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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Carolina Branco Dale Coutinho
A doenca de Chagas tem como agente etioldgico o Trypanosoma cruzi, que é transmitido ao homem

e a outros mamiferos através das fezes infectadas de triatomineos. Na década de 1980, o Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, apresentava um dos maiores indices de infestagdo domiciliar e altas taxas de
soroprevaléncia do pais. Apés a eliminagdo do Triatoma infestans, outros vetores vém sendo mais
frequentemente encontrados em domicilios e peridomicilios. Das 80 espécies do género Triatoma, dez
podem ser encontradas no Rio Grande do Sul. Devido a auséncia de uma vacina e drogas mais eficazes,
os programas de controle permanecem fundamentados no combate aos vetores, sendo preciso investir
na elaboragdo de planos de vigilancia e controle baseados na correta identificagdo desses insetos. Os
objetivos do presente trabalho foram analisar e comparar, através da taxonomia integrada (morfologia,
morfometria geométrica, andlise de hidrocarbonetos cuticulares e biologia molecular), as espécies afins
de Triatoma encontradas no Estado do Rio Grande do Sul. Foram coletados espécimes de triatomineos
em 13 municipios, identificados como Triatoma. circummaculata, Triatoma pintodiasi e Triatoma
rubrovaria. Foi constatado que estas espécies apresentam um polimorfismo cromatico de pronoto muito
maior do que aqueles descritos na literatura, porém distinguir essas espécies utilizando essa
caracteristica ndo é possivel. Nossos resultados de morfometria geométrica associados aos de
hidrocarbonetos cuticulares mostram que os espécimes de T. rubrovaria que apresentam coloragédo
amarela parecem ser uma espécie diferente das demais, e que T. pintodiasi mesmo apresentando
variagdo cromatica aparece como uma linhagem independente. A andlise dos hidrocarbonetos
cuticulares se mostrou como uma ferramenta Util na diagnose desse grupo de espécies de triatomineos e
esta foi a primeira vez que se utilizou toda a série tipo desse grupo para comparacdo de seus
espécimes. A analise morfométrica da espécie T. circummaculata demonstra que os espécimes
coletados no Estado do Rio Grande do Sul diferem da sua série tipo indicando que sdo uma entidade
taxonémica diferente. Os dados de biologia molecular foram inconclusivos para caracterizacdo dessas

espécies, sendo necessarias outras analises.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Carolina Branco Dale Coutinho
Chagas disease is transmitted to man and other mammals through infected feces of triatomines

containing the ethiological agent Trypanosoma cruzi. During the 1980’s, the State of Rio Grande do Sul,
Brazil, presented one of the highest rates of house infestation and high rates of seroprevalence in the
country. After the elimination of Triatoma infestans, other vectors have been found more frequently in
households and peridomestic places. Of the 80 species of the Triatoma genus, ten can be found in Rio
Grande do Sul. Due to the absence of a vaccine and more effective drugs, control programs remain
based on the vector control, and it is necessary to invest in surveillance programs and control plans
based on the correct identification of these insects. The objectives of the present work were to analyze
and compare, using integrated taxonomy (morphology, geometric morphometry, cuticular hydrocarbon
analysis and molecular biology), the related Triatoma species found in the State of Rio Grande do Sul.
Triatomine specimens were collected in 13 municipalities, identified as Triatoma circummaculata,
Triatoma pintodiasi and Triatoma rubrovaria. Those species showed a higher chromatic polymorphism of
the pronotum than described in the literature. but distinguishing these species using this character, was
not possible. Our results of geometric morphometry associated with cuticular hydrocarbon analysis show
that T. rubrovaria specimens presenting yellow coloration appear to be a different species, and T.
pintodiasi, even presenting chromatic variation, appears as an independent lineage. The analysis of
cuticular hydrocarbons proved to be a useful tool in the diagnosis of this group of species, and this was
the first time that the type series was used to compare their specimens. The morphometric analysis of T.
circummaculata demonstrated that the specimens collected in the State of Rio Grande do Sul differ from
their type series, indicating that they are a different taxonomic entity. Molecular biology data were

inconclusive for the characterization of these species, and other analyses are necessary.
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Triatoma pintodiasi; TC: Triatoma circummaculata brasileir; TC/TPD: Triatoma
pintodiasi com algumas caracteristicas de Triatoma circummaculata; TCB:
Triatoma circummaculata hol6tipo série Berlim 45
Figura 28. Mapa fatorial mostrando a morfometria geométrica das cabecas. TR:
Triatoma rubrovaria; TK: Triatoma klugi; TCAR: Triatoma carcavalloi; TRB:
Triatoma rubrovaria série Berlim; TPD: Triatoma pintodiasi; TPDFD: Triatoma
pintodiasi de Ferndo Dias TC: Triatoma circummaculata brasileir; TC/TPD:
Triatoma pintodiasi com algumas caracteristicas de Triatoma circummaculata;
TCB: Triatoma circummaculata hol6tipo série Berlim; TCB: Triatoma
circummaculata colecdo I0C; RVRS: Triatoma rubrovaria de Santa Maria. 46
Figura 29. Analise de Cluster utilizando a conformac&o das cabecas dos
espécimes do Rio Grande do Sul. TI: Triatoma infestans; TR: Triatoma
rubrovaria; TK: Triatoma klugi; TCAR: Triatoma carcavalloi; TRB: Triatoma
rubrovaria série Berlim; TPD: Triatoma pintodiasi; TPDFD: Triatoma pintodiasi
de Ferndo Dias TC: Triatoma circummaculata brasileir; TC/TPD: Triatoma
pintodiasi com algumas caracteristicas de Triatoma circummaculata; TCB:
Triatoma circummaculata hol6tipo série Berlim; TCB: Triatoma circummaculata
colecdo IOC; FDRS: Triatoma pintodiasi Ferndo Dias com caracteristicas
diferentes; RVRS: Triatoma rubrovaria de Santa Maria. 46
Figura 30. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos
cuticulares de Triatoma rubrovaria padrdo cromatico vermelho. a7
Figura 31. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos
cuticulares de Triatoma rubrovaria padrdo cromatico amarelo. 48
Figura 32. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos
cuticulares de Triatoma rubrovaria padrdo cromatico laranja. 49
Figura 33. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos
cuticulares de Triatoma rubrovaria padrédo cromatico rosa. 49
Figura 34. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos
cuticulares do espécime argentino de colecdo de Triatoma rubrovaria. 50
Figura 35. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos
cuticulares do lectotipo de Triatoma rubrovaria. 50
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Figura 38 - Comparacdo entre as porcentagens meédias dos n-alcanos
majoritarios e do esqualeno presentes nos espécimes analisados de Triatoma
rubrovaria vermelho, amarelo, laranja e rosa, Triatoma pintodiasi e Triatoma
circummaculata. 54
Figura 39 - Dendograma montado a partir do indice de similaridade de Bray-
Curtis por “single linkage method” comparando Triatoma rubrovaria vermelho,
amarelo, laranja e rosa, Triatoma circummaculata e Triatoma pintodiasi.
Cluster A mostra T. rubrovaria do Museu de Berlim (1595vB) como taxon irmao
de T. pintodiasi (Tpd_1608); Cluster B mostra as distancias entre os outros
espécimes analisados. 54
Figura 40 - Porcentagens de cada classe de hidrocarbonetos cuticulares por
espécime estudado. Comparacéao entre Triatoma rubrovaria vermelho, amarelo,
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1  INTRODUCAO

Descoberta em 1909, a doenca de Chagas (DC), também conhecida como
Tripanossomiase Americana, € uma patologia de natureza endémica e evolucéo
geralmente cronica, que tem (Trypanosomatida; Trypanosomatidae) (Chagas, 1909). O
parasito é transmitido ao homem e a outros mamiferos, principalmente, através das
fezes infectadas dos insetos vetores da subfamilia Triatominae (Hemiptera:
Reduviidae), popularmente conhecidos como barbeiros (Dias & Schofield 1999,
Schmunis 1999). Além da transmissdo vetorial classica, existem ainda outros
mecanismos envolvidos na infecgcdo chagasica como: a) transmissdo vetorial oral
(ingestdo acidental do parasito por meio de alimentos contaminados com as fezes do
vetor; b) transfusdo sanguinea; c) transmissdo congénita; d) acidentes de laboratorio;
e) transplante de 6rgaos; f) aleitamento materno (Dias & Schofield 1999).

Entre as décadas de 1970 e 1980, estimava-se que 29,4% dos 17 milhdes de casos
mundiais da DC ocorriam em territorio nacional, o que correspondia a quase 4,2% da
populacdo brasileira da época, e que a incidéncia anual era de 700-800 mil novos
casos (Morel & Lazdins 2003). Os estados de Minas Gerais e Rio Grande do Sul eram
0S que apresentavam os maiores indices de infestacdo domiciliar, e uma das mais altas
taxas de soroprevaléncia no pais (8,8%) (Passos & Silveira, 2011). Em 1991, a
Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) coordenou um consorcio internacional
denominado “Iniciativa dos Paises do Cone Sul”, uma parceria do Brasil com Argentina,
Bolivia, Chile, Paraguai e Uruguai que tinha como objetivos a reducdo da transmisséo
vetorial e o controle dos bancos de sangue evitando a transmissédo por transfusao
sanguinea.

O primeiro objetivo foi alcancado pelo o controle do Triatoma infestans (Klug, 1834),
a principal espécie vetora, que apresentava alta capacidade e competéncia vetorial e
ampla distribuicdo geogréafica, sendo encontrada exclusivamente em domicilios. Hoje,
esta espécie esta restrita a focos residuais na Bahia e Rio Grande do Sul. Com o
controle do T. infestans outros vetores, que eram considerados secundarios ou de
pouca importancia epidemioldgica, vém sendo mais frequentemente encontrados tanto
em domicilios quanto em peridomicilios (Lent & Wygodzinsky 1979, Almeida et al.
2002, Galvdo 2014). Nesse novo contexto, algumas espécies como por exemplo
Panstrongylus megistus (Burmeister, 1832) e Triatoma brasiliensis (Neiva, 1911) vem

sendo consideradas espécies de importancia primaria na transmissao da DC no pais.



Essa iniciativa aléem de apresentar um grande impacto na reducdo da transmisséo
vetorial da doenca, também estimulou a criagdo de iniciativas subsequentes nos paises
andinos e na América Central (Schofield & Dujardin 1997, Dias & Schofield 1999, Dias
et al. 2002, Gurgel-Goncalves et al. 2012).

Apesar do sucesso relativo dos programas de controle, atualmente estima-se que a
DC afete entre seis e sete milhdes de pessoas e que cerca de 75 milhdes vivam em
areas de risco, sendo a quarta principal endemia das Américas (WHO, 2017). No Brasil
€ ainda considerada uma enfermidade de carater socioeconémico (Dias et al. 2016).

Devido a auséncia, até o momento, de uma vacina e drogas mais eficazes, os
programas de controle permanecem fundamentados no combate ao vetor, através da
melhoria das habita¢Ges (a¢bes fisicas) e da utilizacdo de inseticidas de efeito residual
(acdes quimicas). Porém, estas medidas ndo obterdo éxito se empregadas
isoladamente. E preciso investir na elaboracdo de planos de vigilancia e controle
baseados na correta identificagcdo dos vetores, que podem ser encontrados no
ambiente silvestre, invadindo, ocasionalmente, os domicilios ou em processo de

domiciliacao.

1.1 O Estado do Rio Grande do Sul

Localizado no extremo sul do Brasil, o Rio Grande do Sul € uma das 27 unidades
federativas do pais, possui uma area total de cerca de 282 km?, 11,29 milhdes de
habitantes e uma alta taxa de alfabetizacdo (95%). Tem o quinto maior IDH (indice de
Desenvolvimento Humano) do Brasil, de 0,869, e o quarto maior PIB (Produto Interno
Bruto) (www.rs.gov.br).

E o estado mais meridional do pais e esta dividido em sete mesorregides, 35
microrregides e 496 municipios. Sua geografia € caracterizada por um diversificado
relevo, dividido em Pampas, Planalto Serrano e Regido Lagunar. Tem como limites o

Estado de Santa Catarina ao norte, o Uruguai ao sul e a Argentina a oeste.

1.2 A doencade Chagas no Rio Grande do Sul

Neiva (1913) fez o primeiro registro de Triatoma infestans no pais, porém somente

em 1918, foi comprovada a infec¢éo natural desta espécie por T. cruzi.



Talice (1939) diagnosticou o primeiro caso humano de DC em Montevidéu de um
paciente procedente do municipio de Santana do Livramento, Rio Grande do Sul.

César Pinto (1946) realizou o primeiro levantamento de indices parasitarios no Rio
Grande do Sul, observando taxa de infeccdo de 50% para os triatomineos domiciliados
em 49 dos 92 municipios e 73 casos humanos (Neiva, 1913; Baruffa & Alcantara Filho,
1985).

Na década de 1950, ocorreram as primeiras a¢des de controle no Estado. Coutinho,
Pinto & Barbosa (1951) constataram uma taxa de infeccdo de 56,7% em espécimes de
T. infestans capturados em domicilios. Di Primio (1951) faz o primeiro registro oficial
de T. circummaculata (Stal, 1859) no Estado do Rio Grande do Sul e o primeiro mapa
de distribuicdo desta espécie (Fig. 1). Caldeira Brant et al. (1957) realizaram o primeiro
inquérito epidemiolégico com populacdes da zona rural.

Salgado et al. (1964) realizaram um inquérito que abrangeu 20 municipios do Rio
Grande do Sul, a maioria das amostras eram de criancas em idade escolar, e o indice
médio de positividade para DC registrado foi de 3,13%. Baruffa & Alcantara Filho
(1977) verificaram 27 municipios do Centro Sul do estado e constaram que em menos
de 10 anos indice médio havia aumentado cinco vezes mais. Baruffa & Alcantara Filho
(1985), ap6s 10 anos da criacdo do Programa de Controle de Doenca de Chagas
(PCDCh), pela Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica (SUCAM)
realizaram um novo inquérito sorolégico e entomoldgico em populacdes rurais de 17
municipios, e registraram que a regido estava entre as areas de maior endemia do
pais. Em 1992, o Rio Grande do Sul passou a integrar o Programa de Eliminacéo de T.
infestans (Camargo et al. 1984, Baruffa & Alcantara Filho 1985, Bedin et al. 2009,
Pedroso et al. 2011).
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Figura 1. Mapa de distribuicdo das principais espécies T. rubrovaria (Blanchard, 1843), P. megistus
(Burmeister, 1835), T. circummaculata (Stal, 1859), Triatoma sordida (Stal, 1859), Triatoma oliveirai (Neiva,
Pinto & Lent, 1939) e P. tupynambai Lent, 1942 no Estado do Rio Grande do Sul de acordo com Di Primio

(1953)



1.3 Subfamilia Triatominae

A subfamilia Triatominae é atualmente composta por 152 espécies distribuidas em
15 géneros e cinco tribos (Justi & Galvao 2016):

Alberproseniini Martinez e Carcavallo, 1977,

Bolboderini Usinger, 1944;

Cavernicolini Usinger, 1944;

Rhodniini Pinto, 1926;

Triatomini Jeannel, 1919.

Dentre estas, as tribos Triatomini e Rhodniini possuem grande importancia
epidemiologica, além de serem as mais diversas e, consequentemente, as mais
estudadas (Lent & Wygodzinsky 1979, Galvao et al. 2003, Vallejo et al. 2009).

Triatomineos sdo caracterizados pelo hematofagismo obrigatorio em todas as fases
do desenvolvimento, que € do tipo hemimetabdlico, onde o ciclo de vida de ovo a
adulto passa por cinco estadios ninfais (1° a 5°). As ninfas podem ser diferenciadas dos
adultos por apresentarem olhos reduzidos, auséncia de asas, auséncia de ocelos e
imaturidade sexual. Adultos apresentam evidente dimorfismo sexual, cabeca
geralmente alongada e subcilindrica, dividida em regides ante e pds-ocular; olhos
desenvolvidos multifacetados; ocelos; térax e pronoto bem desenvolvidos; escutelo
proeminente; abddmen achatado dorsoventralmente e conexivos laterais que podem

apresentar manchas caracteristicas (Lent & Wygodzinsky 1979, Galvao, 2014).

1.4  Tribo Triatomini e género Triatoma

A tribo Triatomini Jeannel (1919), é a mais diversa, composta por 10 dos 15 géneros
conhecidos. Panstrongylus Berg, 1879 e Triatoma Laporte, 1832 sdo os géneros de
maior importancia médica, pois algumas de suas espécies sdo consideradas como
principais vetores de T. cruzi na América Latina (Galvao 2014).

Triatoma é o género que apresenta uma morfologia muito diversa e o0 maior nimero
de espécies descritas, que podem ser agrupadas em oito complexos e oito
subcomplexos (Schofield & Galvao 2009, Justi et al. 2014).



1.5 Triatomineos do Rio Grande do Sul

Atualmente, das 85 espécies (sendo uma fossil) que compdem o género Triatoma,
33 ocorrem em territério nacional, sendo que destas, 10 sdo encontradas no estado do
Rio Grande do Sul: Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Galvdo 1998, Triatoma
circummaculata (Stal, 1859), Triatoma delpontei (Romarfia & Abalos, 1947), Triatoma
infestans (Klug, 1834), Triatoma klugi Jurberg, Lent & Galvao, 2001, Triatoma oliveirai
(Neiva, Pinto & Lent, 1939), Triatoma pintodiasi Jurberg, Cunha & Rocha, 2013,
Triatoma platensis Neiva, 1913, Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843) e Triatoma
sordida (Stal, 1859) (Schofield & Galvao 2009, Galvao 2014) (Fig.2 A-J).

Figura 2. Espécies de Triatominae do Estado do Rio Grande do Sul (Galvdo, 2014). A) Triatoma carcavalloi; B) Triatoma
circummaculata; C) Triatoma delpontei; D) Triatoma infestans; E) Triatoma klugi; F) Triatoma oliveirai; G) Triatoma pintdiasi; H)
Triatoma platensis; 1) Triatoma rubrovaria e J) Triatoma sordida



1.5.1 Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent, 1998

Caracteristicas principais: Comprimento total de 19,5 a 22 mm. Coloragdo geral
negra com grandes manchas alaranjadas ou avermelhadas no lobo posterior do
pronoto, cério e conexivo. Pronoto com o lobo anterior apresentando tubérculos discais
bem desenvolvidos e tubérculos laterais ausentes; lobo posterior variando do vermelho
ao laranja, angulos umerais arredondados. Escutelo negro. Pernas uniformemente
negras, areas tarsais castanhas (Fig. 3).

(Descricdo completa em Jurberg et al. 1998).

Material-tipo: Colecdo Rodolfo Carcavallo, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.
Descrita com base em quatro fémeas coletadas em domicilios do RS. Holétipo: n°5505;
Parétipos: n°5506, 5507, 5508.

Figura 3. Hol6tipo fémea de Triatoma carcavalloi, colecdo Rodolfo
Carcavallo, Fiocruz, Rio de Janeiro.



1.5.2 Triatoma circummaculata (Stal, 1859)

Caracteristicas principais: Comprimento total de 15 a 17 mm. Colora¢do geral
castanho-escura ou negra, com manchas que podem variar do laranja ao vermelho no
pronoto, corio e conexivo. Pronoto com lobo anterior variando de castanho-escuro a
negro, lobo posterior como o lobo anterior, ou variando de parcialmente a totalmente
vermelho. Escutelo com processo apical da metade do comprimento do corpo principal
e raramente com apice claro. Conexivo vermelho brilhante com faixas negras
transversais estreitas localizadas sobre as suturas intersegmentares.

(Descrigao completa em Lent & Wygodzinsky, 1979)

Material-tipo: Museum fir Naturkunde (Museu de Historia Natural), Berlim,

Alemanha. Série-tipo com trés fémeas: lote 2935 (Fig. 4).

Figura 4. Hol6tipo fémea de Triatoma circummaculata depositado na cole¢cao do
Museu de Historia Natural, Berlim.



1.5.3 Triatoma klugi Jurberg, Lent & Galvao, 2001

Caracteristicas principais: Comprimento total 24 a 27 mm. Coloracéo geral negra,
tendo manchas amarelas centrais em cada segmento do conexivo, parte externa do
clavo e base do coério. Cabeca negra. Pronoto negro brilhante, rugoso. Lobo anterior
com tubérculos discais vestigiais. Lobo posterior rugoso. Escutelo muito rugoso com a
depressao central muito profunda e o processo do escutelo conico, pequeno e voltado
para cima. Hemiélitros ndo atingindo o bordo posterior do abddémen, apenas a metade
do VII urotergito. Corio amarelo com veias negras. Pernas uniformemente negras,
longas e delgadas, fémures anteriores e médios com 1 + 1 tubérculos pequenos na
unido do 1/4 apical com os 3/4 proximais. Conexivo com mancha amarela no centro de
cada segmento.

(Para descricdo completa veja Carcavallo et al. 2001)

Material-tipo: Cole¢gdes Herman Lent e Rodolfo Carcavallo, Instituto Oswaldo Cruz,

Rio de Janeiro.

Figura 5. Espécime de Triatoma klugi (n. 2926), colecdo Herman Lent, Fiocruz, Rio
de Janeiro.
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1.5.4 Triatoma pintodiasi Jurberg, Cunha & Rocha, 2013

Caracteristicas principais: comprimento total de 15 a 16 mm. Coloragdo geral
castanho-escura. Pronoto com lobo anterior totalmente negro, lobo posterior totalmente
laranja. Angulo antero-lateral levemente projetado, acuminado. Escutelo triangular,
negro, superficie esculturada e brilhante. Hemiélitros com a maior parte do clavo e
pequena por¢ao do corio castanho-escuras e maior parte do corio laranja; nervuras da
membrana castanho-escuras, tornando-se laranja ao adentrarem o corio. (Para

descricdo completa veja Jurberg et al. 2013).

Material-tipo: Colegcdo Herman Lent, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

Figura 6. Holétipo de Triatoma pintodiasi (fonte: Jurberg et
al. 2013)
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1.5.5 Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843)

Caracteristicas principais: comprimento total de 21 a 25 mm. Coloragédo geral
negra com manchas laranjas ou vermelhas no pescoco, pronoto, cério e conexivo.
Pronoto com lobo anterior invariavelmente negro, lobo posterior raramente
completamente negro ou completamente avermelhado, apresentando nessa regiao
grande variabilidade cromatica mesclando areas negras e avermelhadas. Escutelo
negro com processo apical curto. Hemiélitro com corio negro com manchas basais e
subapicais claras, membrana castanho-escura. Conexivo negro com grande mancha
vermelha ou laranja na regido central de cada segmento.

(Para descrigao completa veja Lent & Wygodzinsky, 1979).

Material-tipo: Conorhinus rubrovarius: desconhecido; sinonimias: Triatoma
rubroniger: Museum fir Naturkunde (Museu de Histéria Natural), Berlim, Alemanha; T.
gomesi: Colecdo Herman Lent, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro; T. bruchi:

Mision de Estudios de Patologia Regional, Buenos Aires, Argentina.

g -

Figura 7. Lectétipo de Triatoma rubrovaria (Triatoma rubroniger) depositado na
colecdo do Museu de Historia Natural, Berlim.
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1.6 Caracterizacdo dos Triatomineos

1.6.1 Morfometria Geométrica

Segundo Bookstein (1991) a morfometria pode ser definida como “o estudo
estatistico da covariancia entre mudancas de forma e fatores causais”, ou seja, € uma
linguagem matematica que descreve e estuda as diferencas entre as formas dos
organismos, verificando as possiveis afinidades entre individuos ou grupo de
individuos. Pode ser classificada em tradicional ou geométrica de acordo com o padréo

de medidas utilizado.

Na morfometria tradicional sé&o utilizadas medidas isométricas de distancias entre
pontos homologos, perdendo sua relacdo com a forma biolégica, pois na isometria a

medida que o organismo cresce nao ha mudanca em sua conformacéo.

A morfometria geométrica ou “nova morfometria”, ao contrario da morfometria
tradicional, analisa através de medidas alométricas a quantificacdo da variacdo da
forma, isso ocorre porque na alometria, a medida que ocorre a mudanca de tamanho
h& uma alteracdo na sua conformacgdo, gerando uma geometria diferente, como se
houvesse uma deformacéo. Esta metodologia consegue capturar a geometria do objeto
estudado através da utilizacdo de coordenadas cartesianas como pontos de referéncia,
permitindo a descricdo e visualizacdo, através de dados bi- ou tridimensionais, das

diferencas geométricas das formas (Dujardin et al., 1999).

Nos estudos dos triatomineos, a utilizacdo da morfometria tem duas décadas, tanto
no campo da biologia populacional como em sistemética, sendo que alguns trabalhos
tém utilizado esta metodologia visando esclarecer a validade taxon6mica de algumas
espécies (Dujardin et al. 1999, Patterson 2007, Jaramillo 2014, Magaly et al. 2015,
Nattero et al. 2017).
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1.6.2 Hidrocarbonetos Cuticulares

Os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) sao o principal grupo de compostos
encontrados na complexa camada de lipidios presentes na superficie dos insetos. Além
destes podem ser encontrados &acidos graxos, alcoois, parafinas, acilglicerideos,
fosfolipidios e glicolipidios (Lockey 1988; Blomquist & Bagnéres 2010).

Baker et al. (1963), ap6s o advento da cromatografia de gas liquido, realizaram a
primeira analise completa dos HCs presentes na epicuticula de Periplaneta americana
(Linnaeus, 1758) (Blattodea: Blattidae) (Blomquist & Bagneres 2010).

Com variadas funcbes, sdo o0s principais responsaveis pela resisténcia a
dessecacdo, e ao decorrer de varios estudos foram sendo associados a outras
funcdes, como agentes de protecdo contra microrganismos patogénicos (Lockey 1988)
e comunicacdo quimica (feroménios, aloménios ou cairomonios) (Carlson et al. 1971,
Howard & Blomquist 2005, Blomquist & Bagneres 2010).

Os HCs sao divididos em trés classes principais (Lockey 1980, Blomquist &
Bagnéres 2010):

A. n-Alcanos: compostos saturados de cadeia linear.

B. Alcanos metil ramificados: apresentam ramificagdo metil e podem ser
divididos em monometilalcanos com ramificacées terminais (2- e 3- metilalcanos),
monometilalcanos com ramificacbes internas (do carbono quatro em diante),
dimetilalcanos, trimetilalcanos e, ocorrendo em menor abundancia, tetra e

pentametilalcanos.

C. Alcenos: compostos insaturados. Sao classificados em monoenos (com
apenas uma dupla ligacdo na cadeia), dienos (duas) e trienos (trés duplas ligacdes).
Alcenos metilramificados ndo sdo comumente encontrados, mas Carlson e Schlein

(1991) ja reportaram a presenca destes em moscas da familia Glossinidae.

Estudos tém mostrado que os HCs diferem entre espécies proximas e até mesmo
entre populagbes (Bagnéres & Wicker-Thomas 2010, Braga et al. 2016). Aléem desta
divergéncia, podem ocorrer variacdes intraespecificas, que podem ser observadas por
diferencas de perfis relacionadas a idade do inseto, fases de desenvolvimento, ao sexo
(machos e fémeas), entre outros (Lockey 1985, Lockey 1991, Kather & Martin 2012,
Braga et al. 2013, Braga et al. 2016).
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A utilizacdo dos HCs para identificacdo e descricdo de espécies vem sendo bastante
empregada (Bagnéres e Wicker-Thomas 2010), entretanto o uso como carater
taxondmico so foi possivel apos os trabalhos de Carlson & Service (1979, 1980), onde
0s autores, utilizando HCs, conseguiram separar as espécies do complexo Anopheles
gambiae Guiles, 1926 (Diptera: Culicidae). A partir de entdo, diversos outros trabalhos,
empregando esta técnica chamada de quimiotaxonomia, surgiram para auxiliar na

identificacdo de algumas espécies cripticas (Bagneres e Wicker-Thomas 2010).

1.6.3 Analise de DNA mitocondrial

Com o advento da reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction —
PCR), os métodos baseados em DNA permitiram que as andalises moleculares se
tornassem fundamentais para o avanco dos estudos de taxonomia e filogenia de
triatomineos. Nos ultimos anos, técnicas moleculares utilizando diferentes marcadores,
tais como 12S, 16S, Citocromo oxidase subunidade | (COI) e Citocromo b (CytB), vém
sendo amplamente empregados na tentativa de solucionar questdes taxonémicas como
identificacdo de espécies, estudos de genética de populacdo e filogenia de
triatomineos. Esta técnica, apesar de gerar informag¢bes apenas sobre um locus de
cada vez, pode ser util na comparacao de grupos de qualquer nivel de relacionamento
filogenético (Abad-Franch & Monteiro 2005). Alguns marcadores como CytB vem
sendo muito utilizado com o propésito de identificacdo molecular em triatomineos, pois
este permite uma boa separacdo entre espécies proximamente relacionadas (Monteiro
et al. 2001, 2013, Justi et al. 2014). O gene Cytb, quando comparado a COI, aparece
como uma ferramenta muito mais informativa para comparacfes entre espécies, pois
procura esclarecer tanto questées de sistematica como de evolucédo, e tenta auxiliar a
investigacdo de problemas referentes ao impedimento taxonémico, como a
identificacdo de espécies cripticas (Monteiro et al. 2001, 2013, Bargues et al. 2002,
Abad-Franch & Monteiro 2005).
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1.7 Justificativa

Desde a descricdo da primeira espécie de Triatominae por De Geer (1773), a
identificagdo de Triatomineos tem evoluido constantemente, desde a abordagem
morfologica e cromatica (Costa et al. 1997), passando por extensas analises utilizando
multiplas abordagens, a fim de fortalecer a caracterizacéo de cada taxon.

Segundo Jinbo et al. (2011), “A identificagdo de espécies € uma parte fundamental
para 0 reconhecimento e descricdo da biodiversidade”. Tradicionalmente esta
identificacdo € feita por taxonomistas com base nas diagnoses e descricOes
morfologicas. Contudo, mesmo com descricbes mais detalhadas e diagnoses
evidentes, a identificacdo de alguns grupos de espécies morfologicamente muito
similares ou cripticas se torna dificil ou em alguns casos, impossivel (Schroeder et al.
2003). Esta dificuldade na identificacdo das espécies pode afetar o sucesso dos
programas de controle vetorial e elaboracédo de planos de vigilancia. Com base nessa
problemética e a fim de contribuir para minimizar essas dificuldades, pesquisadores
passaram a empregar técnicas alternativas (morfométricas e moleculares) que
pudessem auxiliar a solucionar essas questdes taxondmicas. Portanto, é necessario o
desenvolvimento de estudos taxondmicos associados a novas técnicas, a fim de dar
continuidade no estudo das espécies da regido sul, contribuindo na identificacdo e
caracterizacdo desses potenciais vetores, visando a utilizacdo destes dados para
avaliacdo do risco da reinstalacdo da DC e também como subsidios na aplicacédo de
medidas de controle mais precisas (Lent & Wygodzinsky, 1979; Hypsa et al. 2002;
Almeida et al. 2000, 2009, Galvéo et al. 2003, Galvao 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Definir o status taxondmico de alguns espécimes de triatomineos encontradas no
Estado do Rio Grande do Sul por meio de diferentes metodologias como morfometria
geométrica dos adultos, a quimiotaxonomia (através da analise dos hidrocarbonetos

cuticulares) e marcadores moleculares.

2.2 Objetivos Especificos

- Definir o perfil morfométrico dos adultos de T. carcavalloi, T. circummaculata, T.
pintodiasi, T. klugi e dos diferentes morfotipos de T. rubrovaria através da morfometria
geomeétrica.

- Construir uma rede de haplotipos entre as espécies T. carcavalloi, T.
circummaculata, T. pintodiasi, T. klugi e T. rubrovaria utilizando o marcador
mitocondrial citocromo b (Cytb).

- Descrever e comparar o perfil de hidrocarbonetos cuticulares de adultos de T.
circummaculata, T. pintodiasi e T. rubrovaria através da utilizagdo da técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

- Comparar pela primeira vez resultados de hidrocarbonetos cuticulares e anélises
de DNA mitocondrial com a morfometria geométrica das espécies de T. carcavalloi, T.

circummaculata, T. pintodiasi, T. klugi e T. rubrovaria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao das amostras

Espécimes de Triatoma utilizados neste estudo foram provenientes de cinco
diferentes grupos: i) Cole¢do de Triatomineos do Instituto Oswaldo Cruz, 10C (CT-
IOC), Rio de Janeiro ; ii) Cole¢cdo do Museu de Histéria Natural de Berlim, Alemanha;
iii) Colecdo do Museu de Histéria Natural de Nova York, Estados Unidos; iv) insetos
provenientes de campo, obtidos em diversas coletas em diferentes localidades no Rio
Grande do Sul; e v) insetos provenientes de colénias do Laboratério Nacional e
Internacional de Referéncia em Taxonomia de Triatomineos (LNIRTT). Para a
identificacdo taxonémica dos adultos foram utilizadas as chaves dicotbmicas de Lent &
Wygodzinsky (1979) e Galvao & Dale (2014).

3.2 Coletaem campo

Foram realizadas saidas de campo, no periodo de marco de 2011 a julho de 2014
com a colaboracao da 42 Coordenadoria Regional de Saude do Estado e também com
0 apoio do Centro Estadual de Vigilancia em Saude do Estado do Rio Grande do Sul,
para coleta de triatomineos nos seguintes municipios: Cacapava do Sul, Capdo do
Cip6, Cerrito do Ouro, Jaguari, Lavras do Sul, Mata, Pinheiro Machado, Quevedos, Séo
Francisco de Assis, Santiago, Santa Maria, S&o Jerénimo e Vila Nova do Sul (Fig. 8).

Os municipios estudados no presente trabalho encontram-se na regido central do
Rio Grande do Sul, na grande planicie chamada Planalto meridional, e ndo apresentam
muitas barreiras geograficas. O relevo possui formacdes de rochas sedimentares, onde
podem ser encontradas as espécies T. circummaculata, T. pintodiasi e T. rubrovaria
(Fig. 9 A-D). Nesse trabalho a espécie T. klugi ndo foi incluida na busca em campo pois
seu local de ocorréncia € no municipio de Nova Petropolis, cerca de 400 Km de
distancia da regido central do Estado do Rio Grande do Sul. Para as espécies T.
carcavalloi e T. klugi foram utilizados insetos provenientes de colénias do insetario do
LNIRTT provenientes das localidades Sao Jerbnimo e Nova Petropolis,

respectivamente.
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Localidades

A — Sado Francisco de Assis

B — Santiago

C - Capao do Cipo
D - Jaguari

E — Mata

F — Quevedos

G - Santa Maria

H — Sao Sepé

| - Vila Nova do Sul

J — Lavras do Sul

K — Cerrito do Ouro

L — Cacapava do Sul
M — Pinheiro Machado

N — S&o Jerdnimo

Figura 8. Principais pontos de coleta (Municipios) do Estado do Rio Grande do Sul, por Regional.
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Figura 9. A e B) Relevo caracteristico da regido central do Rio Grande do Sul , C e D) Amontoado de
pedras onde as espécies podem ser encontradas em Cagapava do Sul.
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3.3 Colecdes Entomoldgicas

a. Colecdo Entomoldégica do Museu de Histéria Natural de Berlim,
Alemanha

O Museu de Histéria Natural de Berlim, tem em seu acervo a seérie tipo de T.
cricummaculata com trés espécimes provenientes de Buenos Aires e o lect6tipo de T.
rubrovaria. Além deste, a colecdo possui um vasto um acervo contendo diferentes
espécies, incluindo holétipos e paratipos de diferentes espécies de triatomineos. Neste
trabalho foi possivel fotografar os oito espécimes de T. rubrovaria, trés de T.
circummaculata, um total de 45 imagens dos espécimes em posi¢cao dorsal, ventral e
lateral e também as informacfes referentes a etiqueta de distribuicdo geogréafica, ano
de depdsito, identificacéo e lote também foram anotadas e fotografadas (Fig. 10)

Figura 10. A) Espécimes de Triatoma rubrovaria e a série tipo T. circummaculata (3 espécimes); B)
Espécimes de T. rubrovaria e C) Lect6tipo de T. rubrovaria em vista lateral, depositados na cole¢éo
entomolégica do Museu de Histdria Natural de Berlim.
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b. Colecao Entomoldgica do Museu de Histdria Natural de Nova York,

Estados Unidos.

O Museu de Histéria Natural de Nova York abriga em sua colecdo entomoldgica
diferentes espécies de triatomineos, uma boa parte depositada e estudada por Herman
Lent e Pedro Wygodzinsky. Neste trabalho foi possivel fotografar os 10 espécimes de
T. rubrovaria, 11 de T. circummaculata e um sem identificacdo. Foram registadas um
total de 25 imagens e as informacdes referentes a distribuicdo geografica, ano de

depdsito, identificacéo e lote também foram anotadas e fotografadas (Fig.11)

Figura 11. A) Espécimes de Triatoma circummaculata e B) Espécimes de Triatoma rubrovaria e C)
Espécime de T. rubrovaria depositados na colecdo entomoldégica do Museu de Histéria Natural de
Nova York, Estados Unidos.
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C. Colecao entomolégica Herman Lent e Rodolfo Carcavallo

O Laboratério Nacional e Internacional de Referéncia em Taxonomia de
Triatomineos (LNIRTT) abriga a Colecdo de Triatomineos do Instituto Oswaldo Cruz
(CTIOC), incluindo a Colecdo Herman Lent (aberta e recebendo material) e a Colecéo
Rodolfo Carcavallo (fechada), ambas dedicadas principalmente aos vetores da doenca
de Chagas. Com mais de 10.000 espécimes, possui em seu acervo holétipos e
paratipos de diferentes espécies de Triatominae, incluindo o material tipo de T.
carcavalloi e T. pintodiasi. Foram registradas um total de 90 imagens das espécies T.

carcavalloi, T. circummaculata, T. pintodiasi e T. rubrovaria.

3.4 Manutencao de colbnias para material coletado em campo

Todo o material capturado em campo foi enviado ao LNIRTT do I0C, Fiocruz,RJ,
onde foram mantidas 27 colbnias, de acordo com 0 municipio estudado, em
temperatura e umidade ambiente. Os espécimes foram acondicionados em recipientes
de vidro, com roétulos identificando a origem e data de coleta, papel filtro de forma
circular no fundo (para absorcao das fezes e urinas) e outro em forma sanfonada (para
auxiliar na movimentacao dos insetos). A abertura do recipiente foi coberta com tecido
de ndilon presos com elasticos de borracha, para contencao.

Os insetos foram alimentados duas vezes por semana com camundongo Mus
musculus Linnaeus, 1758 (Rodentia; Muridae), provenientes do ICTB/Fiocruz, que
foram colocados dentro de redes confeccionados em nailon e inseridos no interior de
cada colbnia, de acordo com o protocolo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) LWO002/14. Todos os insetos que morreram foram separados em placas de
Petri de vidro e mantidos em refrigerador, para as analises posteriores de morfometria
geomeétrica, biologia molecular e hidrocarbonetos cuticulares.

ApOGs as analises, os insetos foram alfinetados, identificados com etiquetas com
nome da espécie, procedéncia (local de coleta) e depositados na colecdo entomolégica
Herman Lent com seu devido numero de identificacdo. Para cada espécime depositado
foram confeccionadas fichas em triplicatas contendo informacgdes detalhadas de coleta
(municipio e localidade), nome da espécie, coletores, data, latitude e longitude,
identificador e informagbes sobre o ambiente no qual foram encontrados (e.g ambiente

rochoso, pedregais, etc).
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3.5 Morfometria Geométrica

Para morfometria geométrica os espécimes adultos foram apoiados sobre massa de
modelar plastica, para que suas partes ficassem em posi¢ao horizontal. As cabecas e
asas (da posicdo esquerda), de todos os espécimes, foram fotografadas através de
camera digital Nikon Coolpix 990. As imagens foram transferidas para o computador
onde, com o auxilio do software TPSdig (versdo 2, Rohlf 2005), da série TPS (“thin-
platesplines”), foram marcados os pontos de referéncia (landmarks) para melhor definir

a forma (o contorno) da cabeca e das asas dos espécimes (Fig.12 e 13).

Figura 12. Asa de Triatoma rubrovaria mostrando os 9 pontos de referéncia
(landmarks) marcados para cada espécime de Triatoma.

Figura 13. Cabeca de Triatoma rubrovaria mostrando os 15 pontos de referéncia
(landmarks) marcados para todos os espécimes.

Utilizando o software TPSRelw (“Thin plate spline relative warps analysis”) foi feita

uma analise da deformacdo relativa de placas delgadas para os calculos dos

23



componentes uniformes X (esticamento ao longo do eixo X) e Y (dilatacbes ou
compressdes ao longo do eixo Y), tamanho centroide e obtengdo da matriz numérica
(matriz pesada — weigth matrix) de formato NTS (Numerical Taxonomic System). A
matriz consenso foi submetida a uma analise multivariada de componentes principais
totais (ACPt) com a finalidade de observar a relacdo existente entre as diferentes
espécies. A analise discriminante (AD) foi realizada a partir dos componentes principais
derivados da ACPt, resultando em fatores discriminantes (FD) sobre a qual foi
construido um mapa fatorial para visualizacdo da variabilidade da conformacao.

Por meio do programa TPSrelw, os pontos cartesianos foram submetidos a analise
generalizada de procrustes (AGP), gerando uma matriz. Esta foi convertida em valores
numeéricos, seguindo-se a redugcdo do niumero de varidveis e analise multivariada, que
origina 0s componentes principais (CPs). Os componentes gerados a partir da analise
dos componentes principais (ACP) foram utilizados na analise discriminante (AD) que,
por sua vez, gerou fatores discriminantes (Canons). A partir do Canon um e Canon dois
foi montado um mapa fatorial para visualizar a posicdo de cada espécie. Essas
analises foram realizadas por meio do programa JMPpro 12, 2.1.0 (SAS). Para
obtencdo das placas delgadas, foi utilizado o programa TPSregr, permitindo uma
visualizacdo das diferencas entre a menor e a maior espécie. Foi realizado teste
estatistico de Lambda de Wilks (A Lambda) para avaliar diferencas multivariadas entre

esses grupos.
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3.6 Hidrocarbonetos Cuticulares (HCs)

3.6.1 Extracao dos HCs

Cento e cinquenta espécimes adultos (cinco T. carcavalloi, 36 T. circummaculata, 20
T. pintodiasi e 89 T. rubrovaria) foram previamente lavados com &gua destilada e
separados individualmente em tubos de ensaio de vidro. Cada espécime foi imerso
duas vezes seguidas (a primeira por 10min e a segunda por apenas 1 min) em solvente
apolar (Hexano). Apds cada imersdo, o solvente foi retirado com o auxilio de uma
pipeta Pasteur de vidro e passado em uma coluna de cromatografia rapida (Fig. 14 A).
Esta coluna consistiu de uma pipeta Pasteur de vidro contendo Ia de vidro (entre o
corpo da pipeta e sua regido mais afilada) (Fig.14 B) e dois ter¢cos do corpo da pipeta
preenchidos com o adsorvente Florisil® (Florisil 60 a 100 mesh, Fischer-Chemicals)
(Fig.14 C), para a separacdo dos HCs dos outros compostos lipidicos da epicuticula.
Para evitar contaminacdo, foi utilizada uma coluna para cada amostra. Apds a
passagem pela coluna, o hexano contendo os HCs extraidos foi acondicionado em um
frasco de vidro borosilicato (12 x 32 mm), identificado com o nome da espécie, e
evaporado em uma cabine de exaustdao quimica. Apos o término da evaporagao, 0s
frascos foram hermeticamente fechados e alocados em um freezer a -24°C para
posterior analise no cromatografo gasoso acoplado a um espectrdmetro de massas
(CG-EM).

Figura 14. A) Tubos de ensaio contendo hexano; B) Coluna cromatogréfica contendo |a de vidro e C)

Coluna cromatografica contendo Ia de vidro e Florfg



3.6.2 Injecdo das amostras no Cromatégrafo Gasoso acoplado ao

Espectrometro de Massas.

ApOs a evaporacao completa do hexano, os HCs foram ressuspendidos com 250 pL
de hexano, para liberar os HCs aderidos na parede interna dos frascos, com auxilio de
uma microseringa de vidro Hamilton de 100uL. Para analise das amostras em CG-EM,
foram preparados novos frascos com identificagéo de cada amostra, e dentro de cada
um foi inserido um insert de vidro de 250uL da marca Agilent. Com auxilio de uma
seringa de vidro foram transferidos 200 L da ressuspenséo dos extratos, e os 50 pL
restantes foram armazenados para posterior utilizacdo (caso fosse necessario).

As amostras foram injetadas em dois cromatégrafos a gas acoplados a
espectrometros de massas (CG-EM) Agilent 6890N-5973 Network GC-MS System em
locais distintos (Fig.15). A primeira parte das amostras foi injetada no Setor de Quimica
do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade de Reno, em
Nevada, Estados Unidos, onde para cada amostra (frasco) foi utilizada uma aliquota de
5uL que foi injetada na maquina de forma automética, modo splitless, usando uma
coluna capilar DB-5 com 30m de comprimento, 0,50 mm de diametro e filme de 0,25um
de espessura. A temperatura inicial do forno foi de 150°C e aumentada até a
temperatura final de 320°C, a uma taxa de 5°C/min. As temperaturas do injetor e do
detector foram de 290 e 325°C, respectivamente.

Figura 15. Cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrOmetro de massa (CG-EM - Plataforma
Farmanguinhos, Fiocruz)
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Plataforma de Métodos Analiticos - Espectrometria de Massas e Cromatografia de
Farmanguinhos, Fiocruz, RJ. Utilizando a mesma metodologia, mas injetada em uma
coluna capilar DB-5 com diametro menor (30m de comprimento, 0,25 mm de diametro,

e filme de 0,25um de espessura) (Fig. 16).

Seringa contendo

m /VSpL do extrato dos HC's

e Injetor (290 °C)

— 150 °C
Fonte de ionizacdo

/ £
m I 5 U< Tatites '/ Detector (325 °C)

\ | . |

Gas de arraste (He,)  Forno (5 °C/min) Espectrometro de massas

320 °C!

Cromatograma

AN\

Espectrp de massas

A

Analise dos dados

Figura 16. Esquema dos procedimentos pré-injecdo no Cromatografo Gasoso acoplado ao
Espectrdmetro de Massas
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3.6.3 Andlise dos hidrocarbonetos cuticulares.

ApOs as corridas, as amostras originaram cromatogramas que representam o perfil
de HCs de cada espécime onde 0os compostos sdo representados por diferentes picos.
Os compostos foram identificados a partir da interpretacdo dos espectros de massas
(Fig.17) obtidos de cada pico como descrito anteriormente (Bagneres & Blomquist,
2010, Blomquist et al. 1987, Jackson e Blomquist, 1976).
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Figura 17. A) Cromatograma mostrando o perfil dos hidrocarbonetos cuticulares e B) Espectro do
composto obtido em um dos picos.

A nomenclatura utilizada para listar os HCs foi Cxx para indicar o numero total de
carbonos na cadeia linear do composto; a localizagdo dos grupamentos metil foi
indicada como x-Me para monometil alcanos, X,y-DiMe para dimetil alcanos, Xx,y,z-
TriMe para trimetil alcanos e w,x,y,z-TetraMe para tetrametil alcanos, quando um, dois,
trés ou quatro grupamentos metil estéo localizados na molécula, respectivamente. Para
alcenos, a nomenclatura foi Cxx:z com z indicando o niumero de duplas ligacdes na

cadeia do composto (Braga et al. 2016).

Para a identificacdo dos Tamanhos Equivalentes de Cadeia (TEC — em inglés
Equivalent Chain Length ECL) de cada composto presente no perfil, foi utilizado como

base o cromatograma dos compostos “padréo” contendo o Tempo de Retengéo (TR)
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dos n-alcanos gerado a partir da analise da solucao padrao (Alkane Standard Solution
C21-C40 Marca SigmaAldrich). Apés a identificacdo dos n-alcanos foi calculado o TEC
de cada composto, utilizando a férmula abaixo:

TR n-alcano de maior cadeia — TR composto analisado

TR n-alcano de maior cadeia — TR n-alcano de menor cadeia

Apos a identificacdo dos compostos foram calculadas, individualmente, as
abundéancias relativas de cada composto em todas as amostras. A partir desses
valores foi calculado a média de cada composto para a descricdo do perfil de cada
espécie. Os compostos que apresentaram médias acima de 5% foram considerados

majoritarios para cada espécie.

3.6.4 Anédlise estatistica

Verificar se é possivel diferenciar as espécies através os HCs foi feita uma andlise
de Cluster utilizando o indice de Similaridade de Bray-Curtis, utilizando o software Past
(version 2.17C) (Hammer et al. 2013)
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3.7 Andalise de DNA mitocondrial

3.7.1 Extracdo, amplificacdo e sequenciamento de DNA

DNA gendmico foi extraido de uma ou duas pernas de cada espécime (40 T.
carcavalloi, 40 T. circummaculata, 40 T. klugi, 40 T. pintodiasi e 70 T. rubrovaria)
utilizando o kit Qiagen® Blood and Tissue, seguindo as recomendacdes do fabricante
para isolamento do material genético de tecido animal.

Neste estudo foi utilizado o marcador molecular mitocondrial citocromo b (Cytb).
Para amplificacdo (PCR) da regido de interesse. Foi utilizado o par de iniciadores
descrito por Monteiro et al. (2003), nas seguintes condi¢des: 94°C (por 5 min), seguido
de 35 ciclos a 94°C (por 45 seg), 48°C (por 30 seg), e 72°C (por 45 seg), e uma
extensdo final de 10 min a 72°C. Os produtos das reacdes foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (1%), corados com Brometo de etidio e visualizados em
um transiluminador ultra-violeta. Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit
GFX™ PCR DNA and gel band purification (GE Healthcare), para posterior
sequenciamento de ambas as fitas (senso e anti-senso), utilizando o kit ABI Prism®
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) e 0s mesmos
iniciadores da reacdo de PCR. As reacdes foram submetidas a 30 ciclos nas seguintes
temperaturas: 96°C (por 10 seg), 45-51°C (por 5 seg) e 60°C (por 4 min). Os produtos
dessa reacédo foram purificados e sequenciados na Plataforma de sequenciamento de
DNA PDTIS-FIOCRUZ.

3.7.2 Edicéo

Todas as sequéncias geradas foram editadas individualmente com a utilizagdo dos
programas SeqMan Lasergene versao 7.0 (DNAStar, Inc.) e MEGA versao 5.0 (Tamura
et al. 2011). Posteriormente as sequéncias foram alinhadas utilizando os programas
ClustalWw, disponivel no programa MEGA verséo 5.0.

As distancias par-a-par foram calculadas e plotadas utilizando o pacote APE
(Analysis of Phylogenetics and Evolution) (Paradis & Claude 2004) no R, Verséo 3.4 (R
Development Core Team, 2008), utiizando o script disponivel em

https://tinyurl.com/y8zpck3p (Anexo ).

Para a reconstrucdo da rede de hapldtipos foi utilizado o método de parcimodnia,
através do algoritmo do TCS (Young 2000) implementado no programa PopArt
(https://popart.otago.ac.nz). A distribuicdo dos haplétipos também foi visualizada no

PopArt.
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4 RESULTADOS

4.1 Identificacdo dos Triatomineos

Os espécimes foram coletados em diferentes municipios localizados na regido
central do Rio Grande do Sul. Regido ndo apresenta muitas barreiras geogréficas,
planicie com pouco relevo e vegetacdo caracteristica (Fig. 18 A). Locais de coleta
formado por amontado de rochas (Fig. 18 B) ou cerca de pedras caracteristicos da
regido onde foram coletados espécimes de T. circummaculata, T. pintodiasi e T.
rubrovaria (Fig 19 A - B).

Figura 18. A) Relevo e vegetacdo caracteristica da regido central do Rio Grande do Sul e B)
Amontoado de rochas onde foram coletados os espécimes

Figura 19;. Espécimes de triatomineos coletados na regido. A) T. rubrovaria, B) T. pintodiasi
e C) T. circummaculata
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Foram coletadas no total 1246 ninfas, em diferentes meses e condicfes climaticas
(periodos secos, umidos, inverno, verao, etc.), por meio de busca ativa (manual) em
ambiente ruderal. Os espécimes foram encontrados sempre debaixo de rochas, ou em
cercas de pedra (ao longo das estradas) (Fig.20 A). Em nenhum dos pontos foi
possivel encontrar espécimes adultos, apenas imaturos em diferentes estadios de
desenvolvimento (Fig. 20 B e C).

Figura 20. A) Cerca de pedra, B) Ninfa de triatomineos encontrada nas cercas e C) Coleta e

acondicionamento do espécime.

As ninfas foram enviadas para o insetario do LNIRTT, onde foram mantidos em
temperatura ambiente e alimentadas em sangue de camundongo (Mus musculus)
semanalmente segundo protocolo CEUA LWO002/14. Os espécimes que atingiram a
fase adulta foram identificados, ou tiveram sua identificacdo confirmada, por meio da
chave dicotbmica de Galvdo & Dale (2014) como sendo das espécies T. rubrovaria
(56%); T. circummaculata (32%) e T. pintodiasi (12%). Também foram separados
foram separados casais de acordo com o padrdo cromatico (e.g. pronoto preto — macho
e fémea; pronoto preto com duas manchas vermelhas — macho e fémea), para a
observacéo das ninfas (novas proles) e formagéo de novas colénias.

Em nenhum dos municipios estudados foi encontrado T. carcavalloi.
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4.2  Polimorfismo croméatico das espécies do Estado do Rio Grande do Sul

Espécies do Rio Grande do Sul apresentam em sua descricdo uma clara separacdo
morfologica, ndo so devido a diferengca nos tamanhos, mas como nos seus caracteres
diagnésticos bem definidos e especificos. Porém, observando espécimes recém-
coletados de T. rubrovaria, foram observadas a presenca de caracteres diferentes de
sua descricéo original, como tamanho do corpo, largura dos conexivos e principalmente
0 padréo cromatico do pronoto e corpo. O mesmo foi notado para T. circummaculata e
para espécie T. pintodiasi.

Para tentar esclarecer essa duvida, foi feita uma vasta observacao e foi constado um
polimorfismo cromatico muito maior que os descritos na literatura até hoje, tanto para T.
rubrovaria quanto para T. circummaculata, bem como para T. pintodiasi, conforme

detalhado a seguir.

A) Triatoma rubrovaria

Foram analisados um total de 443 espécimes, com uma extensa variacdo cromatica
no pronoto, asas e conexivos. Os espécimes apresentaram pronoto variando do
castanho ao preto, apresentando (ou n&o) manchas lobo anterior variando do castanho
ao preto, lobo posterior apresentando um padrdo cromatico variado que vai do
amarelo-alaranjado ao vermelho (Fig.21). Colar apresentando angulos anterolaterais
muitas vezes totalmente negro, e algumas vezes podendo variar do laranja ao

vermelho (Fig.22).

. - ;‘-V! ‘g. 5 - £ . % r . 2
Figura 21. Pronoto de Triatoma rubrovaria com padrao croméatico apresentando duas manchas com
diferentes padr8es cromaticos: A) laranja ; B) amarelo-alaranjado e C) vermelho
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Figura 22. Colar de Triatoma rubrovaria apresentando angulos anterolaterais variando do negro ao
vermelho.

Foram observados os diferentes padrbes de pronoto ja descritos na literatura. A
excecdo foram os padrdes descritos para espécie tipo que apresenta em sua
caracteristica pronoto com angulos posteriores com manchas vermelhas que se
prolongam até o lobo posterior. Também nao foi observado nenhum espécime com
colar totalmente vermelho, somente manchas grandes ocupando dois ter¢cos do colar
ou apenas nos angulos anterolaterais. Apenas um espécime apresentou lobo anterior
preto e posterior totalmente vermelho, os demais que apresentaram lobo posterior
vermelho também tinham as carenas e linhas medianas mais escuras formando
diferentes desenhos (Tabela 1).

Até o momento foram encontrados 16 novos polimorfismos crométicos, e foi
constatado que o padrao “pronoto totalmente preto”, considerado como o mais raro, foi
0 mais encontrado em todas os municipios estudados (Tabela 2). Além da variacao
cromatica do pronoto, observamos uma grande alteracdo da colora¢do desses insetos,
foram encontrados espécimes de coloragdo amarela e laranja, principalmente nas
localidades de Lavras do Sul, Vila Nova do Sul e Cacapava do Sul, e espécimes com
mistura de cores como asas laranjas, pronoto totalmente negro e conexivos amarelos
(Fig.23), também foram observadas cores rosadas para algumas asas.

Todas as ninfas apresentaram o mesmo padréo de manchas.

34



Figura 23. Espécimes de Triatoma rubrovaria apresentando cor das asas diferente da cor dos

conexivos.

Tabela 1. Foto e desenho esquemético dos padrBes cromaticos de T. rubrovaria ja descritos

na literatura, com descri¢cdo, autor e ano.

Padrdo croméatico descrito na literatura

Descricédo do pronoto

Referéncias

Lobo posterior vermelho lateral
e posteriormente. Lobo anterior
preto, cujo colorido se
prolonga, medianamente, para
o lobo posterior em forma de

tridente.

Herrich-Schaeffer
(1848)

Colar com 1+1 manchas nos
angulos anterolaterais.
Lobo posterior enegrecido

entre as carenas.

Stal (1859)
Pinto (1925)
Lent & Wygodzinsky
(1979)

Lobo posterior vermelho
exceto as carenas que sdo

negras.

Stal (1859)
Lent & Wygodzinsky
(1979)

Colar com 1+1 manchas nos
angulos anterolaterais. Lobo
posterior vermelho com as
carenas e sulcos medianos

negros

Lent (1942)
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Colar com 1+1 manchas nos
angulos anterolaterais. Lobo
posterior vermelho com
pequena regido entre as

carenas negras

Lent (1942)
Lent & Wygodzinsky
(1979)

Mancha negra pode se

alargar de forma que o

colorido vermelho fique
visivel somente na regido

dos angulos posteriores.

Lent (1942)
Lent & Wygodzinsky
(1979)

Totalmente negro.

Lent & Wygodzinsky
(2979)

Colar com 1+1 manchas nos
angulos anterolaterais. Lobo
posterior com mancha negra
pode se alargar de forma
que o colorido vermelho
fique visivel somente na
regido dos angulos

posteriores.

Lent & Wygodzinsky
(1979)

36




Tabela 2. Foto e desenho esquematicos dos novos padrdes cromaticos encontrados
em espécimes de T. rubrovaria do Estado do Rio Grande do Sul

Novo Padré@o cromatico encontrado Descricao

Lobo posterior castanho escuro
com excecao da carena, dos
angulos posteriores e bordo

lateral.

Lobo posterior
predominantemente castanho
escuro com excecao fo bordo

inferior.

Lobo posterior castanho escuro
com 1+1 pequenas manchas nos
angulos humerais e porgéo
inferior da linha mediana entre as

carenas.

Lobo posterior vermelho com
excecao das carenas bordo

superior do pronoto.

Colar com 1+1 manchas nos
angulos anterolaterais.
Lobo posterior castanho escuro
com 1 + 1 manchas nos angulos

humerais.

Lobo posterior
predominantemente castanho
escuro com excecao do bordo

inferior que apresenta mancha

vermelha larga.
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Mancha negra pode se alargar
de forma que o colorido
vermelho fique visivel somente
na regido do bordo inferior e

angulos humerais.

Lobo posterior
predominantemente castanho
escuro com 1+1 manchas quase
imperceptiveis nos angulos

posteriores.

Lobo posterior
predominantemente castanho
escuro com 1+1 manchas quase
imperceptiveis nos angulos

posteriores.

Lobo posterior
predominantemente castanho
escuro com 1+1 manchas nos

angulos humerais.

Lobo posterior
predominantemente castanho
escuro com 1+1 manchas nos

angulos humerais.

Lobo anterior castanho com 4+4
manchas. Lobo posterior
predominantemente laranja com
excecao das carenas e linha

mediana.
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Lobo posterior
predominantemente negro com
1+1 manchas vermelhas nos

angulos humerais.

Lobo posterior
predominantemente negro com
1+1 manchas vermelhas nos

angulos humerais.

Lobo posterior
predominantemente negro com
uma mancha na porc¢éo final da

linha mediana e 1+1 manchas
vermelhas nos angulos

humerais.

Lobo posterior
predominantemente negro com
uma mancha na porc¢éo final da

linha mediana e 1+1 manchas
vermelhas nos angulos

humerais.
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B) Triatoma circummaculata

Apresentou como caracteristica pronoto com o lobo anterior variando do castanho
ao preto, lobo posterior apresentando um padrdo cromatico variado que vai do
totalmente negro ao vermelho (Fig.24) (Tabela 3). Colar variando do castanho ao preto

sem manchas laterais.

Figura 24. Lobo posterior do pronoto de Triatoma circummaculata apresentando padrdo cromatico

variando do totalmente negro ao vermelho.

Dos 306 espécimes analisados o padrdo pronoto com lobo anterior preto e lobo
posterior vermelho foi o mais encontrado, cerca de 53% da amostragem total. O
segundo padrdo mais observado foi o pronoto totalmente preto (28%), o padrao com
manchas no lobo posterior foi pouco observado (19%). O polimorfismo cromatico do
pronoto desta espécie variou menos do que em T. rubrovaria, mas também foram
observados espécimes que apresentaram coloracdo amarela e laranja em seus
conexivos. Analisando os espécimes de T. circummaculata coletados em campo e 0s
depositados na colecdo do AMNH-NY com os espécimes depositado no Museu de
Historia Natural de Berlim, podemos observar que morfologicamente eles sdo muito
proximos, mas seus padrfes cromaticos de pronoto e conexivo (amarelos e laranjas)

(Fig. 25) sdo muito distintos da série tipo proveniente do Uruguai (vermelho).
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Figura 25. Espécimes de Triatoma circummaculata apresentando padrbes cromaticos de
conexivo diferentes: A) laranja; B) laranja-amarelado; C) amarelo e D) amarelo.
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Tabela 3. Foto e desenho esquematicos dos novos padrdes cromaticos encontrados em
espécimes de T. circummaculata do Estado do Rio Grande do Sul.

Padrdo cromatico encontrado Descricdo do pronoto

= a
b a
‘
»

Totalmente negro

Mancha negra pode se alargar
de forma que o colorido vermelho
fique visivel somente na regido
do bordo inferior e &ngulos

humerais.

Lobo posterior vermelho com as
carenas e sulcos medianos

negros

Lobo posterior vermelho exceto

as carenas que sao negras.




C) Triatoma pintodiasi

Foram observados 35 espécimes, e grande parte apresentava caracteristicas um
pouco diferentes da sua descricdo. O padrdo de pronoto mais encontrado foi o lobo
anterior preto e posterior laranja, porém também foi observado que o lobo posterior

poderia apresentar as variagdes nas manchas do lobo posterior. (Tabela 3)

Tabela 4. Foto e desenho esquematicos dos novos padrdes croméaticos encontrados em
espécimes de T. pintodiasi do Estado do Rio Grande do Sul

Padrdo cromatico encontrado Descricao

Lobo posterior laranja com
mancha castanho escuro
cujo colorido se prolonga
gquase em forma de

tridente.

Lobo posterior laranja
exceto as carenas que sdo

negras.
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4.3 Morfometria Geomeétrica

Para a analise foram utilizados 477 espécimes adultos sendo, 201 de T. rubrovaria,
10 e T. carcavalloi, 113 de T. circummaculata, 136 de T. pintodiasi, 10 de T. infestans e
10 de T. klugi.

4.3.1 Morfometria geométrica de asas.

O teste de Kruskal-Wallis para andlise da variacdo de tamanho das asas revelou
diferencas significativas (p< 0,001) entre as espécies. Os resultados da Analise dos
Componentes Principais (ACP - transformacdo de coordenadas) das asas,
considerando somente os autovalores (eigenvalues) maiores que 1, mostraram que a
somatoria dos valores do primeiro (CP1) e do segundo (CP2) componentes principais
equivalem a 72,10% da variabilidade total da forma (CP1= 63,04% e CP2=9,06%).

O mapa fatorial da analise discriminante das asas (Fig.26) com a distribuicdo de
cada espécie (representada por circulos), mostra que ndo existe uma clara separacao
entre as espécies T. rubrovaria, T. pintodiasi e T. circummaculata, e sim um
solapamento entre estas.

A analise de cluster usando a distancia de Mahalanobis(Fig.27), gerou um
dendograma mostrando a proximidade de T. rubrovaria com T. circummaculata
(proveniente de coletas recentes no RS), este grupo aparece como grupo irméo de T.
circumaculata e T. pintodiasi formando um unico Clado A. Este clado aparece proximo
ao clado que mostra as espécies T. carcavalloi relacionada a T. rubrovaria (que
encontra-se depositado na colecdo do Museu de Historia Natural de Berlim), estas
espécies proximas a T. klugi formando o Clado B. T. circummaculata (holétipo) aparece

COmOo um grupo externo nesta analise.

Canon[2]

TK

Canon[1]
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Figura 26. Mapa fatorial da andlise discriminante com a distribuicdo de cada espécie.TR: Triatoma
rubrovaria; TK: Triatoma klugi; TCAR: Triatoma carcavalloi; TRB: Triatoma rubrovaria série Berlim;
TPD: Triatoma pintodiasi; TC: Triatoma circummaculata brasileir; TC/TPD: Triatoma pintodiasi com
algumas caracteristicas de Triatoma circummaculata; TCB: Triatoma circummaculata hol6tipo série

Figura 27. Analise de cluster. TR: Triatoma rubrovaria; TK: Triatoma klugi; TCAR: Triatoma carcavalloi;
TRB: Triatoma rubrovaria série Berlim; TPD: Triatoma pintodiasi; TC: Triatoma circummaculata brasileir;
TC/TPD: Triatoma pintodiasi com algumas caracteristicas de Triatoma circummaculata; TCB: Triatoma
circummaculata holétipo série Berlim

4.3.2 Morfometria geométrica de cabecas

Na tentativa de elucidar melhor o resultado da morfometria geométrica das asas, foi
feita uma andlise discriminante utilizando a morfometria geométrica das cabecas desse
grupo. Observando a morfologia das cabecas foi possivel separar espécies T.
rubrovaria e T. circummaculata.

Os resultados exibidos no mapa fatorial (Fig.28) mostram que a espécie T.
carcavalloi estd bem estabelecida como espécie, uma vez que nao vemos uma
sobreposicdo com outras espécies. Diferente de T. klugi e T. rubrovaria, que assim
como na morfometria geométrica das asas, apresentam uma sobreposi¢do bem clara.

A andlise de cluster (Fig.29), usando as distancias de Mahalanobis entre as
espécies, gerou um dendograma que mostra a proximidade de T. rubrovaria com seu
lectétipo, e distante dos demais espécimes depositados na colecdo de Berlim. T.
circummaculata (brasileiro), aparece proximo de T. pintodiasi porém distante de seu

holétipo.
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Figura 28. Mapa fatorial mostrando a morfometria geométrica das cabecas. TR: Triatoma rubrovaria; TK:

q:Triatoma klugi; TCAR: Triatoma carcavalloi; TRBer: Triatoma rubrovaria série Berlim; TPD: Triatoma
pintodiasi; TPDFD: Triatoma pintodiasi de Ferndo Dias TC: Triatoma circummaculata brasileir; TC/TPD:
Triatoma pintodiasi com algumas caracteristicas de Triatoma circummaculata; TCB: Triatoma circummaculata
holétipo série Berlim; TCB: Triatoma circummaculata colecdo 10C; RVRS: Triatoma rubrovaria de Santa
Maria.

Figura 29. Analise de Cluster utilizando a conformacéo das cabecas dos espécimes do Rio Grande do
Sul. TI: Triatoma infestans; TR: Triatoma rubrovaria; TK: Triatoma klugi; TCAR: Triatoma carcavalloi;
TRB: Triatoma rubrovaria série Berlim; TPD: Triatoma pintodiasi; TPDFD: Triatoma pintodiasi de Fernéo
Dias TC: Triatoma circummaculata brasileir; TC/TPD: Triatoma pintodiasi com algumas caracteristicas
de Triatoma circummaculata; TCB: Triatoma circummaculata hol6tipo série Berlim; TCB: Triatoma
circummaculata colecao IOC; FDRS: Triatoma pintodiasi Fernao Dias com caracteristicas diferentes;
RVRS: Triatoma rubrovaria de Santa Maria.
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4.4 Hidrocarbonetos Cuticulares

Nas analises abaixo foram identificados os HCs das seguintes classes: n-alcano,
alceno e mono-, di-, tri- e tetrametil alcanos. A diferenca no diametro das colunas nao
interferiu nos resultados. Em alguns picos dois ou mais isémeros eluiram juntos e

nesses casos a abundancia relativa ndo pode ser individualizada para cada composto.

4.4.1 Triatomarubrovaria

As amostras foram separadas pelas cores predominantes dos conexivos — vermelho,

amarelo, laranja e rosa — apresentando o0s seguintes resultados:

A - Padrdo cromatico VERMELHO:

Foram identificados 69 compostos, com cadeia linear variando entre 21 e 42
carbonos (Anexo Il). Destes, podemos destacar os n-alcanos nonacosano (n-C29) e
hentriacontano (n-C31), 5,13-dimetil henicosano, os alcenos tricoseno e esqualeno
(C30:6) e 15,19,25-trimetil nonatriacontano, que estavam presentes com abundancia
relativa acima de 5%, sendo considerados os compostos majoritarios para esta espécie
(Fig.30)..
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Figura 30. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos cuticulares de Triatoma rubrovaria
padrdo cromatico vermelho.
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B - Padréo cromatico AMARELO:

Foram identificados 21 compostos, com cadeia linear variando entre 21 e 39
carbonos. Destes, podemos destacar os n-alcanos tricosano (n-C23), nonacosano (n-
C29), hentriacontano (n-C31) e tritriacontano (n-C33) que estavam presentes com
abundancia relativa acima de 5%, sendo considerados 0s compostos majoritarios para
esta espécie. Além destes compostos apenas o alceno esqualeno, os isébmeros de
13,17,25-,15,19,25-,15,19,27-trimetil  heptatriacontano e  3-metilhentriacontano
apareceram em todas as amostras, porém somente 0 esqualeno apresentou

abundancia relativa acima de 5% (Fig.31)
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Figura 31. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos cuticulares de Triatoma
rubrovaria padrao cromético amarelo.
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C - Padrdo croméatico LARANJA:

Foram identificados oito compostos, com cadeia linear variando entre 21 e 39
carbonos. Destes, podemos destacar os n-alcanos tricosano (n-C23), nonacosano (n-
C29), hentriacontano (n-C31) e hexatriacontano (n-C36) que estavam presentes com
abundancia relativa acima de 5%, sendo considerados 0s compostos majoritarios para
esta espécie. Além destes compostos 13,19-dimetil heptatriacontano e 15,19,25-
trimetil heptatriacontano e apareceram em uma das amostras com abundancia relativa

acima de 5% (Fig.32)
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Figura 32. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos cuticulares de Triatoma
rubrovaria padréo cromatico laranja.

D - Padrédo cromético ROSA:

Foram identificados 13 compostos, com cadeia linear variando entre 21 e 39
carbonos. Destes, podemos destacar os n-alcanos heptacosano (n-C27), nonacosano
(n-C29), hentriacontano (n-C31) e tritriacontano (n-C33) que estavam presentes com
abundancia relativa acima de 5%, sendo considerados os compostos majoritarios para
esta espécie. Nenhum outro composto com abundancia relativa acima de 5% foi

observado para esta amostra (Fig.33).
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Figura 33. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos cuticulares de Triatoma rubrovaria
padrao cromatico rosa.
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Lectotipo de T. rubrovaria:

Pela primeira vez foi analisada a perna de um espécime preservado ha mais de um

século em colecdo (data de depodsito de 1859). No seu cromatograma foram

identificados 14 compostos de cadeia linear variando entre 21 e 29 carbonos. Destes,

podemos destacar os dois alcenos o tricoseno (C23:1) e o esqualeno, sendo que este

altimo apresentou abundéancia relativa de 20% (Fig.34).
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Figura 34. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos cuticulares do espécime argentino de
colecdo de Triatoma rubrovaria.

Espécime argentino de Colecao

Para comparacdo com o lectétipo de T. rubrovaria foi analisado um espécime

proveniente da Argentina, pelo fato de sua localidade ser proxima a regido de encontro

da espécie no Estado do Rio Grande do Sul. No seu cromatograma foram identificados

46 compostos de cadeia linear variando entre 21 e 40 carbonos. Destes, podemos

destacar o 15,19,25- trimetil heptatriacontano com abundancia relativa maior que 5%

(Fig.35)
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Figura 35. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos cuticulares do lectotipo de Triatoma
rubrovaria.
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4.4.2 Triatoma circummaculata

Foram identificados 28 compostos, com cadeia linear variando entre 21 e 40
carbonos. Destes, podemos destacar o0s n-alcanos nonacosano (n-C29),
hentriacontano (n-C31) e tritriacontano (n-C33) que estavam presentes com
abundancia relativa acima de 5%, sendo considerados 0s compostos majoritarios para
esta espécie. Ilgualmente, o alceno esqualeno apresentou abundancia relativa acima de

5% nesta amostra (Fig.36)
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Figura 36. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos cuticulares de Triatoma
circummaculata.
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4.4.3 Triatoma pintodiasi

Foram identificados 26 compostos, com cadeia linear variando entre 21 e 33
carbonos. Destes, podemos destacar os n-alcanos tricosano (n-C23), nonacosano (n-
C29), hentriacontano (n-C31) e tritriacontano (n-C33) que estavam presentes com
abundancia relativa acima de 5%, sendo considerados 0s compostos majoritarios para
esta espécie. Nenhum outro composto com abundancia relativa acima de 5% foi

observado para esta amostra (Fig.37).
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Figura 37. Cromatograma representativo do perfil de hidrocarbonetos cuticulares de Triatoma
pintodiasi.
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4.4.4 Comparacao de espécies

As porcentagens de cada classe foram diferentes entre as amostras analisadas (fig.
38), comparando todos 0os compostos majoritarios, foi feita uma analise de Cluster onde
obtivemos uma arvore hierarquica a partir do indice de Similaridade de Bray-Curtis. A
correlacdo cofenética de 0,9771 indica que ndo ha distor¢des significativas na analise
(Fig.39).

O dendograma comparando todos os espécimes por ligacdo simples (single linkage
method ou nearest neighbor) mostra que existem dois clusters:

No cluster A (Fig.39) o espécime tipo de T. rubrovaria (1595vB) aparece como taxon
irmao de um espécime de T. pintodiasi (Tpd_1608).

O cluster B (Fig. 39) reune os espécimes de T. circummaculata, T. pintodiasi e T.
rubrovaria, onde o espécime T. pintodiasi (Tpd_1607) aparece como o0 ramo mais basal
e externo no dendograma. E nitida a separacdo dos trés espécimes de T.
circummaculata dos demais T. rubrovaria. Estes aparecem como um arranjo de ramos
bem distinto, pareado com seu ramo irméo T. pintodiasi (Tpd_1606).

Ja no agrupamento de ramos de T. rubrovaria s6 é possivel observar a clara
separacao dos insetos que apresentam cor laranja (1400lar). Os espécimes de cor
amarela (1395a, 1394a), vermelha e rosa ndo mostram uma distinta separacao por cor.
Uma excecao € o espécime de T. rubrovaria (1389v) que esta fora desse agrupamento
aparecendo como o ramo mais basal.

As amostras que foram analisadas no Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade de Nevada, Reno, ndo puderam ser aproveitadas, pois a
abundancia de cada uma néo foi satisfatoria impossibilitando as interpretacbes dos
espectros de massas.

Os graficos de agrupamento de compostos corroboram a analise de cluster,

mostrando a separacéo das espécies por compostos (Fig.40).
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esqualeno presentes nos espécimes analisados de Triatoma rubrovaria vermelho, amarelo,
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linkage method” comparando Triatoma rubrovaria vermelho, amarelo, laranja e rosa, Triatoma
circummaculata e Triatoma pintodiasi. Cluster A mostra T. rubrovaria do Museu de Berlim (1595vB)
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espécimes analisados.
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4.5 Rede de Haplétipos

bY

Dos 230 espécimes submetidos & amplificacdo e sequenciamento, apenas 52
geraram sequéncias com mais de 400 pares de bases. As sequéncias referentes a
esses espécimes foram comparadas com aquelas depositadas no GenBank, através da
ferramenta de busca Blast Search, com o objetivo de confirmar a taxonomia das
sequéncias obtidas.

Foi possivel observar um total de sete haplotipos do gene cytb b, entretanto as
relacBes filogenéticas desse grupo ndo ficaram bem resolvidas (suporte estatistico
baixo). A comparacdo da divergéncia genética entre os haplétipos revelou que a
distancia K2P entre individuos da mesma espécie variou de 0 — 6% e a média entre
individuos de espécies diferentes variou entre 2 — 6% (Anexo llI).

As amostras de T. rubrovaria provenientes de Cangucu e Pinheiro Machado
compartilharam o mesmo haplétipo e que Santana do Livramento € o local que
podemos encontrar a maior diversidade de haplétipos entre todas as localidades
estudadas. Foram observados diversos haplotipos mas nao foi possivel verificar um
haplétipo ancestral, devido desigual distribuicdo geografica de todos os haplotipos
observados. Porém é possivel observar que essas populacdes devem ter sofrido uma
expansdo geografica recente devido a forma na qual a rede esta representada (Fig.
40).
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Figura 41. Arvore mostrando o agrupamento dos haplotipos.
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5 DISCUSSAO

Os primeiros relatos de ocorréncia de triatomineos no Estado do Rio Grande do Sul
foram feitos por Arthur Neiva, em 1911, porém, somente em 1939 foi conhecido o
primeiro caso de DC na regido (Vinhaes e Dias 2000; Bedin 2009). Na década de 1980
0 Rio Grande do Sul apresentava um dos maiores indices de infestagdo domiciliar e
uma das taxas de soroprevaléncia mais altas do pais (8,8%) (Silveira & Vinhaes 1998).
Com o sucesso do programa de eliminacdo de T. infestans no estado espécies como T.
carcavalloi, T. circummaculata e T. rubrovaria, antes consideradas primariamente
silvestres e de pouca importdncia epidemiolégica, vém sendo frequentemente
encontradas em domicilios e peridomicilios, aparecendo como potenciais transmissores
da DC (Silva & Dias 2011).

T. carcavalloi foi descrito por Jurberg, Rocha & Lent (1998), com base em espécimes
fémeas coletadas em domicilios, de diferentes localidades do Rio Grande do Sul
(Cangucu, Dom Feliciano, Jaguardo e Santana do Livramento). Ao examinar um
espécime de 1946, depositado na Colecdo Entomolégica do Museu de Histéria Natural
de Nova York, foi possivel notar que embora morfologicamente semelhante a T.
carcavalloi esse espécime apresentava um padrdo cromatico diferente da descricao
original. O mais interessante € que acompanhado do espécime existe uma observacao
do pesquisador Pedro Wygodzinsky dizendo: “Isto ndo é circummaculata! Rostro!
Tubérculos do pronoto muito proximo a rubrovaria, apenas com pequenos e laterais
tubérculos no pronoto distinguiveis” (Anexo V). O mesmo foi notado para alguns
espécimes depositados como T. circummaculata, na mesma dessa colecdo, e que
possuiam morfologia muito semelhante a T. pintodiasi (Jurberg et al. 2013). Cabe
ressaltar que os espécimes estado depositados nessa colecédo ha pelo menos 30 anos,
mantendo suas colora¢des praticamente originais. O presente trabalho descreve os
diferentes padrdes cromaticos encontrados para esta espécie. A Unica citacdo sobre
essas diferencas, foi feita por DI Primio (1962), e Lent & Wygodzinsky (1979) que
apontaram que T. circummaculata variava assim como T. rubrovaria.

Os espécimes T. rubrovaria coletados apresentaram uma extensa variacao
cromatica no pronoto, asas e conexivos corroborando as informagdes de Lent (1942),
Di Primio (1957) e Lent & Wygodzinsky (1979). Entretanto, quando comparados ao

lectétipo, depositado na colegdo entomoldgica de Berlim, nota-se que os espécimes
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diferem nédo s6 no tamanho, na largura dos conexivos e principalmente no polimorfismo
cromatico do pronoto e corpo.

O holétipo de T. rubrovaria encontra-se desaparecido, por esse motivo Lent &
Wygodzinsky (1979) designaram um lectotipo para a espécie, um inseto brasileiro
estudado por Stadl em 1859, classificado previamente como T. rubroniger e
sinonimizado com T. rubrovaria. Foi possivel observar uma designacdo errada do
espécime, pois ao invés de lectdtipos este na verdade deveria ter sido classificado
como nedtipo. Comparando todos os espécimes estudados foi possivel observar que
as alteracbes do pronoto e corpo sdo muito maiores do que os descritos na literatura
por Lent (1942), Lent & Wygodzinsky (1979) e Almeida et al. (2002). O trabalho de Lent
(1942) descreve as variagbes crométicas com base na modificacdo da mancha de
coloracdo negra e ndo no aumento ou diminuicdo das manchas vermelhas,
contrariando o significado do nome da espécie, pois rubrovaria significa variacdo do
vermelho, portanto, ndo sabemos ao certo se temos uma supressdo da mancha
vermelha ou uma expansdo da mancha negra no pronoto desses insetos. Até o
momento a melhor hipotese € uma supressao da cor vermelha, devido a um claro
aumento de individuos com pronoto totalmente negro. Em alguns municipios so é
possivel encontrar esse padréo de pronoto (Almeida et al. 2002).

Existem poucos trabalhos na literatura investigando as questdes envolvidas no
polimorfismo cromatico e qual a validade dessas alteracbes como caracteres
diagnésticos, ou seja, 0 quanto essas diferencas seriam significativas para designacao
de novas espécies?

Noireau et al. (1998) chamaram a atencdo para a importancia da utilizacdo de
diferentes metodologias para descricdo de novas espécies. Segundo (Dujardin et al.
1999) a definicdo de uma espécie ndo pode estar baseada unicamente na morfologia, é
preciso entender a plasticidade fenotipica provocada por diferentes fatores e
modificagdes ambientais.

Nossos resultados evidenciam uma clara separacdo entre os espécimes que
apresentam morfologias muito semelhantes, porém cujos conexivos exibem coloracdes
distintas como, amarelo, laranja e vermelho.

Portanto, para tentar compreender melhor as relagbes entre as espécies desse
grupo, foi aplicada uma abordagem de taxonomia integrada utilizando morfologia,
morfometria geométrica, hidrocarbonetos cuticulares e analises de DNA mitocondrial.

A primeira questdo levantada foi: T. pintodiasi seria de fato uma espécie nova ou

apenas um morfotipo de T. circummaculata? Em alguns municipios, como Séao
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Jerébnimo foram coletados apenas espécimes de T. circummaculata e T. pintodiasi, o
que pode representa uma sobreposicdo de espécies, e que estas podem estar mais
aptas a ocupar mais rapidamente os nichos de T. rubrovaria. A comparacao
morfologica dos espécimes coletados apresentou muitas diferencas quando
comparadas com a descricdo original gerando duvidas quanto a sua identidade
taxondbmica. Porém, os resultados da morfometria geométrica, associados aos HCs
mostraram que T. pintodiasi parece ser uma linhagem independente, apresentando
uma clara separacdo das demais espécies e uma sobreposicdo de seus espécimes.
Estes dados corroboram as analises filogenéticas de Alevi et al. (2016) que
confirmaram status especifico desta espécie. Os dados de morfometria geométrica de
cabecas indicam que nesse grupo possa haver mais outra espécie com caracteristicas
morfologicas proximas a T. pintodiasi, porém mais analises sdo necessarias.

Por outro lado, os resultados referentes a T. circummaculata foram contrarios ao
esperado. As andlises de morfometria geométrica, tanto de asas quanto de cabeca,
indicaram que os espécimes coletados no Brasil sdo na verdade, uma espécie diferente
da descrita por Stal em 1859. Esta foi a primeira vez que se utilizou a série tipo para
uma analise diferente da taxonomia classica. Os resultados de HCs mostraram que
essa espécie difere de T. pintodiasi obtidos em campo, porém a comparacdo com a
composicdo quimica de seu holdtipo ndo foi possivel. E notéria a auséncia de
informacdes de ocorréncia de T. circummaculata, durante um longo periodo, a ultima
informacédo detalhada foi feita por Di Primio (1962), mostrando alguns padrdes
cromaticos desta espécie, e de acordo com suas pranchas (Anexo V) alguns dos
espécimes apresentam morfologia muito semelhante a de T. pintodiasi. No trabalho de
Silviera (2011) sobre o inquérito entomolégico no Brasil no periodo de 1975-1983, ndo
apresenta dados referentes a presenca de Triatoma circummaculata no pais
levantando o questionamento do que pode ter ocorrido nessa regido durante esses
anos.

Rocha (2012), em sua tese, ressaltou o posicionamento de T. rubrovaria como
espécie estreitamente relacionada a T. circummaculata, mas enfatizou a necessidade
da associacdo de novas tecnologias para definicdo e agrupamento dessas espécies.
Almeida et al. (2002) levantaram a hipotese de existirem duas populacdes distintas de
T. rubrovaria, uma com individuos apresentando distintos padrdes cromaticos e
geneticamente similares e outra, proveniente de Cangucgu, geneticamente isolada e de
morfologia distinta. Entretanto, reanalisando algumas sequéncias de Cytb (de
Cangucu, Santana do Livramento e Santiago) e comparando com os resultados obtidos
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de outras localidades utilizando o mesmo marcador molecular, observou-se que podem
existir diferentes populacdes, a primeira de Cangucu, uma segunda da localidade
Santana do Livramento e, pelo menos mais trés populagdes provenientes de Lavras do
Sul, Cacapava do Sul e Santa Maria. Comparando os dados de biologia molecular com
os de morfometria geométrica e hidrocarbonetos cuticulares podemos observar que 0s
espécimes de cor amarela, distribuidos em diversas localidades, representam um
morfotipo singular, que também é distinta de T. klugi (também apresenta coloracao
amarela). As diferencas de conformacgao de T. rubrovaria sdo tdo abrangentes que néo
€ possivel identificar somente com os mapas fatoriais de componentes principais e
analises discriminantes, a separacdo morfométrica entre T. rubrovaria e T. klugi. E
apesar do distanciamento geografico, dados moleculares sugerem que 0s espécimes
de T. rubrovaria encontrados na localidade de Quevedos (coloracdo amarela) estao
mais proximamente relacionados a T. klugi corroborando os dados de Justi et al.
(2014).

A variabilidade genética de T. rubrovaria foi comparada pela primeira vez por
Almeida et al. (2002) através das analises de isoenzimas, mais tarde Rocha (2009)
constatou uma variabilidade entre trés populacfes do Rio Grande do Sul utilizando o
marcador Cytb. A autora sugeriu que este seria 0 mais adequado para analisar a
variabilidade intrapopulacional, porém néao foi possivel comparar as sequencias deste
trabalho em nossos resultados. Apesar da rede de haplétipos gerar o0 maximo de
informacédo possivel no relacionamento entre as amostras, os dados obtidos do
sequenciamento do gene Cytb para esse grupo sao inconclusivos, pois a divergéncia é
insuficiente para resolucéo da filogenia.

Segundo Kather & Martin (2012) e Braga et al. (2013), assim como as caracteristicas
morfologicas, os HCs podem ser considerados caracteres de valor taxondmico,
indicando que essa metodologia pode ser utilizada para separacdo de espécies, pois
alcenos e alcanos metil ramificados apresentam caracteristicas discriminatérias.
Nossos resultados mostram uma clara separacdo dos espécimes de T.
circummaculata, T. rubrovaria e T. pintodiasi utilizando os HCs. Um observacao
importante foi a presenga de esqualeno em abundancia na maioria dos
cromatogramas, vale ressaltar que este composto ndo é produzido por insetos, sendo
provavelmente adquirido durante a alimentagdo desses vetores em mamiferos. Como
eles se expressam nos HCs ainda precisa ser analisado.

Como observados por Juarez et al. (2001) e Juarez & Calderén-Fernandez (2007)

uma caracteristica dos triatomineos € a presenca de tetrametil alcanos, entretanto nos
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espécimes analisados estes compostos sempre apareceram em abundancias relativas
baixas ndo sendo importante na diferenciacdo dessas espécies (Anexo lll).

Como mencionado anteriormente, as amostras que foram analisadas no
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade de Nevada, Reno,
nao puderam ser aproveitadas nessas analises. Entretanto, os cromatogramas gerados
apresentaram agrupamentos de picos a partir de 30 minutos que segundo Gary
Blomquist (informagéo pessoal) talvez sejam representativos do fendtipo de cor dessas
espécies. Estes dados deverdo ser reanalisados para aprofundamento nesta questao.
Esses dados, embora preliminares, mostram grande potencial na diferenciacdo das
espécies desse grupo. Outra possivel aplicacdo dos HCs estaria relacionada ao
desenvolvimento de novos inseticidas espécie-especifico, pois a composi¢cdo dos
hidrocarbonetos da cuticula dos insetos esta diretamente relacionada a resisténcia aos
inseticidas, e quanto mais aprofundarmos os conhecimentos sobre sua composicao e
biossintese mais préximos estaremos de torna-los vulneraveis (Calderon-Fernandez et
al. 2011, Qiu et al. 2012, Calderén-Fernandez & Juarez 2013, Balabanidou et al. 2016).

62



6 CONCLUSOES

- A morfometria geométrica diferenciou as espécies T. carcavalloi, T.
circummaculata, T. pintodiasi, T. klugi dos diferentes morfotipos de T. rubrovaria.

- O resultado da morfometria geométrica mostrou que 0 espécime tipo de T.
circummaculata € diferente dos encontrados no Estado do Rio Grande do Sul,
sugerindo que 0s espécimes examinados sejam uma nova entidade taxonémica.

- Foi construida uma rede de haplétipos entre as espécies T. carcavalloi, T.
circummaculata, T. pintodiasi, T. klugi e T. rubrovaria utilizando o marcador
mitocondrial citocromo b, porém os dados de biologia molecular para esse grupo séo
inconclusivos, pois a divergéncia é insuficiente para resolucdo da filogenia.

- O perfil de hidrocarbonetos cuticulares permitiu a comparacdo das espécies de T.
circummaculata, T. pintodiasi e T. rubrovaria e se mostrou como uma ferramenta Gtil na
diagnose desse grupo de espécies de triatomineos

- Pela primeira vez, em triatomineos, foi possivel analisar um espécime tipo de

colecéo utilizando a analise dos hidrocarbonetos cuticulares.
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7 PERSPECTIVAS

- Revisao do subcomplexo T. rubrovaria

- Analise da coloracéo através dos hidrocarbonetos cuticulares

- Fazer uma analise com maior numero de réplicas, utilizando na amostra insetos de
colecgéo incluindo a série tipo.

- Utilizar a metodologia de hidrocarbonetos cuticulares para outras espécies
cripticas.

- Elucidar a questao entre T. rubrovaria e T. klugi.

- Montar um banco de dados de acesso aberto com os perfis de hidrocarbonetos dos

triatomineos.
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9 APENDICES E/OU ANEXOS

9.1 Anexol

Comparacoes no complexo T. Rubrovaria
Silvia Justi - Modificado por Carolina Dale
10/27/2017

Loading the necessary libraries

Reading the fasta files
datacytb <-read.FASTA("Cyt_b_Dale.fasta")

summary (datacytb)

## Length Class Mode
## Seq 14 412 -none- raw
## Seq 4 412 -none- raw
## Seq 7 412 -none- raw
## Seq 7 412 -none- raw
## Seq_15 412 -none- raw
## Seq 16 412 -none- raw
## Seq 1 412 -none- raw
## Seq_2 412 -none- raw
## Seq 1 412 -none- raw
## Seq_29 412 -none- raw
## Seq 3 412 -none- raw
## Seq 7 412 -none- raw
## Seq 7 412 -none- raw
## Seq 7 412 -none- raw
## Seq 6 412 -none- raw
## Seq_ 17 412 -none- raw
## Seq 2 412 -none- raw
## Seq_18 412 -none- raw
## Seq 3 412 -none- raw
## Seq 4 412 -none- raw
## Seq_ 19 412 -none- raw
## Seq 5 412 -none- raw
## Seq b 412 -none- raw
## Seq 6 412 -none- raw
## Seq 7 412 -none- raw
## Seq_20 412 -none- raw
## Seq 6 412 -none- raw
## Seq 3 412 -none- raw
## Seq 8 412 -none- raw
## Seq 10 412 -none- raw
## Seq_ 10 412 -none- raw
## Seq_21 412 -none- raw
## Seq 13 412 -none- raw
## Seq_13 412 -none- raw
## Seq 22 412 -none- raw
## Seq 23 412 -none- raw
## Seq 9 412 -none- raw
## Seq 9 412 -none- raw
## Seq 9 412 -none- raw
## Seq_24 412 -none- raw
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## Seq 8 412 -none- raw

## Seq 12 412 -none- raw
## Seq 10 412 -none- raw
## Seq 10 412 -none- raw
## Seq 12 412 -none- raw
## Seq_11 412 -none- raw
## Seq 25 412 -none- raw
## Seq 26 412 -none- raw
## Seq 11 412 -none- raw
## Seq 8 412 -none- raw
## Seq 27 412 -none- raw
## Seq 28 412 -none- raw
## Seq 12 412 -none- raw

Calculating the pairwise k2p distances between samples and making sure they are returned as matrix, so we
can plot the distances later and saving as tables

dist_cytb <-dist.dna(datacytb, model ="K80", as.matrix = TRUE, pairwise.deletion = T)
summary (dist_cytb)

#it Seq_14 Seq 4 Seq 7

## Min. :0.000000  Min. :0.000000  Min. :0.000000

## 1st Qu.:0.004878 1st (Qu.:0.004878 1st Qu.:0.004878

## Median :0.048384 Median :0.043065 Median :0.048384

## Mean :0.032678  Mean :0.029635  Mean :0.032403

## 3rd Qu.:0.051065  3rd Qu.:0.045717  3rd Qu.:0.051065

## Max. :0.078904  Max. :0.073238  Max. :0.078904

Hit Seq 7 Seq_15 Seq_16

## Min. :0.000000  Min. :0.000000  Min. :0.000000

## 1st Qu.:0.004878 1st Qu.:0.007335 1st Qu.:0.007335

## Median :0.048384  Median :0.045717 Median :0.045717

## Mean :0.032403 Mean :0.031940 Mean :0.031755

## 3rd Qu.:0.051065 3rd Qu.:0.048384 3rd Qu.:0.048384

## Max. :0.078904  Max. 0.076063 Max. :0.076063

#it Seq_ 1 Seq 2 Seq_1 Seq_29

## Min. :0.00000 Min. :0.00000  Min. :0.00000  Min. :0.000000

## 1st Qu.:0.02488 1st Qu.:0.01980 1st Qu.:0.02488 1st Qu.:0.007322

## Median :0.04281  Median :0.04043 Median :0.04281 Median :0.050939

## Mean :0.03890 Mean :0.03406  Mean :0.03890  Mean :0.035011

## 3rd Qu.:0.05376 3rd Qu.:0.04838 3rd Qu.:0.05376  3rd Qu.:0.053627

## Max. :0.05935  Max. :0.05390  Max. :0.05935  Max. :0.081550

H#it Seq_3 Seq 7 Seq_ 7

## Min. :0.000000  Min. :0.000000  Min. :0.000000

## 1st Qu.:0.004878 1st Qu.:0.004878 1st Qu.:0.004878

## Median :0.048384 Median :0.048384 Median :0.048384

## Mean :0.032587 Mean :0.032403  Mean :0.032403

## 3rd Qu.:0.0510656 3rd Qu.:0.051065 3rd Qu.:0.051065

## Max. :0.078904  Max. :0.078904  Max. :0.078904

#i Seq 7 Seq_6 Seq_17 Seq_2

## Min. :0.000000  Min. :0.000000  Min. :0.00000  Min. :0.00000
## 1st Qu.:0.004878 1st Qu.:0.004878 i1st Qu.:0.02229 1st Qu.:0.01980
## Median :0.048384  Median :0.048384 Median :0.04296 Median :0.04043
## Mean :0.032403 Mean :0.032494 Mean :0.03648 Mean :0.03406
## 3rd Qu.:0.051065 3rd Qu.:0.051065 3rd Qu.:0.05094 3rd Qu.:0.04838
## Max. :0.078904  Max. :0.078904  Max. :0.05647  Max. :0.06390
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##
##
#4
##
##
##
##
##
#4
##
##
##
##
##
#4
##
##
##
##
##
#4
##
##
##
##
##
#4
##
##
##
##
##
#4
##
##
#4
##
##
#4
##
##
#4
##
##
#4
##
##
#4
##
##
#4
##
##
#4

0.00000
.03491
.04043
.04284
.05920
.06486

.000000
.007335
.048384
.0335565
.051065
.081761

.000000
.004878
.048384
.032494
.051065
.078904

.000000
.004878
.048384
.032494
.051065
.078904

0.00000
.02744
.03759
.03714
.06376
.06486

0.00000
.02978
.04009
.04396
.06410
.08098

Min. :0.00000
ist Qu.:0.01729
Median :0.02744
Mean :0.03280
3rd Qu.:0.05106
Max. :0.06764
Seq 10
Min. :0.00000
1st Qu.:0.02744
Median :0.03759
Mean :0.03714

Seq_3
Min. :0.000000
1st Qu.:0.004878
Median :0.048384
Mean :0.032687
3rd (Qu.:0.051065
Max :0.078904
Seq 5
Min. :0.000000
1st Qu.:0.002433
Median :0.045717
Mean :0.030368
3rd Qu.:0.048384
Max :0.076063
Seq 7
Min. :0.000000
1st Qu.:0.004878
Median :0.048384
Mean :0.032403
3rd Qu.:0.051065
Max :0.078904
Seq 3
Min. :0.000000
1st Qu.:0.004878
Median :0.048384
Mean :0.032587
3rd Qu.:0.051065
Max :0.078904
Seq_21
Min. :0.00000
1st Qu.:0.02234
Median :0.03780
Mean :0.03298
3rd Qu.:0.04572
Max. :0.06764
Seq_23
Min. :0.00000
1st Qu.:0.03759
Median :0.04281
Mean :0.04826
3rd Qu.:0.06701
Max. :0.08404
Seq_24
Min. :0.00000
1st Qu.:0.01980
Median :0.02488
Mean :0.03115
3rd Qu.:0.04838
Max. :0.06486
Seq 10
Min. :0.00000

1st Qu.:0.02744
Median :0.03759
Mean :0.03714

Min. :0.

1st Qu.:0
Median :0

Mean :0.

3rd Qu.:0

Max. :0.

Seq_ 2
Min. :
1st Qu.:0
Median :0

Mean ;0.

3rd Qu.:0

Max. :0.

Seq_8
Min. :
1st Qu.:0
Median :0

Mean :0.

3rd Qu.:0

Max. :0.

Seq_13
Min. :0.0
1st Qu.:0.0
Median :0.0
Mean :0.0
3rd Qu.:0.0
Max. :0.0
Seq_ 9
Min. :0.0
1st Qu.:0.0
Median :0.0
Mean :0.0
3rd Qu.:0.0
Max. :0.0
Seq_8
Min. :0.0
1st Qu.:0.0
Median :0.0
Mean :0.0
3rd Qu.:0.0
Max. :0.0

Seq_12
Min. :0.0

:0.

:0.

.000000
.004878
. 043065
.029635
.045717
.073238

000000
.002433
.045717
030368
.048384
076063
0

000000
.007322
.050939
034918
.0563627
081550

00000
.01980
.03001
03239
.04838
06486

0000
2488
3519
3510
4838
7043

0000
1729
2744
3280
5106
6764

0000
1980
3001
3239
4838
6486

0000

ist Qu.:0.03001
Median :0.04043
Mean :0.03772
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Seq_10
Min. :0.00000
ist Qu.:0.02744
Median :0.03759
Mean :0.03714
3rd Qu.:0.05376
Max. :0.06486
Seq_13
Min. :0.00000
i1st Qu.:0.02488
Median :0.03519
Mean 0.03510
3rd Qu.:0.04838
Max. :0.07043
Seq_ 9
Min. :0.00000
ist Qu.:0.01729
Median :0.02744
Mean :0.03280
3rd Qu.:0.05106
Max. :0.06764
SJeq_12
Min. :0.00000
ist Qu.:0.03001
Median :0.04043
Mean 0.03772
3rd Qu.:0.04838
Max. :0.07043
SJeq 11
Min. :0.00000
1st Qu.:0.01478
Median :0.03519
Mean :0.03213



##
##
##
#
#
#
##
##
#it
#i
#i
#i#
#i#
#i#
##
##

3rd Qu.:0.06376 3rd Qu.:0.05376

Max. :0.06486 Max. :0.06486
Seq_25 Seq_26

Min. :0.00000 Min. :0.00000

1st Qu.:0.01980 ist Qu.:0.06486

Median :0.03519 Median :0.07043

Mean :0.03403 Mean :0.06960

3rd Qu.:0.04838 3rd Qu.:0.07890

Max. :0.05935 Max. :0.08404
Seq_27 Seq_28

Min. :0.00000 Min. :0.00000

1st Qu.:0.01968 ist Qu.:0.02731
Median :0.02731 Median :0.03519
Mean :0.03384 Mean :0.04082
3rd Qu.:0.06376 3rd Qu.:0.05920
Max. :0.06486 Max. :0.07043

3rd Qu.:0.04838

Max. :0.07043
Seq_11
Min. :0.00000

1st Qu.:0.01478
Median :0.03519
Mean :0.03213
3rd Qu.:0.04838

Max. :0.05935
Seq_12
Min. :0.00000

1st Qu.:0.03001
Median :0.04043
Mean :0.03772
3rd Qu.:0.04838
Max. :0.07043

3rd Qu.:0.04838

Max. :0.05935
Seq_ 8
Min. :0.00000
1st Qu.:0.01980
Median :0.03001
Mean :0.03239
3rd Qu.:0.04838
Max. :0.06486

For comparison purposes, we are subseting samples from 2 different populations

samples_cytb <- subset(dist_cytb, select = c("Seq_10","Seq_11"))
X_cytb <-subset(samples_cytb, select = "
y_cytb <-subset(samples_cytb, select ="Seq_11")

Ploting the distances for each samples chosen

Seq_10")

X_cytbsorted <- as.matrix(x_cytblorder(x_cytbl[,11),])
plot (x_cytbsorted, col = rgb(1,0.4,0),

axis(1, at=1:53, labels = row.names(x_cytbsorted), las =2, cex.axis = 0.5)
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9.2 Anexoll
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9.3 Anexo [l

Tabela 5 - Porcentagens de hidrocarbonetos cuticulares majoritarios por espécime estudado. Comparacdo entre Triatoma rubrovaria
vermelho, amarelo, laranja e rosa, Triatoma pintodiasi e Triatoma circummaculata.

5 . Triatoma Triatoma
Triatoma rubrovaria . . .
circummaculata iintodiasi
1596
HCs - 1595 1594 1391 1392 1389 1395 1396 1394 1400 1399 Tc Tc T¢ 41606 TP Trd
i - vermelho vermelho vermelho vermelho vermelho amarelo amarelo amarelo laranja rosa 1584 1585 1609 P 1607 .608
5,13-DiMeC21 1,10 7,32 4,25 - - - - - - - - 3,19 4,87 3,49 3,23 1,33 6,65
11,19-DiMeC21 0,80 4,59 2,77 - - - - - - - - - - - - - -
29,3
n-c22 - - - - - - - - - - - 1,23 230 1,64 1,72 081 2
€23:1 316
: 1,76 34,16 - 0,48 1,67 0,37 - - - - - 476 9,89 1850 11,01 2,74 2
n-C23 3,83 - 17,21 - - - 15,49 0,41 7,50 20,53 0,40 - - - - - -
10-,11-,12-MeC23 0,74 5,93 3,42 - - - 1,46 - - - _ _ - - - - -
n-C27 5,44 - 7,65 2,83 7,21 0,84 2,78 2,51 8,21 - 9,34 - - - - - -
Esqualeno (C30:6) 2,22 20,21 5,07 - 1,40 0,36 8,59 - 1,87 - - 19,79 1430 1,18 10,90 2,64 6,58
n-C29 11,76 - 16,69 15,77 27,55 8,39 25,90 21,77 20,38 17,66 24,85 1850 14,48 23,18 1566 26,65 2,75
n-C31 14,06 - 21,24 19,02 31,32 16,17 35,50 28,50 49,44 33,22 41,13 30,97 22,52 2539 27,80 2,22 3,00
n-C33 3,97 - 4,69 5,48 7,10 11,24 3,49 5,94 11,04 1,76 17,01 13,10 10,25 6,17 - 12,72 1,04
n-C34 - - - - - - - - - - - - - . 13,94 . -
13,17,23-TriMeC35 - - - - - 8,76 - 4,52 - - - - - - - - -
n-C36 - - - . . . _ - - 6,61 _ _ - - - - -
13,19-,15,21-DiMeC37 - - - - - - - - - 6,62 - - - - - - -
15,19,25-TriMeC37 - - - 7,34 3,63 - - 6,29 - - - - - - - - -
15,19,21-TriMe37 . . . . . 10,62 - - - - _ _ - - - - -
17,21,27-TriMeC38 - - - 6,72 1,71 5,13 - 2,04 - - - - - - - - -
15,19,25-TriMeC39 7,83 - 1,73 24,45 13,25 16,98 - 10,26 - 11,03 - - - - - - -

tracejado: ndo detectado ou abaixo de 0,1%; células em verde: porcentagens acima de 5%.
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Gréfico 1. Porcentagens de hidrocarbonetos cuticulares majoritarios por espécime estudado.

amarelo, laranja e rosa, Triatoma pintodiasi e Triatoma circummaculata.
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Comparacao entre Triatoma rubrovaria vermelho,
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5,13-
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94 Anexo IV

Tabela 6 - Porcentagens dos hidrocarbonetos cuticulares encontrados em cada espécime estudado. Comparacdo entre Triatoma
rubrovaria vermelho, amarelo, laranja e rosa, Triatoma pintodiasi e Triatoma circummaculata.

Triatoma Triatoma
rcummaculata pintodiasi

Triatoma rubrovaria

1596 15 15 13 13 13

mcol 15 4 1 2 1395 1396 1394 140 13 Tc Tc Tc Tp Tp Tpd

Hidrocarboneto

z warelo rarelo rarelo ranja osa 384 i85 309 606 507 1608
arg rm. rm. rm. rm. rm.
n-C21 2
0 371 - - - - -
2 2,5
5,15-DiMeC21 11 - - - - - - - - - 7 - e - -
2 7 4 3 4 3, 3, 1
13-DiMeC21 ) 3 ) ) , 3,1,
313-DiMe 5 1,10 32 !5 - - - - - - - -9 37 19 3 3 6,65
2
10-,11-MeC21 0 - - - - - - 275 - - - = = = - -
2 4 2 1 2 2 2, 1
11,19-DiMeC21 . W , L , ;2,1
e 8 0,809 7 -~ = - = =~ =39 19 5 8 8 456
n-c22 2 5, ) 2, 1, 2, _ 1, 1, 0,
)0 5,14 34 6 - - - - - - - -3 30 ¥4 2 1 29,32
31 2 34 o, 1, O, 4, 9, 18 1 2,
’ 37 1,76 16 - 18 7 37 -- - -- - - 39 50 01 4 31,62
2 17 15,4 20, O,
-C2
e 0 38 -2 - - - 9 041 75053 0 - - - -
10-,11-,12-MeC23 2 > 3 2 3 3 20
40,74 )3 12 - - - 1,46 - - - -2 38 0 9 7 4,67
2 4 2 1 2 2, 1, O
10,16-DimeC23 ¢ ¢ ’ ¢ Lo
AoDime 6 07238 5 - -~ -~ o~ o~ o~ 35 38 4 6 9 306
4-MeC23 2 1,
2 2 0
-C24 ¢ !
" 0 2484 37 - - o~ - - - e e -
2 0 0,
-C25 ’ ’
g 0 165 - -0 4 - - - - e e e e
13-MeC25 2 3
4 — - e - - — - — e e e e - -
2 1 0 2 1, 1, O
10-,11-,12-,13-MeC25 ¢ ’ ¢ oo
ARt e 330,41 - 2 - - - —- - =7 )7 2 8 4 2,21
AMeC25 2 2, 1, 0o, 1, 1, 1, O
1 0,38 4 39 - - - ~- —- 533 18 16 4 6 1,73
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n-C26

Alcano desconhecido

7,13,17,23-TetraMeC26

n-C27

5,11,15,19- TetraMeC27

4-,5-MeC27

n-C28

Esqualeno (C30:6)

n-C29

n-C30

2-MeC30

n-C31

9-,11-MeC31

11,15-DiMeC31

3-MeC31

3-MeC33

n-C32

13,19-DiMe(C32

4-MeC32

2-MeC32

n-C33

12-,14-Me(C33

15,19-DiMe(C33

0,78

0,30

0,81
0,26

0,29

3,97

2,34

8,59
25,9

1,

- - - - -

1,

- - - - -
9,

251 821 - 4 - -
0,

- - - 3 -
0,

- - - 7 - -

19 14

- 1,87 - 79 30

21,7 203 17, 2 18 14

594 4 6 01 -

80

7 8 56 85 50 18
3, 0,

446 - -3 =17
0,

059 - -0 - -

28,5 49,4 33, 4 30 22

0 4 2 13 37 32

0,

T

0, 13 10

2,77 157 - 5 10 25

0, 1,

e
1,

047 -~ - 7 = -
0,

059 - - 6 - -
11,0 1,7 1

6,58

2,75



11,21-DiMe(33; 13,33-DiMe(C33

3-MeC33

n-C34

11-,12-,13-MeC34

13,17,23-TriMeC34

9,17,25-TriMeC34

n-C35

11-,13-,15-,17-MeC35

9-,10-,11-,12-,13-,14-MeC35
11,21-,13,25-DiMeC35

11,15,21-,11,15,23-,11,15,25-,11,15,27-
Ne35

13,17,23-TriMeC35

x,y-DiMeC35

n-C36

11,15,25-TriMe36

n-C37

11-,13-,15-,17-MeC37

7,11-DiMeC37

13,21-,13-23-DiMeC37

13,17,25-,15,19,25-,15,19,27-TriMeC37

13,19-,15,21-DiMeC37

15,19,25-TriMeC37

15,19,21-TriMe37

3,58

0,79

0,20

0,36
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15,19,23-TriMeC37

16,22-DiMeC37

n-C38

x-MeC38

17,21,27-TriMeC38

3-MeC38

9,17-DiMeC38

n-C39

13-,15-,17-,19-Me(C39

11-,13-,15-,17-MeC39

9-,11-,13-MeC39

11,21-,13,23-DiMeC39

15,19-DiMeC39

15,23-DiMeC39

15,19,25-TriMeC39

x,y-DiMeC39

16,22-DiMeC39

x,y-DiMeC39

n-C40

n-C41

n-C42

tracejado: ndo detectado ou abaixo de 0,1%
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