndo identificada
(Ministério da Saude, 2019).

A principal estratégia de controle da Doenca de Chagas é a prevencdo da
transmissao vetorial, a partir da reducdo ou eliminacdo de triatomineos domiciliados
utilizando inseticidas e vigilancia entomoldgica, com participacdo comunitaria (Dias et
al., 2002; Miles, 2004, Coura & Vinas 2010). Segundo a PAHO (2017), a situagdo da
transmissdo vetorial no Estado do Rio Grande do Sul esté interrompida pelo principal
vetor.

A transmissdo oral vem apresentando altos indices entre populacBes de areas
endémicas (Cone Sul: Brasil e Argentina) e paises do norte da América do Sul (norte do
Brasil, Bolivia, Coldmbia e Venezuela), com grande importancia pela sua frequéncia,
dificuldade de controle, falta de reconhecimento e necessidade de novas estratégias de
prevencdo. A transmissdo pela via oral ocorre principalmente por ingestdo de material
contaminado com triatomineos infectados ou suas fezes, ingestdo de carne crua, ou mal

cozida, ou ainda pelas secrec¢des de alguns mamiferos infectados ( Ferreira et al., 2019).
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1.4 Posicdo Sistematica das espécies estudadas

Reino: Animal

Filo: Arthropoda

Subfilo: Atelocerata

Classe: Insecta

Ordem: Hemiptera

Subordem: Heteroptera

Superfamilia: Reduvioidea

Familia: Reduviidae

Subfamilia: Triatominae

Tribo: Triatomini

Género: Triatoma Laporte, 1832

Espécies: Triatoma carcavalloi Jurberg (Rocha & Lent, 1998)
Triatoma infestans Klug, 1834
Triatoma pintodiasi Jurberg, Cunha & Rocha, 2013

Triatoma rubrovaria Blanchard, 1843
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1.5 Triatoma carcavalloi (Fig. 1)

Espécie silvestre e com distribuicdo geografica restrita ao Estado do Rio Grande
do Sul, vive em simpatria com T. circummaculata e T. rubrovaria no perdomicilio e

domicilio e foi considerada afim de T. rubrovaria.

N

1em

Figura 1: Fémea de Triatoma carcavalloi em vista dorsal. (Fonte: Santos-Mallet et al., 2008)

Segundo Santos-Mallet et al. (2008), T. carcavalloi foi descrita com base em
quatro fémeas coletadas no intradomicilio (Juberg at al.,1998), atraidas pela luz, nos
municipios de Santana do Livramento, Cangucu, Jaguardo e Dom Feliciano, Estado do
Rio Grande do Sul. A espécie distingue-se pelo intenso colorido laranja do lobo
posterior do pronoto, do cério e do aspecto agucado do angulo anterior do pronoto, além
das caracteristicas morfolégicas (em relagdo as propor¢des) do comprimento e da
largura da cabeca, do rostro, do tamanho dos olhos, do abdémen menor, o que lhe
confere um aspecto arredondado, e do gonocoxito do nono segmento. Apds esta
descricdo esta espécie foi registrada no municipio de Encruzilhada do Sul (RS), sendo

capturado um exemplar em estagio ninfal e atingindo o estagio adulto no laboratorio
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(Almeida et al., 2002). Carcavallo et al. (2001) diz que T. rubrovaria pertence ao
complexo “infestans" juntamente com a especie que lhe d& o nome (T. infestans), T.
platensis (Neiva, 1913), T. delpontei (Romafia & Abalos, 1947), T. melanosoma
(Martinez, Olmedo & Carcavallo, 1947) e T. carcavalloi.

Posteriormente, Schofield & Galvédo (2009) sugeriram que o "complexo infestans"
teria na verdade seis subcomplexos, incluindo o subcomplexo “T. rubrovaria”,
composto na época por seis espécies: T. carcavalloi, T. circummaculata, T. klugi, T.

limai, T. oliveirai e T. rubrovaria.

1.6 Triatoma infestans (Fig. 2)

Figura 2: Macho de Triatoma infestans em vista dorsal. (Foto: Catarina Macedo)
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Considerado um dos principais vetores da Doenca de Chagas na América Latina,
por ser altamente antropofilico, e facilmente infectado pelo T. cruzi. A ampla
distribuicdo de T. infestans tem sido associada com a migracdo humana e espécies mais
bem adaptadas ao ambiente intradomicilliar, incluindo fendas nas paredes, telhados,
vestuario humano, debaixo das camas e micro-habitats adicionais (Dias, 2006).

Segundo Hernandez et al. (2013), T. infestans é encontrada em habitats
domeésticos rurais de &reas pobres da América do Sul, , 0 que representa um alto risco
para a transmissdo da doenga. Outros habitats sdo frequentemente infestados pelo T.
infestans como: galinheiros, currais, gaiolas para coelhos e paidis, que hospedam
abundantes populacdes de vetores a poucos metros de distancia das moradias. Os
peridomicilios sdo importantes abrigos destes triatomineos, criando fontes potenciais de
reinfestacdo e recolonizagdo em domicilios e habitats que foram tratados com
inseticidas (Cecere et al., 1997; 2006; Gurtler, 1999; Gurevitz et al., 2013). Além disso,
estudos tém demonstrado que areas com concentracdo de T. infestans ha infeccdo

humana frequente (Passos & Silveira, 2011).
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1.7 Triatoma pintodiasi (Fig. 3)

Figura 3: Macho de Triatoma pintodiasi em vista dorsal. (Fonte: Jurberg, at al., 2013)

Essa é a especie mais recentemente descrita, conhecida até 0 momento apenas do
Rio Grande do Sul, em latitudes proximas a 30° Sul, onde foi encontrada em ambientes
pedregosos.

Assim como T. circunmaculata, pode ser encontrada naturalmente infectadas
pelo Trypanosoma cruzi, viver abrigada entre as rachaduras de pedras e raramente séo
coletadas em habitacbes humanas. Nessas condicOes, pressupde-se estarem mais
protegidas das intempéries e terem um ciclo biolégico mais equilibrado, ndo s6 em
relagdo ao micro-habitat, mas também as fontes alimentares, pois ali vivem anfibios,

répteis e artropodes (Jurberg at al., 2013).
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1.8 Triatoma rubrovaria (Fig. 4)

05cm

Figura 4: Macho de Triatoma rubrovaria em vista dorsal. (Foto: Catarina Macedo)

Com ampla distribuicdo no Uruguai e partes do Nordeste da Argentina, T.
rubrovaria tem sua presenca confirmada no Brasil somente nos Estados do Parana e Rio
Grande do Sul, restringindo a area endémica da doenca de Chagas no Rio Grande do
Sul (Rosa et al., 2000). Silveira & Rezende (1994) reconheceram a potencialidade desta
espécie em colonizar habita¢cGes humanas.

Esta espécie é encontrada, principalmente, entre rochas e sua alimentacdo é
eclética, baseada em uma grande variedade de hospedeiros, incluindo o homem no
peridomicilio (Salvatella et al., 1995). Vivendo em locais protegidos, estes triatomineos
sofrem menos com as alteracfes climaticas acentuadas do sul do continente, visto que
temperaturas abaixo de 20° C afetam o metabolismo, a demanda de sangue, o tempo de

duracgéo do ciclo vital e alteram a sua reproducéo (Casas et al., 1999).
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Segundo Almeida et al. (2003) e Bar et al. (2003), T. rubrovaria demonstra
rapidez na obtencdo do alimento e na primeira defecacdo, caracteristicas que indicam

esta espécie como um eficaz vetor na transmissdo da Doenca de Chagas.

1.9 Morfologia do Sistema Reprodutor Masculino de Triatominae

O sistema reprodutor masculino de Triatominae apresenta dois testiculos ovais
pareados, revestidos por uma membrana testicular que engloba os foliculos testiculares.
Os foliculos se conectam ao ducto principal, o vaso deferente, através de vasos eferentes
individuais. De cada testiculo parte um vaso deferente, e esse canal se dilata em um
ponto de sua extenséo para formar a vesicula seminal. Associado a esse sistema estdo as
glandulas acessorias que consistem em quatro lébulos: anterior, externo, interno e
dorsal, que se unem em um ponto, formando o hilo, de onde parte o ducto glandular,
que desemboca abaixo do vaso deferente, no ducto ejaculatério (Barth, 1958; Freitas et

al., 2010) (Fig. 5).
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Figura 5: Desenho esquematico do sistema reprodutor masculino de Triatominae. T: testiculos,
vd: vaso deferente, g1-4: glandulas acessdrias, sv: vesicula seminal, gd: ducto glandular. (Fonte:
Freitas et al., 2008).

1.10 Morfologia dos espermatozoides

Os espermatozoides estdo entre os tipos de célula com maior diversidade, sua
morfologia externa e ultraestrutura muitas vezes fornecem dados confidveis para
distinguir taxas e avaliar relacbes filogenéticas. A maior diversidade destas células é
encontrada nos invertebrados, principalmente nos insetos (Jamieson, 1987).

Neste grupo, os espermatozoides sdo formados pela cabeca e cauda. Grande parte
da cabeca é ocupada pelo nucleo. Na frente do nucleo esta o acrosoma, estrutura
glicoproteica, circundada por membrana com, na maioria dos insetos, uma camada extra

acrosomal e uma haste interna ou cone. Esta estrutura esta envolvida no reconhecimento
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interespecifico esperma-ovo e possivelmente com a lise da membrana do ovo,
permitindo a entrada do espermatozoide no mesmo (Chapman, 1998).

A porgdo motora do flagelo é chamada axonema, localizado na base do nucleo, e é
composto por microtdbulos provenientes do centriolo. O espermatozoide da maioria dos
Pterygota tem um flagelo com arranjo microtubular 9+9+2 (nove acessorios, nove
duplos e dois centrais) (Klowden, 2007). Flanqueando o axonema estdo os derivados
mitocondriais, 0s quais, nos Pterygota, geralmente sdo dois, porém em algumas ordens
apresentam-se Unicos (Chapman, 1998).

A evolucdo rapida e divergente do espermatozoide é um padrdo generalizado que
ocorre em muitos grupos animais. Em alguns grupos, o comprimento e a morfologia do
espermatozoide variam até entre espécies afins (Chawanji et al., 2006; Araujo et al.,
2011). Um exemplo de diversificagdio da morfologia do espermatozoide é o
polimorfismo espermatico, no qual dois ou mais diferentes tipos de espermatozoides sao
encontrados no ejaculado de um Unico macho. Esse polimorfismo pode incluir
diferencas na morfologia, no comprimento total do espermatozoide, no comprimento de
algumas estruturas e na funcdo (Swallow & Wilkinson, 2002).

Em Hemiptera, a producdo de espermatozoides polimorficos que diferem quanto
ao comprimento da cabeca e/ou do flagelo ja foi relatada em Cicadidae (Chawaniji et al.,
2005; 2006), Pentatomidae (Araujo et al., 2011), Largidae (Aradjo et al., 2012). Em
relacdo a morfologia ultraestrutural dos espermatozoides, os estudos sdo restritos apenas
a algumas espécies (Danilova et al., 1984; Afzelius et al., 1985; Lee, 1985; Bao & De-
Souza, 1994; Chawanji et al., 2005, 2006, 2007; Aradjo et al. 2011, 2012).
Recentemente, foi feito o primeiro registro de dimorfismo espermatico em Triatominae
no complexo “Triatoma brasiliensis” (Baffa at al., 2017) sendo considerado como uma

estrutura sinapomorfica dentro de Heteroptera, mais uma ferramenta importante para
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estudos de complexos de espécie, uma vez que as espécies avaliadas mostraram
variagBes consideraveis entre dentro do complexo “T. brasiliensis”.

Os estudos com espermatozoides tém demonstrado uma série de modificagbes nos
diferentes grupos de Hemiptera, suficiente para justificar estudos descritivos que
poderdo suportar andlise de taxonomia, biologia reprodutiva e filogenia entre as
subordens de Hemiptera. Para isso ha a necessidade de que mais espécies sejam
estudadas, preferencialmente que representem o maior nimero de tadxons dentre as
subordens de Hemiptera, bem como espécies envolvidas em “complexos e

subcomplexos de espécies”.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o comportamento de cépula de Triatoma rubrovaria e descrever a
morfologia estrutural dos espermatozoides de T. carcavalloi, T. infestans, T. pintodiasi
e T. rubrovaria, buscando possiveis parametros relevantes em estudos bioldgicos,

sistematicos e filogenéticos.

2.2 Especificos

- Avaliar o comportamento copulatorio: tempo de cépula e presenca de
espermatoforo na bolsa copulatdria da fémea de T.rubrovaria;

- Realizar a morfometria dos espematozoides de T. carcavalloi, T. infestans e T.
rubrovaria, utilizando a microscopia de luz;

- Descrever a ultraestrutura morfoldgica dos espermatozoides de T. carcavalloi, T.
infestans, T. pintodiasi e T. rubrovaria, utilizando a microscopia eletronica de
transmissao;

- Caracterizar 0s espermatozoides para inferir como marcadores espécie-
especificos e sua possivel aplicacdo na diferenciacdo de complexos de espécie em

Triatominae.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

Os insetos utilizados sdo provenientes de coldnias estabelecidas no Laboratdrio Interdisciplinar
de Vigilancia entomoldgica em Diptera e Hemiptera, do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz/RJ, a partir
de espécimes procedentes dos municipios de Cacapava do Sul (53°29'12"0; 30°30'58"S), Cachoeira do
Sul (30° 20" 49,4"; 052° 45' 04,0" O), Cangugu (31° 23' 58,2"; 052° 43' 06,5" O), Encruzilhada do Sul
(30°32°38”S; 52°31°19”0),Lavras do Sul (30° 36" 11,7"; 053° 47' 54,3" O) e S&o Ger6nimo (29° 57'
32"; 051° 43' 19" O), Estado do Rio Grande do Sul, Brasil (Fig. 6).

Foram coletados em Janeiro e Julho de 2017 e 2016.

T eemgeeie g

Figura 6: Mapas do Estado do Rio Grande do Sul, destacando-se 0os municipios de Cachoeira do
Sul (a), Cacapava do Sul (b), Cangucu (c), Encruzilhada do Sul (d), Lavras do Sul (e) e Séo

Jerénimo (f).
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3.2 Obtencao e criacao dos insetos

A coleta dos triatomineos foi feita com a colaboracao de agentes de endemias dos
municipios ligados a Coordenacéo de Vigilancia Epidemiolégica do Rio Grande do Sul,
com pronta intervencdo de controle em caso de infestacdo. Nos ecétopos naturais, as
capturas foram realizadas na periferia imediata (50m, 100m, 150m) dos espacos
habitacionais, tais como: rochas, sob cercas rurais, ninhos de passaros e roedores, 0cos
de arvores, locas no solo e tocas de animais (Fig. 7). Nos ec6topos artificiais, as
capturas foram realizadas no peri e intradomicilio. Neste caso, a investigacdo ocorreu
debaixo de colchdes, atras de quadros, entre os assentos dos sofas e cadeiras, entre

outros.

Figura 7: Coleta em ambiente natural.

No laboratorio, os insetos foram identificados com base na chave dicotbmica
segundo Galvdo (2015). Coldnias estdo sendo mantidas no insetario do Laboratério de
Vigilancia Entomoldgica em Diptera e Hemiptera, Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ

(Fig. 8). Em condigdes de laboratorio, as colbnias séo alimentadas semanalmente com
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sangue de Mus musculus (Protocolo CEUA - FIOCRUZ LW-4/13), e mantidas a 29°C e

80% UR.

Figura 8: Foto das col6nias em laboratério.

3.3 Comportamento de copula

Para este parametro, espécimes de T. rubrovaria em 5° estadio foram separados
do restante da colonia e individualizados em tubos Falcon de 200ml. Este procedimento
foi necessario, pois nesta espécie a caracterizacao sexual em estadios ninfais é complexa
e sdo necessérias fémeas virgens.

Os cruzamentos foram feitos com casais da mesma localidade (Lavras do Sul) e
localidades diferentes (Cagapava do Sul + Encruzilhada do Sul; Cagapava do Sul +
Cangucu e Cangucu + Encruzilhada do Sul), coletados no mesmo tipo de ecétopo.

Uma vez individualizados, os insetos foram alimentados por uma hora a cada 15
dias, conforme o procedimento padrdo de alimentacdo do laboratério. Quando estes
realizavam a muda para adultos, esperava-se uma semana para que fossem colocados

em meio experimental.
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Para 0 monitoramento da copula foram selecionados aleatoriamente um macho e
uma fémea e, aos pares, colocados em placas de Petri com 15cm de didmetro, forradas
com papel filtro. A descricdo do comportamento foi feita a partir do momento em que
0s casais foram unidos na placa, e a mensuragédo do tempo foi feita a partir do momento
em que houve o acoplamento das genitalias. Caso ndo acontecesse interesse em 20
minutos, os casais eram separados e voltavam para os tubos até nova tentativa.
Ocorrendo a copula, as fémeas eram dissecadas para a observagdo da presenca do
espermatdforo na bolsa copulatoria.

Para as disseccOes as fémeas foram alfinetadas no pronoto com os alfinetes
transpassando o corpo e fixados a uma placa de Petri com parafina. Ap6s a retirada das
asas, foi feito um corte longitudinal no conexivo, de ambos os lados, para remocéo dos
tergitos abdominais. Utilizou-se solucdo fisiol6gica para inseto (0,7% NaCl + 0,3%
KCI) para evitar o ressecamento das estruturas internas. A presenca do espermatéforo
na bolsa copulatoria € evidente quando as estruturas reprodutivas ficam expostas, este
pode ser visto como uma estrutura translicida, arredondada, ocupando todo espago da

bolsa copulatoria, caracterizando que a copula foi bem sucedida (Fig. 9).
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Figura 9: Sistema reprodutor feminino de Triatoma infestans na cavidade abdominal. BC: bolsa
copulatéria; Esm: espermateca; Esp: espermatdforo; O: ovo maduro; OL: oviduto lateral; Ov:

ovariolo; Tq: traqueiolas. (Foto: Ariane Pereira-Lourenco).

3.4 Morfometria dos espermatozoides

Esta metodologia foi feita em duas etapas:

» Primeira etapa: foram usadas as espécies T. carcavalloi, T. pintodiasi e
T.rubrovaria.

» Segunda etapa: diante dos resultados observados na primeira etapa, foi incluida
T. infestans. Espécie morfologicamente proxima e componente do complexo ao qual o
subcomplexo Triatoma rubrovaria faz parte.

Para a mensuracdo dos espermatozoides, cinco machos de cada espécie foram

dissecados e as vesiculas seminais extraidas. Em seguida, gotas de suspensdo dos
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espermatozoides foram espalhadas em laminas histolégicas, fixadas com glutaraldeido
2,5% em tampéo cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2, a temperatura ambiente e, depois,
lavadas em &gua corrente. Apos secas, as ldminas foram observadas e fotografadas em
Microscépio Zeiss Primo Star, acoplado com cdmera Zeiss AxioCam ICc1, em aumento

de 40x. As imagens foram analisadas e medidas utilizando o Programa Image-Pro 4.5.

3.5 Analises estatisticas

Na primeira etapa, utilizou-se a Andlise de Variancia de um fator (one-way
ANOVA) para verificar a relacdo entre o comprimento dos espermatozoides (variavel
resposta) em cada espécie. Obtendo-se resultado significativo dessas analises, aplicou-
se teste de contraste de Tukey para verificar as diferencas dos espermatozoides entre as
espécies.

Na segunda etapa, o algoritmo de agrupamento K-means foi realizado para cada
espécie separadamente. Este algoritmo é usado para agrupar ou classificar n
observagdes em k grupos definidos a priori, baseados em atributos comuns entre eles
(Hartigan & Wong, 1979). A relacdo entre o comprimento dos espermatozoides, as
espécies de Triatominae, o tipo de espermatozoide e a interacdo entre as espécies e 0
tipo de espermatozoide foi avaliada por uma analise de varidncia de duas vias
(ANOVA). O procedimento Box-Cox foi utilizado para analisar os dois resultados da
ANOVA para verificar a necessidade de transformacdo dos dados, a fim de atender as
premissas de normalidade e homogeneidade das variancias. Assim, o comprimento dos

espermatozoides foi transformado em -0,3.
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Todas as analises estatisticas foram realizadas usando R (R Core Team 2018) e R-
Studio (R-Studio Team 2016), com os pacotes "car" (Fox & Weisberg 2011) e "MASS"

(Venables & Ripley 2002). O nivel de significancia foi estabelecido em 5%.

3.6 Morfologia ultraestrutural dos espermatozoides

Para o estudo ultraestrutural, cinco machos de T. carcavalloi, T. infestans, T.
pintodiasi e T. rubrovaria foram dissecados, as vesiculas seminais, contendo
espermatozoides, removidas, isoladas e transferidas para solucdo fixadora de
glutaraldeido 2,5% em tampédo cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2 por 1 hora a
temperatura ambiente. Em seguida as vesiculas foram lavadas no mesmo tampéo e pos-
fixadas em tetroxido de 6smio 1% em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2, por 1
hora a temperatura ambiente, no escuro. Apés a lavagem no tampéo cacodilato de sodio
0,1 M, seguiu-se a desidratacdo em acetona 50% e 70%. Neste ponto, o material foi
colocado em solucdo de uranila a 2% em acetona 70% por 24 horas, posteriormente em
acetona 90% e 100%, seguida de infiltracdo e inclusdo na resina epoxi Epon 812. Cortes
ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila a 5% e citrato de chumbo 1%
seguindo-se observacdo em microscépio eletrénico de transmissdo Jeol JEM 1011 da

Plataforma de Microscopia Eletrénica do 10C, FIOCRUZ.
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4, RESULTADOS

4.1 Comportamento de copula

Foram observados 23 casais de T. rubrovaria. Destes, somente seis oriundos de
Lavras do Sul realizaram a copula. Os cruzamentos dos espécimes das localidades
Cacapava do Sul + Encruzilhada do Sul; Cacapava do Sul + Cangugu e Cangugu +
Encruzilhada do Sul n&o copularam.

Os casais foram colocados na arena copulatoria, e imediatamente, um tempo de 20
minutos era cronometrado e o comportamento observado. Podemos ver que 0s casais
comecavam a se aproximar, usando as antenas para tatear o parceiro, tempo que
chamamos de “reconhecimento” e levava cerca de trés minutos. Se ap0s este tempo ndo
houvesse o reconhecimento, a copula ndo ocorria. Esperava-se concluir os 20 minutos,
para entdo, separar 0s casais.

Nos casais em que houve a aproximacao e reconhecimento, a copula ocorria entre
seis a oito minutos apds a juncdo do casal na arena copulatéria. Quando a fémea estava
receptiva, ela erguia a parte posterior de seu corpo permitindo que 0 macho a segurasse
com suas pernas posteriores e se posicionasse lateralmente para a devida aproximagéo
das genitalias e execucdo da copula. Em T. rubrovaria, o tempo de cdpula variou entre
3-5 minutos.

Foram feitas medicOes de temperatura e umidade. E foi observado que os seis
casais que copularam estavam sob temperatura de 25°C e UR 30%. Estes casais foram
separados da mesma localidade (Lavras do Sul) ; casais formados a partir de localidades

diferentes n&o copularam.
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Cinco minutos apds a copula, as fémeas foram dissecadas para observacdo da
presenca do espermatoforo no interior da bolsa copulatéria. Das seis fémeas, o

espermatéforo foi visto em cinco.

4.2 Morfometria dos espermatozoides

Os espermatozoides das quatro espécies estudadas séo finos e longos (Fig. 10).

RS-

Figura 10: Esquema dos espermatozoides. A: Triatoma carcavalloi, B: Triatoma infestans, C:
Triatoma pintodiasi, D: Triatoma rubrovaria (barra 10um). Fotos dos triatomineos: A (Santos-
Mallet et al., 2008), B e C (Catarina Macedo); C (Jurberg et al., 2013).
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4.3 Analises estatisticas

> Primeira etapa: a morfometria dos espermatozoides de T. carcavalloi, T.
pintodiasi e T.rubrovaria foi baseada em medidas de 100 espermatozoides de cada
macho, totalizando 500 espermatozoides de cada espécie.

As medidas tiveram padrdes assimétricos, sendo encontradas medidas minimas de
400um e maximas de 1000um. A média total de todas as espécies reunidas foi de

550um (tabela 1, gréfico 1).

Tabela 1: Comprimento médio (um) dos espermatozoides dos trés taxons do

subcomplexo Triatoma rubrovaria.

Espécie Média Mediana sd Se
T. carcavalloi 482 453 73.69 3.295
T. pintodiasi 522.7 486 95.79 4.79
T. rubrovaria 598.3 531.4 130.5 5.835

sd: desvio padrdo, se: erro padrao.
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Histograma da variavel resposta
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Grafico 1: Média total das frequéncias de medidas dos espermatozoides das trés espécies do

subcomplexo Triatoma rubrovaria.

N&do foi encontrada diferenca significativa entre os espermatozoides de cada
espécie. Ja que mais de 50% dos dados estdo dentro das media de cada espécie analisada
(Fig. 11). Se comparadas as trés espécies juntas, os padrGes dos tamanhos foram
mantidos, porém, T. carcavalloi ainda teve menos variacdes em relacdo a T. pintodiasi e

T. rubrovaria.
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Figura 11: Boxplot dos comprimentos (um) dos espermatozoides dos trés taxons do

subcomplexo Triatoma rubrovaria

Quando analisados cada macho de cada espécie, ndo foram encontradas diferencas

significativas. As medidas fora dos padrdes foram poucas, ndo sendo significativas em

relacdo ao padrdo. Somente T. rubrovaria apresentou sensivel variabilidade,

principalmente, entre os machos 1 e 5 (Fig. 12).
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Figura 12: Boxplot dos comprimentos (um) dos espermatozoides de cada macho dos trés taxons

do subcomplexo Triatoma rubrovaria
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» Segunda etapa: diante dos resultados observados na primeira etapa, no qual os
machos 1 e 5 de T. rubrovaria apresentaram diferencas significativas, a espécie T.
infestans foi incluida nas andlises, pois esta faz parte do complexo T. infestans e
morfologicamente proxima as espécies do subcomplexo T. rubrovaria. Assim como
para as espécies do subcomplexo “T. rubrovaria”, foram medidos 100 espermatozoides
de cada macho de T. infestans, totalizando 500 espermatozoides.

As analises estatisticas foram refeitas, e os padrdes caracterizaram dois tipos de
espermatozoides para cada espécie: curtos e longos. O teste estatistico K-means
classificou 1358 como curtos e 408 como longos, e o0s outros 634 intermediarios entre
eles.

Analisando as medidas de cada espécie separadamente, as médias foram
diferentes entre as quatro espécies estudadas: Em T. carcavalloi, o teste estatistico
mostrou que a média total dos espermatozoides é de 482,99um. A partir desta média o
programa K-means estabeleceu um ponto de separacdo das medidas de 516,27um, no
qual os espermatozoides curtos apresentam uma média de 444,2um e os longos
590,6um (Tabela 2, Fig. 13). Em T. infestans a média total dos espermatozoides é de
571,76um. O ponto de separacdo estabelecido pelo programa € de 642,01um, 0s
espermatozoides curtos apresentam uma média de 534,4um e os longos 752,6um
(Tabela 3, Fig. 14). Em T. pintodiasi a média total dos espermatozoides é de 522,26um.
O ponto de separacgdo estabelecido pelo programa é de 556,32um, 0s espermatozoides
curtos apresentam uma média de 466,9um e os longos 649,8um (Tabela 4, Fig. 15). Em
T. rubrovaria a média total dos espermatozoides é de 598,15um. O ponto de separacédo
estabelecido pelo programa é de 664,63um, 0s espermatozoides curtos apresentam uma

média de 528,9um e os longos 805,1um (Tabela 5, Fig. 16).
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Tabela 2: Comprimento médio (um) dos espermatozoides de T. carcavalloi

Tipo de sptz N Media Sd Min. Max. se
Curtos 371 4442 27,15 361,4 516,3 141
Longos 129 590,6 54,68 517,7 793,3 4,83

N: namero de sptz; sd: desvio padrdo; min: tamanho minimo do sptz; max: tamanho maximo

do sptz; se: erro padréo
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Figura 13: Médias dos comprimentos (um) dos espermatozoides de T. carcavalloi.

Tabela 3: Comprimento médio (um) dos espermatozoides de T. infestans

Tipo de sptz N Media sd Min. Max. se
Curtos 428 534.4 44.41 402.4 642 2.15
Longos 71 752.6 63.87 654.6 921 7.58

N: numero de sptz; sd: desvio padrdo; min: tamanho minimo do sptz; méax: tamanho maximo

do sptz; se: erro padréo
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T. infestans

Figura 14: Médias dos comprimentos (um) dos espermatozoides de T. infestans.

Tabela 4: Comprimento médio (um) dos espermatozoides de T. pintodiasi

Tipo de sptz N Média sd Min. Max. se
Curtos 278 466,9 34,84 406,3 556,3 2,09
Longos 122 649,8 63,58 559 931,1 5,76

N: nlmero de sptz; sd: desvio padrdo; min: tamanho minimo do sptz; méx: tamanho maximo

do sptz; se: erro padréo
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Figura 15: Médias dos comprimentos (um) dos espermatozoides de T. pintodiasi.
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Tabela 5: Comprimento médio (um) dos espermatozoides de T.rubrovaria

Tipo de sptz N Media sd Min. Max. se
Curtos 374 528,9 40,62 442,6 664,6 2,11
Longos 126 805,1 75,74 668,1 1004 6,75

N: namero de sptz; sd: desvio padrdo; min: tamanho minimo do sptz; max: tamanho maximo
do sptz; se: erro padréo

T. rubrovaria

0
&
l

(
0

o
0 o
) Oy X
O
{

T T | T
700 800 900 1000

means

Figura 16: Médias dos comprimentos (um) dos espermatozoides de T. rubrovaria

Quando comparadas as quatro espécies, para a grnde maioria dos casos, é possivel
separa-las de acordo com o comprimento dos espermatozoides, sejam eles curtos ou
longos. No entanto, T. infestans e T. rubrovaria, ndo apresentaram diferenca
significativa quanto ao comprimento de espermatozoides longos, pois os intervalos se

sobrepbem (Fig. 17).
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Figura 17: Boxplots exploratérios das medidas das quatro espécies, de acordo com a

classificagdo via K-means.

4.4 Morfologia estrutural e ultraestrutural dos espermatozoides

Os espermatozoides das quatro espécies apresentam morfologia ultraestrutural

semelhantes, formados pelo nucleo, inserido na extremidade anterior, e o flagelo,

composto pelo fio axial duplo e dois derivados mitocondriais (Fig.18). O nucleo é

linear, longo e preenchido por cromatina condensada homogénea, que em corte

transversal tem aparéncia circular (Fig. 18). O ndcleo é mais estreito na regido apical do

espermatozoide e se torna largo a medida que se aproxima do adjunto do centriolo. Na
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transicao entre nacleo e flagelo, pode ser visto o adjunto do centriolo, paralelo ao nucleo

(Fig. 19).

18

DM

Figura 18: Electromicrografia dos espermatozoides de T.carcavalloi em corte transversal. N:

nlcleo, F: flagelo, Ax: filamento axial, DM: derivados mitocondriais.
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19

Figura 19: Electromicrografia dos espermatozoides de T.carcavalloi em corte transversal. N:
nucleo, F: flagelo, AC: adjunto do centriolo. Area eletrodensa (cabeca de seta). Regido do

flagelo sem conexdo do centriolo (seta).

Na transicdo entre nucleo e flagelo, apds o adjunto do centriolo, os derivados
mitocondriais comegam a surgir. Os derivados mitocondriais se mantém mais proximos
entre si por uma area eletrondensa, que parece ser o final do adjunto do centriolo, e, a
medida que se segue o flagelo, estes comegam a se afastar e ndo se conectam mais (Fig.
19).

A conexdo dos derivados mitocondriais com 0 axonema é feita por meio de pontes
aderidas a cisternas entre os derivados mitocondriais e os microttbulos, e o formato
geral do flagelo (derivados mitocondriais+axonema), em corte transversal, e cordiforme
(Fig. 20). O axonema do flagelo segue o padréo de arranjo microtubular 9 + 9 + 2 (9
microtibulos acessérios periféricos, 9 microtdbulos duplos em uma posicao
intermediaria e 2 microtibulos centrais); e dois derivados mitocondriais de mesmo

tamanho (Fig. 20).
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Cada derivado mitocondrial (DM) apresenta trés regides distintas: dois corpos

cristalinos elétron-lucentes (1), circundadas pela area de material cristalino elétron-

denso (2) e uma area cristalina periférica (Fig. 20).

20

1000 nm

Figura 20: Electromicrografia do flagelo do espermatozoide de T.rubrovaria em corte

transversal. Em destaque o axonema e as trés regides dos derivados mitocondriais (DM): duas

areas electrodensas (1), area de material cristalino (2) e érea cristalina periférica (3). Pontes

entre os microtubulos e os derivados mitocondriais (cabeca de seta).
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5. DISCUSSAO

Embora o comportamento reprodutivo em um nimero de espécies de Triatominae
tenha sido estudado (Rojas, 1990; Rojas & Lopez, 1992; Pires et al., 2004; Vitta &
Lorenzo, 2009; Pereira-Lourenco et al., 2013), alguns aspectos ainda s&o pouco
esclarecidos, como producdo e transferéncia do espermatoforo; e o tempo de cépula
interespecifico.

A corte, denominada “danga do amor”, foi descrita nos estudos de comportamento
de cdpula de triatomineos como sendo importante para o sucesso reprodutivo do macho
(Hase, 1962 apud Rojas, 1990; Lima, 1986). Pereira-Lourenco et al. (2013) pontuara
que em T. infestans e R. neglectus esse comportamento foi pouco observado,
provavelmente devido ao fato dessas espécies terem sido obtidas de colénias mantidas
em laboratério, sugerindo que esse processo pode estar relacionado a sua biologia
evolutiva, em que espécies com alto grau de adaptacdo a ambientes fechados podem
mostrar um comportamento sexual menos estereotipado (Schofield, 1988).

O comportamento de cépula nos triatomineos € o mesmo em todos os estudos
realizados. Porém, o tempo de cépula varia entre as espécies, sendo de 10 a 16 minutos
em Triatoma (Rojas, 1990, Rojas & Lopez, 1992; Vitta & Lorenzo, 2009; Pereira-
Lourenco et al., 2013), e Rhodnius neglectus com um tempo de 30 a 50 minutos
(Pereira-Lourencgo et al., 2013). No presente estudo, T. rubrovaria, apresenta tempo de
cépula de 3-5 minutos, bem abaixo das demais espécies de Triatoma estudadas.

No presente estudo, 23 casais de T. rubrovaria foram observados para descrever o
comportamento de copula. Destes, somente seis realizaram a copula, com a fémea

receptiva erguendo a parte posterior de seu corpo, permitindo que o macho a segurasse
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com suas pernas posteriores e se posicionasse lateralmente, aproximando as genitalias,
além da presenca do espermat6foro dentro da bolsa copulatéria da fémea.

Estudos com T. brasiliensis macromelasoma e T. juazeirensis feitos por Costa et
al,. (2003) mostraram que estas espécies habitam ec6topos similares, e a probabilidade
de encontro entre elas, € 0 que aumenta a possibilidade de ocorréncia de copula e
hibridos naturais. Em T. rubrovaria, 0os seis casais que copularam estavam sob as
mesmas condic¢des de temperatura e eram oriundos de Lavras do Sul, todos coletados
em rochas. No entanto, em condicbes de laboratério, os casais formados a partir de
espécimes de diferentes localidades ndo copularam, sugerindo que as condigfes
ambientais das diferentes localidades podem influenciar diretamente na cépula de T.
rubrovaria.

Os triatomineos tornam-se aptos para a reproducdo ap6s a muda imaginal
(Dumser & Davey, 1974; Schofield & Upton, 1978; Rossiter & Staddon, 1983). Alguns
fatores como a idade e o estado nutricional sdo essenciais para que ocorra a cépula
nestes insetos (Lima et al. 1986, Malo et al. 1993, Manrique and Lazzari 1994, Pires et
al. 2004). Os insetos utilizados no presente estudo eram todos virgens e foram
alimentados 15 dias antes dos cruzamentos, ou seja, com condi¢fes fisiologicas
semelhantes. Durante as observagdes do acasalamento de T. rubrovaria , algumas
fémeas, quando individualizadas com um certo macho, ndo aceitavam a copula, embora
0 macho estivesse cortejando e tentando copular. Sendo que dos cinco casais que
copularam, em trés, aconteceu a cépula quando os machos foram trocados.

Em T. brasiliensis, a duracdo do acasalamento foi prolongada na presenca de
outros machos em comparagdo com observagdes de pares isolados, e 0s machos desta

especie realizaram associa¢Oes pos-copulatdrias longas apenas na presenca de outros
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machos, aparentemente como uma resposta guardadora da presenca de potenciais
competidores (Vitta e Lorenzo, 2009).

Rocha (2012), em sua tese, ressaltou o posicionamento de T. rubrovaria como
espécie estreitamente relacionada a T. circummaculata, mas enfatizou a necessidade da
associacao de novas tecnologias para definicdo e agrupamento dessas espécies. Almeida
et al. (2002) levantaram a hipdtese de existirem duas populagfes distintas de T.
rubrovaria, uma com individuos apresentando distintos padrGes cromaticos e
geneticamente similares e outra, proveniente de Cangucu, geneticamente isolada e de
morfologia distinta. Portanto, no caso de T. rubrovaria, a auséncia de cépula pode ser
ocasionada devido diferentes populagdes.

Em relacdo aos espermatozoides, a produgdo de mais de um tipo de
espermatozoide ja foi registrada para outros Hemiptera, como nas familias
Pentatomidae (Aradjo et al., 2011), Cicadidae (Kubo-Irie et al., 2003; Chawaniji et al.,
2005, 2006) e Largidae (Aradjo et al., 2012).

No presente estudo foram observados dois tipos de espermatozoides nas trés
espécies do subcomplexo T. rubrovaria e no T.infestans, caracterizando o dimorfismo
espermatico para este grupo. Corroborando com Baffa et al. (2017), que descrevem
dois tipos de espermatozoides, curtos e longos, para cinco espécies do complexo
Triatoma brasiliensis.

O comprimento total dos espermatozoides das quatro espécies estudadas foram
menores que os anteriormente descritos em Hemiptera (Bao & De Souza, 1994; Kubo-
Irie et al., 2003; Chawaniji et al., 2005, 2006; Araujo et al., 2010, 2011, 2012; Baffa et
al., 2017). Em relagdo aos Triatominae, B4&o & De Souza (1994) citam o tamanho do
Rhodnius prolixus como sendo de aproximadamente 350um, e ndo é feita nenhuma

referéncia a presenca de mais de uma classe de comprimento dos espermatozoides dessa
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espécie, corroborando com os resultados da primeira etapa desse trabalho, em que o
tamanho médio dos espermatozoides foi de 550um.

De acordo com a analise estatistica realizada na segunda etapa, 0s espamatozoides
de T. carcavalloi, T. infestans, T. pintodiasi e T. rubrovaria apresentam diferenca
significativa, assim como encontrado em T. b. brasiliensis, T. b. macromelasoma, T.
juazeirensis, T. melanica e T. sherlocki, taxons do complexo T. brasiliensis, estudados
por Baffa et al. (2017).

Um fendbmeno comum nos insetos é a organizagdo dos espermatozoides em feixes
nas vesiculas seminais (Kubo-Irie et al., 2003; Lino-Neto et al., 2008) e, na maioria das
vezes, estes sdo transferidos assim para as fémeas durante a cépula. No caso dos
Hemiptera, esse fendmeno foi observado em Auchenorrhyncha (Kubo-Irie et al., 2003;
Chawanji et al., 2005, 2006; Araljo et al., 2010). Entretanto, essa condi¢do nédo foi vista
em Largidae (Heteroptera) (Aradjo et al., 2012), nos membros do complexo
“brasiliensis” (Baffa et al. 2017), e nas quatro espécies aqui estudadas, o que sugere que
em Heteroptera os espermatozoides sdo mantidos individualizados nas vesiculas
seminais.

Os espermatozoides de T. carcavalloi, T. infestans, T. pintodiasi e T. rubrovaria
sdo longos e filiformes, compostos pela cabeca e flagelo, caracteristica comum entre os
insetos. Excecdes a esse padrdo ja foram observadas em: Ephemeroptera, em que trés
espécies de Leptophlebiidae apresentaram espermatozoides muito pequenos, de até
2um, aflagelados e iméveis (Gaino & Mazzini, 1991); Hemiptera, em que trés espécies
de Aleyrodidae também apresentaram espermatozoides aflagelados e imoveis (Béao et
al., 1997); e Hymenoptera, em que os espermatozoides de duas espécies de Eulophidae

sdo finos e longos, mas espiralados (Santos et al., 2013).
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Em relacdo as estruturas dos espermatozoides, em Aethalion reticulatum
Linnaeus, 1767 (Auchenorrhyncha: Aethalionidae) o nuacleo tem formato oval na
extremidade anterior e é preenchido por cromatina condensada com espagos elétron-
lucentes, presentes em todo seu comprimento (Aradjo et al., 2010). Em algumas
espécies de Pentatomidae (Heteroptera) ja estudadas, esses espagos elétron-lucentes
também foram observados (Aradjo et al., 2011). Diferindo destes, o nicleo dos trés
tdxons aqui estudados é linear, tendo sua extremidade anterior mais afilada que a
posterior, e é preenchido por cromatina condensada homogénea, ndo apresentando 0s
espacos elétron-lucentes descritos acima.

O adjunto centriolar nos membros do subcomplexo “rubrovaria” é uma estrutura
formada ao redor do centriolo na regido de transi¢cdo entre o nucleo e o flagelo, e
segundo Chawaniji et al. (2006) e Araujo et al. (2011), pode ter uma funcdo mecénica,
prendendo a cabeca e o flagelo juntos.

Em relacdo aos derivados mitocondriais, algumas espécies de Lepidoptera
apresentam dois de tamanhos diferentes (Garvey et al., 2000; Mancini & Dolder, 2004).
Em algumas familias de Diptera (Sciariadae, Mycetophilidae, Ptychopteridae e
Psychodidae) pode ser visto apenas um derivado mitocondrial, enquanto em outras
(Drosophilidae, Syrphidae, Sepsidae e Muscidae) sdo observados dois derivados
mitocondriais de tamanhos diferentes, e em Culicidae e Simuliidae, os dois tém
tamanhos semelhantes, (Phillips, 1970; Dallai & Afzelius, 1991, Fausto et al., 1995).

Os dois derivados mitocondriais dos espermatozoides de T. carcavalloi, T.
infestans, T. pintodiasi e T. rubrovaria sdo de mesmo tamanho, conforme ja foi
observado em outros Heteroptera, como L. rufipennis (Araujo et al., 2012), Edessa
meditabunda (Fabricius, 1794), Piezodorus guildini (Westwood, 1837), Thyanta

perditor (Fabricius, 1794) (Fernande & Bao, 2001), Rhodnius prolixus (Stal, 1859) (Bé&o
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& De Souza, 1994), Raphigaster nebulosa (Poda, 1761), Coptosoma scutellatum
(Geoffroy, 1785) e Pyrrhocoris apterus (Linnaeus, 1758) (Mercati et al. 2009), além
dos Auchenorrhyncha, Monomatapa matoposa Boulard, 1980, Diceroprocta biconica
(Walker, 1850) , Kongota punctigera (Walker, 1850) (Chawanji et al., 2007) e
complexo Triatoma brasiliesis (Baffa et al. 2017).

O arranjo microtubular do axonema dos espermatozoides aqui estudados segue o
padrdo de 9+9+2, o mais comum encontrado entre os insetos, porém variacdes no
namero de elementos centrais podem ser vistas em algumas ordens. Os exemplos mais
impressionantes sdo: a substituicdo do par central de microttbulos por sete microtubulos
centrais arranjados simetricamente em duas espécies de Trichoptera (Phillips, 1970); um
Unico microtdbulo central, apresentando padrdo microtubular 9+9+1, como sendo
caracteristico de espécies de mosquito (Breland et al., 1966, 1968); e um padrdo
microtubular 9+9+0 observado no espermatozoide de Psychodidae (Diptera) (Fausto et
al., 1995).

O espermatozoide de Heteroptera tem certas caracteristicas que nao sdo
encontradas em outros insetos e consideradas sinapomorfias dentro da subordem: dois
ou trés corpos cristalinos dentro dos derivados mitocondriais e pontes aderidas a
cisternas, conectando os derivados mitocondriais aos microtibulos do axonema. Essas
caracteristicas foram encontradas em Pentatomidae (Fernandes & Béo, 2001; Mercati et
al., 2009), em Pentatomidae, Plataspididae e Pyrrhocoridae (Mercati et al., 2009), em
Hydrometridae, Corixidae, Nepidae, Coreidae, Pyrrhocoridae, Lygaeidae, Reduviidae e
Cimicidae (Dallai & Afazelius, 1980) e em Reduviidae (Bao & De Souza, 1994,
Dolder, 1988; Baffa et al., 2017). No presente estudo essas caracteristicas foram
observadas nas quatro espécies estudadas, corroborando a hipdtese da sinapomorfia,

indicando ser este um carater Gtil em estudos filogenéticos.
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6. CONCLUSOES

- Em T. rubrovaria o tempo de cépula é de 3-5 minutos, tempo suficiente para
transferir o espermatdforo para a fémea;

- Os espermatozoides das quatro espécies estudadas apresentam dimorfismo
espermatico, com média de 493,6 para curtos, e média de 699,5 para longos;

- A morfologia ultraestrutural dos espermatozoides de T. carcavalloi, T.infestans e
T. rubrovaria séo semelhantes;

- Dois corpos cristalinos no interior de cada derivado mitocondrial e as pontes
aderidas a cisternas entre os derivados mitocondriais e 0s microtdbulos s&o identificados

nos espermatozoides de T. carcavalloi, T.infestans e T. rubrovaria.
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