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Resumo

Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas com Trypanosoma cruzi no
mundo, a maioria na América Latina, sendo a transmissdo vetorial responsavel ainda por,
aproximadamente, 80% dos casos. Atualmente sdo descritas 151 espécies de triatomineos
agrupadas em cincos tribos formadas por 18 géneros. O género Rhodnius conta com 19
espécies de potenciais vetores, podendo veicular T. cruzi e Trypanosoma rangeli. E
considerado um dos géneros taxonomicamente mais complexos da subfamilia Triatominae,
devido as semelhan¢as morfoldgicas e a distribuicdo geografica que podem se sobrepor entre
algumas de suas espeécies dificultando seu estudo, apesar das diversas técnicas empregadas
para sua distingdo. Com o desenvolvimento atual das técnicas moleculares tornou-se possivel
a caracterizacdo de espécies de triatomineos por meio de marcadores mitocondriais e
nucleares, tendo essa se tornado uma varidvel a mais para a taxonomia dos triatomineos,
assim como a ja utilizada morfologia e a recentemente popularizada morfometria geométrica.
A adicdo de novas variaveis possibilita que dados ja existentes possam ser comprovados e/ou
corrigidos. Neste trabalho foram obtidos subsidios que ampliam o conhecimento e que
agregados aos ja existentes podem proporcionar uma diferenciacdo mais minuciosa e precisa
de espécies englobadas no género Rhodnius, de modo a contribuir para estabelecer uma
classificacdo mais apropriada. A obtencdo dos dados foi conduzida, por meio de estudo
molecular, utilizando-se os marcadores mitocondriais — citocromo b e citocromo oxidase I,
além de estudos morfoldgicos, utilizando-se como caracteres o processo mediano do pigéforo,
0 angulo anterolateral e a presenca de colarinho nos ovos, a morfometria geométrica da
cabeca também foi empregada, a fim de se distinguir populacdes de R. neglectus e R. prolixus.
Os resultados obtidos a partir dessa analise multiparamétrica sugeriram que, as coldnias
identificadas como Rhodnius prolixus pertencem a espécie, que algumas col6nias de R.
neglectus analisadas apresentaram padrGes condizentes com R. prolixus, ja as demais

apresentaram padrdes condizentes com a espécie.

Palavras-chave: Rhodnius. Taxonomia. Citocromo b. Morfologia. Morfometria geométrica.



Abstract

Worlwide, it is estimated that 6 to 7 million people are infected with Trypanosoma cruzi,
mostly in Latin America and the vector transmission is still responsible for approximately
80% of the cases. There are currently 151 described species of triatomine, grouped into five
tribes, formed by 18 genres. The Rhodnius genre includes 19 species, which can transmit T.
cruzi and Trypanosoma rangeli. It is considered one of the most complex taxonomically
genera of Triatominae, due to its morphological similarities and geographical distribution that
may overlap among some species hindering their study, despite the various techniques used
for their distinction. With the current development of molecular techniques it has become
possible to characterize triatomine species through mitochondrial and nuclear markers, this
became one more toll for the taxonomy of triatomines, just as the already used morphology
and recently popularized geometric morphometry. The addition of new variables enables the
verification and or correction of existing data. This work has generated valueable data that
amplify the knowledge which in addition to the existing may provide a more accurate
differentiation of species included in the genre Rhodnius, in order to help establish a more
appropriate classification. Data collection was performed by DNA analysis, using
mitochondrial markers - cytochrome b and cytochrome oxidase I, in addition to morphological
parameters, as, median process of pygophore, the anterolateral angle and the presence of
collar in eggs, geometric morphometry of the head was also used in order to help distinguish
populations of R. neglectus and R. prolixus. The results obtained from this multiparameter
analysis suggested that colonies identified as R. prolixus belong to the species, a few colonies
of R. neglectus analyzed showed consistent patterns with R. prolixus, the others colonies of
R. neglectus showed consistent patterns to the species

originally identified.

Keywords: Rhodnius. Taxonomy. Cytochrome b. Morphology. Geometric morphometry.
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1.INTRODUCAO
1.1 A doenca de Chagas

Oswaldo Cruz foi incumbido do combate a um surto de maléria que estava impedindo
a progresséo dos trabalhos de construcdo da Estrada de Ferro Central do Brasil, prontamente
designando Carlos Chagas para o trabalho clinico-profilatico na ponta dos trilhos da estrada,
na localidade de Lassance, MG. Em suas observacfes nos doentes encontrou ndo so sintomas
de maléria, mas também outros diferentes dos caracteristicos da epidemia fazendo com que
ele comecasse uma investigacdo sobre, que culminou na descri¢do da doenca, publicada em
1909 (LENT, 1999).

O médico brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas relatou a cadeia epidemioldgica
dessa zoonose, desde o0 agente etioldgico ao primeiro caso humano, Berenice, primeira pessoa
encontrada com a doenca. Devido a esse trabalho inigualavel a doenga foi entdo nomeada em
sua homenagem. A tripanossomiase é uma zoonose e esta endemicamente distribuida desde o
sul dos EUA a Patagonia Argentina. Seu agente etioldgico € o parasito Trypanosoma cruzi,
um protozoario hemoflagelado (CHAGAS, 1909; YEO et al., 2005; CERETTI-JUNIOR et al.,
2008; ALMEIDA et al., 2009; WHO, 2015).

Hematofagia- Tripomastigotas
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Figura 1. Representacdo do ciclo bioldgico da doenca de Chagas (Modificado de CDC, 2015).
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A infeccdo dos seres humanos ocorre prioritariamente pelo contato de sua pele lesada,
ou mucosa com as fezes contaminadas do vetor, sendo a forma o tripomastigota metaciclico
de T. cruzi, que sdo eliminadas durante o hematofagismo do triatomineo. O ciclo biol6gico
(Fig.1) tem inicio ap0s a forma infectante penetrar e atingir a via sanguinea, chegando por
meio dessa aos tecidos que ira infectar. Ao invadir as células o tripomastigota se transforma
em amastigota (forma de multiplicagdo no organismo vertebrado), apés se multiplicar por
inimeras vezes 0s amastigotas causam a lise celular, ao voltar ao espago extracelular eles
reassumem a forma de tripomastigotas, dando continuidade a multiplicacdo dos parasitos no
organismo.

Quando um triatomineo ndo infectado realiza o hematofagismo em um hospedeiro
infectado pode sugar juntamente com o sangue as formas infectantes tripomastigotas. Ao
adentrar o sistema digestivo do triatomineo, mais especificamente a por¢do media de seu
intestino, as formas tripomastigotas se transformam em epimastigotas (forma de multiplicacdo
no hospedeiro invertebrado) e comegam a se multiplicar. Na porcao final do intestino do vetor
as formas epimastigotas assumem novamente a forma de tripomastigota, assim quando forem
eliminadas no préximo repasto podem dar continuidade ao ciclo da doenca.

A transmissao vetorial corresponde ainda a, aproximadamente, 80% dos casos da
doenca de Chagas (DC), a gravidade da infeccdo depende da idade do individuo infectado,
condices fisicas e nutricionais e esta relacionada também a linhagem do parasito (ARAS et
al., 2003; GARDIM, 2010; FERREIRA-FILHO et al., 2011).

A DC tornou-se um problema para a saide humana a partir da domiciliacdo dos
triatomineos que, devido ao seu ecletismo alimentar, sobrevivem com qualquer tipo de
sangue, esse fendmeno proporcionou a dispersdo da DC. Caracteristicas préprias do vetor
favorecem sua presenca e prevaléncia no ambiente, como, por exemplo, a capacidade de
colonizacdo de diferentes ecotopos e de dispersdo da espécie, o ecletismo e preferéncias
alimentares, capacidade e velocidade de succdo e defeccdo além da intensidade da fotofobia,
que ainda aliadas as baixas condi¢es sociais e acdo desordenada do homem sobre 0 meio
ambiente tornam ou ndo possivel que uma determinada espécie seja transmissora de T. cruzi
(BRENER et al., 2000; ARAS et al., 2003; WESTPHALEN et al., 2012).

Além da transmisséo vetorial existem ainda outras vias de transmissdo como a
transfusdo sanguinea, os acidentes laboratoriais, transplantes de Orgdos e as via oral e
congénita (ARAS et al, 2003; FERREIRA-FILHO et al., 2011). As transmissdes

transfusionais, por transplante e congénita ganharam destaque ap6s o aparecimento de casos
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em paises onde ndo ha relatos da existéncia de transmissao vetorial, como mostrado a seguir
(Fig. 2)

Distribui¢o de casos de infeccdo por Trypansoma cruzi e status da transmissdo
vetorial mundiabmente, 2006 - 2009.

s
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Figura 2. Distribuigdo de casos de infec¢do por Trypanosoma cruzi, mundialmente, de 2006 a 2009 (
Modificado de WHO, 2016).
No Brasil, a transmissdo oral vem chamando atencdo devido ao aumento dos surtos de

DC, associado principalmente ao consumo de caldo de cana-de-agucar e agai contaminados
com o T. cruzi. Os Estados da Bahia, Ceard, Piaui, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo
Paulo e Estados da Amazonia Legal (Amazonas, Maranhdo, Matos Grosso, Amapa, Para e
Tocantins) ja notificaram a ocorréncia em seu territério de surtos de DC advindos de
transmissédo oral (Mendonca, 2011).

No Século XX, Triatoma infestans foi responsavel pela grande transmisséo vetorial da
doenca no Brasil, pais que foi pioneiro no combate a endemia chagésica. Estimulou
pesquisadores, dos diversos paises do continente americano, a pressionar a Organizacdo
Panamericana de Saude (OPAS) a responsabilizar-se pelo combate a doenca e coordenar
acOes para eliminar os triatomineos das Américas (WESTPHALEN et al., 2012).
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De 1994 a 2009 a incidéncia da transmissdo de T. cruzi, teve uma diminuicao estimada
em 73% e houve uma diminuigdo significativa no numero de parasitados na América do Sul.
Estima-se que 6 a 7 milhGes de pessoas estejam infectadas no mundo, a maioria na Ameérica
Latina. A queda na incidéncia da transmissdo deve-se principalmente a ado¢do de medidas de
combate ao inseto vetor e implantacdo de diagndsticos imunoldgicos nos bancos de sangue a
partir dos anos 70 e 80 tornando legalmente obrigatéria a avaliacdo sorolégica, nos Paises do
Cone Sul, dos doadores previamente a transfusdo (DIAS & SCHOFIELD, 1998; ABAD-
FRANCH et al., 2009; YOSHIDA, 2009; SANTOS et al., 2009; WHO, 2015).

1.2 Vetores

Atualmente sdo descritas 151 espécies de triatomineos agrupadas em cincos tribos
formadas por 18 géneros. Ainda que a descricdo da subfamilia Triatominae preconize o
conceito de hematofagia obrigatoria, é sabido atualmente que os triatomineos podem se
alimentar da hemolinfa de outros insetos (FORERO et al. 2004; NEVES, 2012; ROSA et al.
2012; GONCALVES et al. 2013; GALVAO, 2014; MENDONCA et al., 2016).

As espécies sdo descritas e classificadas baseando-se em critérios morfologicos que
levam em consideracdo a coloracdo do conexivo e pronoto, a morfologia e morfometria dos
ovos e das estruturas do corpo e a genitalia do macho que permitem definir tribos, géneros e
espécies (LENT & WYGODZYNSKY, 1979).

Todas as espécies de triatomineos sdo vetores potenciais de T. cruzi, mas apenas em
alguns casos as condi¢fes para transformar a espécie em um vetor de fato, sdo preenchidas,
condigdes definidas como: adaptar-se a habitacbes humanas, elevado grau de antropofilia,
curto periodo de tempo entre o hematofagismo e a defecacdo e ampla distribuicdo geogréfica
(LENT e WYGODZINSKY, 1979).

De acordo com Gaunt e Miles (2000), os trés géneros mais importantes de
triatomineos, do ponto de vista epidemioldgico, sdo: Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma.

Silveira (2000) descreve em seu trabalho que varias categorizaces tém sido feitas no
sentido de melhor orientar as operacdes de controle do triatomineo, sendo 0 mais importante o
agrupamento em funcdo da maior ou menor adaptacdo ao domicilio (Fig. 3), uma vez que
servem a determinacdo da maior ou menor importancia relativa de cada uma das espécies na
transmissdo da doenca ao homem. Ele destaca ainda que mudangas ambientais, inclusive

aquelas decorrentes das proprias acdes de controle, podem implicar o reposicionamento de
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determinada espécie, portanto qualquer classificacdo que se venha a fazer estara sempre

sujeita a revisdo.

Algumas espécies de triatomineos segundo sua adaptacdo a habitagdo humana.

Situacao

Espécie

Espécies estritamente domiciliadas, ausentes
ou raramente detectadas em ec6topos

Triatoma infestans
Triatoma rubrofasciata

silvestres

Triatoma maculata
Triatoma longipennis
Triatoma pseudomaculata
Triatoma sdrdida
Triatoma Guasayana

Espécies capturadas tanto em ecétopos
silvestres como artificiais, com constitui¢do
frequente de col6nias domiciliares

Rhodnius prolixus
Rhodnius pallescens
Panstrongylus megistus
Triatoma brasiliensis
Triatoma dimidiata

Triatoma rubrovaria
Rhodnius ecuadoriensis
Rhodnius nasustus
Rhodnius neglectus

Espécies capturadas em domicilios, mas ainda
predominantemente silvestres

Rhodnius pictipes
Triatoma vitticipes

Rhodnius robustus
Rhodnius domesticus
Panstrongylus geniculatus

Espécies silvestres, com exemplares adultos
eventualmente encontrados em domicilio

Triatoma protracta
Triatoma tibiamaculata
Triatoma melanocephala
Triatoma pallidipennis
Triatoma platensis

Espécies exclusivamente silvestres Alberprosenia sp

Belminus sp

Cavernicola sp
Mepraia sp

Figura 3. Espécies de triatomineos classificados segundo sua adaptacdo a habitagdes humanas (adaptado de
Silveira, 2000).

1.3 O género Rhodnius

Composto por 19 espécies de potenciais vetores, 0 género Rhodnius é considerado um
dos géneros taxonomicamente mais complexos na subfamilia Triatominae. As espécies do
género Rhodnius possuem padrdes definidos em relacdo a biologia, pois a maioria das
espécies é silvestre; vivem em folhagens de palmeiras, buracos de arvores, sugando sangue de
aves, roedores e morcegos, depositam seus ovos aderidos ao substrato o que favorece a sua
dispersdo, passiva e ativa, pois muitas aves que nidificam nas palmeiras possuem habitos
migratorios.

Além das aves, os ovos podem permanecer aderidos as folhas de palmeira que séo
usadas pela populacdo indigena e rural para cobertura de casas o que pode favorecer a
colonizacdo da habitacdo pelo inseto. Diversos estudos adotaram abordagens para definir
melhor as diferentes espécies de Rhodnius e suas inter-relagdes. Como exemplo desses

estudos, destaca-se o estudo de ovos, aparelho genital, a morfologia da glandula salivar, de
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DNA ribossomal, biogeografia e filogenia e pela coloracdo homogénea tendendo sempre para
castanho claro/escuro, com manchas mais ou menos acentuadas (Santos e Coimbra Jr, 1994;
Jurberg et al., 2009; Santos et al., 2009; Rosa et al. 2012).

O género Rhodnius Stal segundo Carcavallo et al. (2000) é dividido em complexos: o
complexo Rhodnius pictipes € composto por duas espécies: R. pictipes e R. stali; o0 complexo
Rhodnius prolixus possui cinco espécies: R. prolixus, R. neglectus e R. robustus, R. nasutus e
R. domesticus; o complexo R. pallescens com trés espécies: R. ecuadoriensis, R. colombiensis
e R. pallescens. E outro possivel complexo é o R. dalessandroi, com a espécie R.
dalessandroi e R. milesi. Algumas espécies ndo possuem o0s caracteres morfoldgicos
necessarios para constituir um complexo, sdo elas: R. amazonicus, R. brethesi, R. neivai e R.
paraensis (CARCAVALLO et al., 2000).

Novas espécies que vem sendo descritas estdo sendo realocadas de acordo com suas
caracteristicas, Rhodnius montenegrensis, por exemplo, possuem caracteristicas para integrar
o complexo R. prolixus, ja R. zeledoni possui caracteristicas que o agrupam a R. paraensis,
este porém ndo possui caracteristicas necessarias para constituir um complexo. R. barretti,
ndo foi ainda alocado em nenhum complexo, assim como outras espécies (JURBERG, 2009;
ROSA et al. 2012; ABAD-FRANCH et al., 2013).

As semelhancas morfoldgicas e a distribuicdo geografica que podem se sobrepor entre
algumas espécies de Rhodnius (Fig. 4) dificultam seu estudo, apesar de diversas técnicas
empregadas para sua distin¢do (SOARES et al., 2000). Portanto, se faz necessario a validacédo
de técnicas complementares para que espécies com grandes semelhancas morfoldgicas sejam
identificadas sem maiores problemas.



Rhodnius amazonicus ALMEIDA, SANTOS & SPosina 1973

Brazil, French Guyana

Rhodnius brethesi Matta 1919

Brazil, Colombia, Venezuela

R. colombiensis Mena, GawvAo & Jurserc 1999 Colombia

R. dalessandroi Carcavallo & Barreto 1976 Colombia

R. domesticus Newa & PinTo 1923 Brazil

R. ecuadoriensis LENT & LeON 1958 Ecuador, Peru
R. milesi CarcavALLO, RocHa, GAlVAO & JurBerG 2001 Brazil

R. nasutus STAL 1859 Brazil

R. neglectus Lent 1954 Brazil

R. neivai Lent 1953

Colombia, Venezuela

R. pallescens Barser 1932

Belize, Colombia, Costa Rica, Pana-
ma

R. paraensis SHERLOCK, GuITTON & MiLes 1977

Brazil

R. pictipes StaL 1872

Belize, Brazil, Colombia, Ecuador,
Guyana, French Guyana, Peru,
Suriname, Trinidad, Venezuela

R. prolixus StAL 1859

Bolivia, Brazil, Colombia, Costa Rica,

El Salvador, Ecuador, Guatemala,
Guyana, French Guyana, Honduras,
Mexico, Nicaragua, Panama, Suri-
name, Trinidad, Venezuela

R. robustus LARROUSSE 1927

Bolivia, Brazil, Colombia, Ecuador,
French Guyana, Peru, Venezuela

R. stali Lent, JurserG & Gawvio 1993

Bolivia, Brazil

Figura 4.
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Distribuicdo de algumas das espécies do género Rhodnius na América Latina. (Reproducédo

parcial de JURBERG & GALVAO, 2006)

Rhodnius prolixus Stal possui papel de destaque como principal vetor da doenca de

Chagas em algumas areas da América Central e Norte da America do Sul, na Venezuela,

Colémbia e Guiana Francesa, a espécie pode ser encontrada em dezesseis paises da América

Latina, além de algumas regibes da Amazonia, é possivel observar sua distribuicdo parcial
abaixo (Fig. 5) JURBERG & GALVAO, 2006).
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Figura 5. Mapa parcial da distribuicdo de R. prolixus na América Central e do Sul, destacando a presen¢a do
vetor na Coldmbia, Costa Rica, Nicaragua e Venezuela (BELINATO, 2014).

Em paises como Venezuela e Colémbia, R. prolixus é silvestre, habitando
principalmente as copas de palmeiras porém, em algumas areas, ja pode ser encontrado bem
estabelecido no intradomicilio. Em partes da América Central, como Guatemala, Honduras e
El Salvador, apresenta habitos quase que exclusivamente domésticos, aumentando seu
destaque no papel de vetor (SCHOFIELD, 1994; ROSA et al., 2010; ABAD-FRANCH &
MONTEIRO 2007 apud DIAS, 2002).

Rhodnius neglectus Lent, 1954, é considerada uma espécie silvestre, apesar de ja ter
sido encontrada em habitacfes humanas e possuir papel secundario na transmissdao da DC
(ROSA et al., 2010; ROSA et al, 2014). Esta espécie esta entre as que vém ocupando nichos
vagos apés o controle de Triatoma infestans no Estado de Goids (SANTANA, 2006). Sua
primeira citacdo foi realizada por Lent (1954), que descreveu a espécie a partir de exemplares
coletados em palmeiras do género Attalea em Minas Gerais.

Entre as espécies do género Rhodnius, R. neglectus é a que que esta mais amplamente
distribuida pelo Brasil, no Distrito Federal e mais 11 estados (GO, MS, MT, BA, PI, PE, MA,
TO, MG, PR e SP), como evidenciado na figura 6, sendo caracteristica do bioma Cerrado.

N&o ha registros de ocorréncia de R. neglectus fora do Brasil. Em Sdo Paulo, Minas Gerais,
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Goiés, Tocantins e Parana foram registradas invasées no peri e intradomicilio por essa
espécie que tem apresentado baixos indices de infeccdo por T. cruzi (GURGEL-
GONGALVES e CUBA, 2007). No ambiente silvestre a espécie encontra-se associada a
varias espécies de palmeiras como “babagu” e “macauba”, utilizando como fonte alimentar
aves, marsupiais e roedores. J& no peridomicilio é encontrada principalmente em galinheiros
(GALVAO et al. 2003, GURGEL-GONCALVES, 2008).

Em territério paulista, no periodo de 1990 a 1999, foram coletados 3.149 exemplares
de R. neglectus, sendo 2.542 no intradomicilio e 607 no peridomicilo, com indices de infec¢édo
por T. cruzi de 0,34% e 0,24%, respectivamente (RODRIGUES et al., 2009). Em 2009 em
Aracatuba foram encontrados R. neglectus colonizando palmeiras e invadindo domicilios, o
mesmo foi encontrado em 2012 em Monte Alto (CARVALHO et al., 2014; RODRIGUES et
al., 2014)

Figura 6. Mapa da distribuigdo da espécie R. neglectus no Brasil (Jurberg et al., 2014)

1.4 Morfologia

A identificacdo especifica e a sistematica dos triatomineos tém se pautado
principalmente em observacdes morfoldgicas, em especial por meio de microscopia de luz.
No caso de populacdes de morfologia proximas, quando nao € possivel identificar a espécie
somente com os critérios morfoldgicos classicos, € necesséria, portanto, a utilizagdo de outras
abordagens morfologicas e moleculares como, por exemplo, o estudo das genitalias masculina
e feminina, da ultraestrutura de caracteres de valor taxondmico, a analise comparativa de
estruturas por morfometria geométrica e analises moleculares para identificacdo destas
espécies (NEVES, 2012; OLIVEIRA, 2015).
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1.4.1 Genitalia masculina — Processo mediano do pigoforo

A genitélia apresenta diversas estruturas que podem ser Uteis na diferenciacdo de
géneros e espécies. Em 1926, Pinto observou o falo, os “ganchos” (pardmeros) e a “espinha”
(processo mediano do pigoforo). Posteriormente os estudos foram ampliados para as
genitalias de ambos 0s sexos e a partir de 1965, com os trabalhos de Lent & Jurberg as
diversas estruturas falicas das genitalias passaram a ser analisadas comparativamente
mostrando que essa ferramenta pode ser Util para auxiliar na caracterizacao de tribos, géneros,
espeécies e até mesmo de populacdes. Rosa et al (2010) demonstrou também a importancia da
genitalia feminina em estudos taxondmicos, por meio de microscopia eletrénica de varredura
(ROSA et al., 2010; ROSA et al., 2014; GALVAO, 2014).

Tais parametros ja foram adotados para a comprovacédo de diferencas especificas nos
complexos: Triatoma wygodzinsky (T. pseudomaculata e T. wygodzinsky) e Triatoma sordida
(T. sordida e T. guasayana) e no estudo de outras espécies do género Triatoma e dos géneros
Psammolestes, Rhodnius, Paratriatoma, Eratyrus, Cavernicola e Panstrongylus. A genitélia
masculina segundo Jurberg et al. (1997) , constitui um pardmetro importante na diferenciacéo
entre espécies do género Rhodnius, as pecas que contribuem para uma melhor distingdo sdo: o
formato do falossoma, o processo mediano do pigoforo (Fig. 7), dos parameros e do numero

de processos da conjuntiva (Neves, 2012).

.4‘\ /’// “7 (\_ /
\ N ___y_,/”:,// %
R. negﬁ/ R. prolixus

Figura 7. Esquema comparativo do processo mediano do pigéforo das espécies: R.
neglectus e R. prolixus (Modificado de GALVAO, 2014).

1.4.2 Ovos

A importancia do conhecimento dos ovos dos triatomineos foi ressaltada por Pinto em
1924 ao descrever a morfologia e a coloragdo dos ovos de Triatoma brasiliensis, conseguindo
diferencid-la de outras espécies de barbeiros existentes no Brasil. Segundo Barata (1997),
diversos autores vém se preocupando com o estudo das cascas dos ovos de insetos desde que
Galliard em 1935, observou diferengas entre os exocério de diferentes espécies permitindo

utilizar esse caractere para distingdo entre espécies. Em 1974, Forattini e Barata descreveram
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um aspecto morfologico macroscopico importante na diferenciacdo entre Rhodnius neglectus
e R. prolixus, a existéncia de uma aglutinacdo proxima ao opérculo, denominada “colarinho”
(Fig. 8). Barata (1981) observando as caracteristicas do exocorio e do opérculo dos ovos,
mostrou ser possivel a utilizacdo dessas estruturas e ornamentagfes como caracteres de
diferenciacdo para espécies do género Rhodnius, tendo entdo publicado uma chave para
identificacdo que incluiu dez espécies (GALVAO, 2014).

Recentemente, mais uma ferramenta foi incorporada aos estudos de ovos, a

morfometria geométrica, utilizada por Paez-Colasante & Aldana (2008), por analise de

imagens provenientes de MEV.
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Figura 8. Microfotografia da regido pré-opercular de ovos de R. neglectus (A) e R.
prolixus (B) evidenciando a presenc¢a ou auséncia de “colarinho” (Retirado de Forattini e
Barata, 1974).

1.4.3 Angulo anterolateral

O pronoto (Fig. 9) dos triatomineos é extremamente desenvolvido é dividido em dois
lobos com diversas estruturas de importancia taxondmica, incluindo o angulo anterolateral.



27

ﬁngum
antero-lateral

Lobo
anterior

Lobo
posterior

Figura 9. Pronoto, em destaque a estrutura angulo anterolateral (Modificado de Galvao, 2014).

Na espécie R. neglectus a estrutura se apresenta sendo bem
proeminente, ja em R. prolixus a estrutura possui formato arredondado e ndo
tdo proeminente (Fig. 10) (SOTO-VIVAS, 2009; GALVAO, 2014).

Figura 10. Imagem retratando Rhodnius neglectus (A) e Rhodnius prolixus (B), com angulo
anterolateral em destaque (LENT E WYGODZYNSKI, 1979).
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1.5 Morfometria geométrica

A morfometria geométrica € um conjunto de novas técnicas no estudo da forma de
estruturas biologicas em que séo utilizados marcos anatémicos (Landmarks) ou contornos. As
landmarks sdo pontos nos quais as estruturas bioldgicas sdo amostradas e que permitem
identificar as variagBes de forma entre as mesmas estruturas morfoldgicas nos diferentes
exemplares em estudo. A sobreposicdo de Landmarks, Analise de Distancias de Procrustes,
quantifica a variacdo entre formas, € um método em que se comparam formas, definidas pela
configuracdo de landmarks, por meio de translacdo (centra a configuracdo de landmarks),
rotagdo (rotacdo de todas as configuragdes de landmarks de forma a minimizar as distancias
entre elas) e escalamento (padronizagdo da configuracdo de landmarks a partir do tamanho do
centroide) (RODRIGUES & SANTOS, 2003; NEVES, 2012).

1.6 Biologia molecular

Com o desenvolvimento atual de técnicas moleculares € possivel a insercdo da
diferenciacdo genética de espécies como uma variavel a mais para a classificacdo taxondmica.
O uso de marcadores moleculares para fins de analise cladistica em Triatominae, auxiliam na
resolugdo de impasses sistematicos e duvidas relacionadas a sua filogenia (GARDIM et al.,
2013).

Esses estudos utilizam marcadores moleculares baseados no DNA mitocondrial
(mtDNA) e no DNA nuclear (nDNA), sendo os marcadores mais utilizados do mtDNA os
genes 12S, 16S, citocromo oxidase | (COl), citocromo b (Cytb) e do nDNA os genes ITS1,
ITS2, 18S e a porcdo do dominio 2D do gene 28S. O DNA mitocondrial, herdado
maternalmente, ndo sofre recombinacdo e apresenta uma taxa de evolucdo de até dez vezes
maior que o DNA nuclear, transformando-se numa excelente técnica para a separacdo de
espécies cripticas e estudos de filogenia de triatomineos (GARDIM, 2010; NEVES, 2012)

A identificacdo de espécies pertencentes ao género Rhodnius esteve desde sempre
fortemente vinculada a padrdes biologicos e morfologicos e as variagdes de ambos, a
identificacdo de um ponto de vista geral desse género pode se valer sem problemas de
aspectos morfoldgicos. Em nivel de espécie a identificacdo, porém, pode ser uma das mais
dificeis entre os triatomineos, especialmente as espécies do complexo R. prolixus (R. prolixus,

R. robustus, R. neglectus e R. nasutus ). Tal dificuldade pode acarretar uma identificacdo
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incorreta e como consequéncia um prejuizo aos pesquisadores que se baseiam em dados
produzidos por trabalhos com espécies erroneamente identificadas, além de prejudicar o
conhecimento da distribuicdo das espécies, por conseguinte dificulta a orientacdo de acdes de
combate ao vetor (GURGEL-GONCALVES et al., 2008).

Com o desenvolvimento atual de técnicas moleculares € possivel a insercdo da
diferenciacdo genética das espécies como uma varidvel a mais para a classificacao
taxondmica. Devido ao avanco tecnoldgico as metodologias morfolégicas e morfometricas
alcancaram um nivel adequado de refinamento e precisdo e por isso podem e devem ser
utilizadas em complementaridade a outras técnicas.

Neste trabalho, visa-se obter dados, que agregados aos j& existentes, poderdo
proporcionar uma diferenciacdo mais minuciosa e precisa das espécies englobadas no género
Rhodnius, de modo a contribuir para os estudos taxonémicos e filogenéticos de Triatominae,

integrando parametros morfoldgicos, de morfometria geométrica e ferramentas moleculares.
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6 CONCLUSAO

* A partir dos parametros utilizados verificou-se que as coldnias 58, 63,

67 e 68, ndo apresentaram os padrdes estabelecidos para as espécies em que
foram anteriormente classificadas. As demais col6nias seguiram os padrdes

estabelecidos para suas respectivas espécies.

* Apesar do citocromo b ter se mostrado valido na separacdo das

populacbes de R. neglectus e R. prolixus mantidas em laboratorio, mais um
marcador seria de grande valia para dar suporte aos resultados gerados pelo
Cytb. No caso do citocromo oxidase | ndo foi possivel sua validacdo devido a
sua nao amplificacdo nas espécies estudadas.

* O aspecto morfologico de presenca ou auséncia de colarinho nos ovos

de diferentes populacdes de R. neglectus e R. prolixus foi analisado e
mostrou-se atil, porém os resultados passam uma maior seguran¢a quando

utilizados em conjunto com outros parametros.

A analise da morfologia da genitalia masculina, com énfase no

processo mediano do pig6foro se mostrou atil para distingcdo de R. neglectus e
R. prolixus, apesar disso ndo é recomendado sua utilizacdo de maneira isolada
e sim juntamente com outros parametros, visando uma maior confiabilidade

dos resultados.

* A morfometria geométrica de cabeca mostrou-se promissora na

separagdo de populacdes de R. neglectus e R. prolixus, mas para uma maior

coeréncia de resultados sugere-se agregar outros parametros.
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