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RESUMO

Os insetos da subfamilia Triatominae Jeannel, 1919 de Reduviidae (Hemiptera:
Heteroptera: Reduviidae), também conhecidos como barbeiros, constituem um grupo
amplamente distribuido pela regido Neotropical que comporta hoje, 142 espécies ocorrentes
e uma fossil, distribuidas em 18 géneros, séo insetos hematofagos estritos em todas as fases
da vida e reconhecidos vetores da Doenga de Chagas. Essa enfermidade é considerada um
dos mais importantes problemas de saide na América Latina, com cerca de 12 a 14 milhdes
de individuos chagésicos, 60 milhdes vivendo em risco e cerca de 20.000 caso/ano em 18
paises da América do Sul e Central. Neste estudo foram analisadas sequéncias de
nucleotideos dos genes 16S e CitB mitocondrial em populacdes de triatomineos, dos
géneros Panstrongylus Berg, 1879, Rhodnius Stal, 1859 e Triatoma Laporte, 1832,
mantidos em col6nias no insetario Servico Especial de Saude de Araraquara (SESA) — SP,
comparando-as com sequéncias dos mesmos genes disponiveis no GenBank. Os fragmentos
obtidos variaram de 311 a 317 pb (16S) e 393 pb (CitB). Observou-se baixa variagao intra-
especifica entre as distancias genéticas do gene 16S, enquanto o gene CitB mostrou-se mais
polimérfico, podendo ser utilizado para estudos de populacdes geogréficas. As seqliéncias
geradas foram alinhadas com seqiiéncias dos mesmos genes para outros triatomineos e
também de Arilus cristatus Linaeus, 1763 (Hemiptera: Reduviidae: Harpactorinae) (16S e
CitB) e Oncerotrachelus sp. Stal, 1868 (Hemiptera: Reduviidae: Saicinae) (16S). As
relagdes entre as especies foram avaliadas pelos métodos de Distancia (Neighbor Joining),
Maxima Parcimoénia e Méaxima Verossimilhanca. As analises de fragmentos para 0s dois
genes demonstraram a parafilia de Rhodniini e Triatomini, confirmando resultados
anteriores. Evidenciou-se a possivel origem dos “Triatomas” Neotropicais a partir de

derivacbes de Triatomas Nearticos, verificada pela estreita relacdo genética de



Panstrongylus e Triatoma vitticeps (Stal, 1859) com o ramo Norte-Centro Americano de
Triatoma; por meio das relacdes com T. protracta (Uhler, 1894), Dipetalogaster maxima
(Uhler, 1894) e T. dimidiata Latreille, 1811. E dada a conhecer a primeira seqiiéncia de
bases nitrogenadas de fragmentos do gene 16S para Triatoma sherlocki Papa, Jurberg,
Carcavallo, Cerqueira e Barata, 2002. Os resultados mostraram a utilidade de 16S e CitB
como marcadores moleculares de espécies e de populagdes de triatomineos e sua
importancia em questdes de sistematica e taxonomia, no entanto, exigem um alto grau de
seguranga e controle de contaminacdo. Ha necessidade de novos estudos envolvendo outros
marcadores e 0 uso de caracteres sistematicos classicos de morfologia, ecologia e
comportamento, indispensaveis para decises sistematicas adequadas uma vez, que teriam
impacto ndo apenas sistematico mas, para as estratégias de controle. As col6nias de
triatomineos do SESA revelaram-se importante fonte de material para estudos sistematicos
de triatomineos, pois compreendem amostras significativas de varias populacoes
triatominicas da América, principalmente de espécies consideradas vetores principais do
mal de Chagas como Triatoma infestans (Klug, 1834), Panstrongylus megistus
(Burmeister, 1835), Rhodnius prolixus Stal, 1859 e Triatoma brasiliensis Neiva, 1911.
Algumas questdes sistemdticas relativas a origem e relacionamento filogenético dos
triatomineos continuam em aberto; novos reagrupamentos Serdo necessarios para que a
Subfamilia continue vélida; Analises mais completas, com a incluséo de representantes das

tribos Alberproseniini, Bolboderini e Cavernicolini, sdo ainda necessérias.

Palavras-chaves: Triatominae, Vetores da doenca de Chagas, sistematica, 16S, Citocromo
B, mitocondrial DNA.



SUMMARY

The insects of the Triatominae subfamily Jeannel, 1919 of Reduviidae (Hemiptera:
Heteroptera), also known as triatomine bugs, constitute a widely distributed group in the
Neotropical region and including 142 current species and a fossil one, distributed in 18
genera. They are strict hematophagic insects in all phases of their life cicle and recognized
vectors of the Chagas disease. This disease is considered one of the most serious Health
problem in Latin America, with about 12 the 14 million of chagasic individuals, 60 million
people living at risk and about 20,000 cases/year in 18 Central and South American
countries. In this study mitocondrial 16S and CytB nucleotide sequences were analyzed in
populations of triatomine bugs of the genera Panstrongylus Berg, 1879, Rhodnius Stal,
1859 and Triatoma Laporte, 1832 from colonies maintained in the Insectary of Special
Health Service of Araraquara — SESA (acronym in Portuguese), Araraquara- SP, comparing
them with sequences of the same available genes deposited in the GenBank. The obtained
fragments varied from 311 to 317 bp (16S gene) and 393 pb (CytB). Low intra-specific
variation among the genetic distance of the 16S gene, while the CytB gene revealed a
higher polymorphism, being able to be used in geographic population studies. The
generated sequences were aligned with sequences of the same genes for other triatomine
bugs and also with Arilus cristatus Linaeus, 1763 (16S and CytB) and Oncerotrachelus sp
Stal, 1868 (16S). The relationships among the species had been evaluated by the methods
of Distance (Neighbor Joining), Maximum Parsimony and Maximum Likelihood. The
analyses of fragments for the two genes had demonstrated the paraphily of Rhodniini and
Triatomini, confirming previous results. It was hypothesized the possible origin of the
Neotropical “Triatomas” from derivations of Nearctic triatomes, verified for the narrow

genetic relation of Panstrongylus and Triatoma vitticeps (Stal, 1859) with the North-Center



American branch of Triatoma by the relationships with T. protracta (Uhler, 1894), D.
maxima (Uhler, 1894) and T. dimidiata Latreille, 1811. It is known the first sequence of
nitrogen bases of fragments of the 16S gene for Triatoma sherlocki Papa, Jurberg,
Carcavallo, Cerqueira e Barata, 2002. The results had shown the utility of 16S and CytB as
markers of species and of triatomine populations and their importance in systematic and
taxonomy questions. However, demands one high degree of security and control of
contamination. There is a necessity of new studies involving other molecular markers and
the use of classic systematic characters of morphology, ecology and behavior,
indispensable for systematic decisions adjusted a time, that would have not only systematic
impact but, for the control strategies. The colonies of triatomine of the SESA had shown
important source of material for systematic studies of this kind of insect, since they include
significant samples of triatomine populations of America, mainly of species considered the
main vectors of the Chagas disease such as Triatoma infestans (Klug, 1834), Panstrongylus
megistus (Burmeister, 1835), Rhodnius prolixus Stal, 1859 and Triatoma brasiliensis
Neiva, 1911. Some systematic questions related to the origin and phylogenetic relationship
of the triatomine bugs have kept opened; new regroupings will be necessary so that the
Subfamily continues valid; more complete analyses, with the inclusion of representative

members of the Alberproseniini, Bolboderini and Cavernicolini tribes, are still necessary.

Key-words: Triatominae, Chagas disease vectors, systematics, 16S, CytB, mitocondrial

DNA.
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I. INTRODUCAO

1. A subfamilia Triatominae:

1.1. Posicéo Sistematica e Distribuicdo Geografica

Os insetos da subfamilia Triatominae Jeannel, 1919 de Reduviidae (Hemiptera,
Reduviidae, Triatominea), também conhecidos como barbeiros, constituem um grupo
amplamente distribuido pela regido Neotropical (Lat. 42 N e 46 S) entre os Grandes Lagos
da América do Norte e a provincia de Chubut no Sul da Argentina. No entanto, Triatoma
rubrofasciata (De Geer, 1773), espécie tipo do género, € tropicopolitana ou cosmopolita,
tendo registros na Africa, Asia e Austréalia. Sete outras espécies de Triatoma Laporte, 1832
sdo registradas apenas na Asia e Australia. Enquanto que, as seis espécies de Linshcosteus
Distant, 1904, tinico género extra-americano, tém ocorréncia apenas registrada para a India,
ver Tabela 1 (WEINMAN D et al., 1978; LENT e WYGODZINSKY, 1979; GORLA et
al., 1997; CARCAVALLDO et al., 2000b; GALVAO et al., 2002; 2003, SCHAEFER, 2003,

2005).

1.2. Primeiros Relatos

Os primeiros relatos sobre o comportamento hematofagico desses hemipteros datam
de 1590 e sdo atribuidos ao Pe. Reginaldo Lizarraga em sua passagem pela regido do Peru e
Chile. Ha também citacdes do Pe. Martin Dobizoffer, em 1784 e relatos de 1835 deixados
por Charles R. Darwin (ABALOS e WIGODZINSKY, 1951, SHERLOCK, 1979, LENT e

WIGODZINSKY, 1979, OSORIO-QUINTERO, 2002, GALVAO, 2003).



Tabela 1. Géneros e espécies de Triatominae, segundo autor, ano de descricdo e local tipo,
que ocorrem fora da Regido Neotropical.

Género Espécie e autor Ocorréncia
Triatoma T. rubrofasciata Tropicopolitana
T. amicitiae Lent, 1951 Sri Lanka
T. bouvieri Larrousse, 1924 Ilhas Nicobar, Filipinas, Vietnan
T. cavernicola Else & Cheong, 1977 Malésia
T. leopoldi (Schoudeten, 1933) Austrélia e Indonésia
T. migrans Breddin, 1903 india, Indonésia
T. pugasi Lent, 1953 Java (Indonésia)
T. sinica Hsiao, 1965 China
Linshcosteus L. carnifex Distant ,1904 india
L. chota Lent & Wygodzinsky, 1979 Sul da india
L. confumus Ghauri, 1976 Mysore: Sul da india
L.costalis Ghauri, 1976 Mysore: Sul da india
L. kali Lent & Wygodzinsky, 1979 Madras: Sul da india

L. karupus Galvdo, Peterson, Rocha & Jurberg, Tamil Nadu: Sul da india

1.3. Aspectos biologicos:

Os triatomineos sdo insetos de tamanho varidvel: 50 mm em Alberprosenia
goyovargasi Martinéz e Carcavallo, 1977 a 44,0 mm em Dipetalogaster maxima (Uhler,
1894). Séo considerados lentos, de voo dificil e tém habitos noturnos. Como qualquer
hemiptera, sdo hemimetabolos, com o ciclo de vida que varia de 3 a 15 meses, dependendo
da espécie e de condicGes de laboratério. S&o pouco proliferos, mas, podem formar
colbnias, algumas vezes, com centenas de individuos (LENT e WYGODZINSKY, 1979;

SCHOFIELD, 2000; CERETTI JUNIOR, 2003).



Essas colonias sempre estdo associadas a abrigos, ou ninhos de um grande rol de
vertebrados, principalmente lacertilios, aves e mamiferos, suas fontes naturais de alimento,
pois sdo hematdfagos estritos em todas as fases do desenvolvimento. Porém, varias
espécies, principalmente ninfas jovens, foram observadas alimentando-se da hemolinfa de
outros artropodes (hemolinfagia) ou ainda, praticando uma forma de “pseudocanibalismo”
conhecida por cleptohemodeipnonismo ou cleptohematofagismo. Neste aspecto, o0s
triatomineos sdo muito resistentes ao jejum o que, para muitos autores, € um aspecto
relativo as populacfes K-estrategistas (NEIVA, 1914, COSTA LIMA, 1940; BRUMPT,
1941; ABALOS e WYGODZINSKY, 1951; RYCKMAN, 1951; RABINOVICH, 1972,
BARRETO, 1976, 1979, 1985; LENT e WYGODZINSKY, 1979; MILES, 1981;
JURBERG e LOROSA, 1999; LOROSA, 2000; SCHOFIELD, 2000; SANDOVAL, 2000;

BARBOSA et al., 2001; RUAS-NETO, 2001; CERETTI JUNIOR, 2003).

1.4. Importéancia Médica dos triatomineos

Os habitos alimentares descritos acima sdo relevantes para a preservacao dos ciclos
enzodticos do Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 e de outros tripanosomatideos como T.
rangeli Tejera, 1920. T. cruzi é o agente etiologico da Tripanosomiase americana (TA)
enquanto T. rangeli causa infeccdo ndo patogénica em humanos e nos demais hospedeiros
mas, é patogénico para os triatomineos. Nos insetos T. cruzi instala-se no trato intestinal e
T. rangeli invade as glandulas salivares (GRISARD et al., 1999; MARCONDES, 2001,
PALAU CASTANO et al., 2001; GUHL e VALLEJO, 2003; MONROY et al., 2003).

Além disso, esses insetos sdo inseridos no contexto da Entomologia Médica pelo

importante papel epidemiolégico que alguns membros da subfamilia desempenham como



vetores da doenga de Chagas humana (DCH) e por serem capazes de ingerir relevantes
quantidades de sangue podendo contribuir também, para a anemia cronica por caréncia de
ferro (CHAGAS, 1909; SCHOFIELD, 1994; COURA et al., 1996; BRAGA et al., 1998;

MARCONDES, 2001; GUHL e VALLEJO, 2003).

1.5. Aspectos Epidemioldgicos da Doenga de Chagas

A doenga de Chagas humana (DCH), primitivamente uma zoonose silvestre, tornou-
se uma patologia também humana, antropozoonose, a partir das transformagdes do
ambiente natural determinadas pela acdo antrépica, fator causal do deslocamento dos
vetores de seus ecOtopos naturais para o domicilio humano ou suas proximidades,
determinando a domiciliacdo desses vetores e conseqlientemente a “endemizacdo” dessa
enfermidade (DIAS e DIAS, 1979; FORATTINI, 1980; SILVA, 1980; DIAS, 2000;
SILVEIRA, 2000; WHO, 1991).

Nesse contexto, autores como BARRETO (1979, 1985) LAINSON et al. (1979) e
SCHENONE et al. (1985) distinguem dois ciclos epidemiolégicos: o ciclo silvestre que é
de carater estritamente enzodtico, no qual o T. cruzi circula entre 0s vetores triatomineos e
uma extensa gama de mamiferos de pequeno e médio porte que constituem seus
reservatorios naturais e o ciclo domiciliar, antropozoondtico, em que o parasito circula
entre 0 homem e seus animais domésticos por intermédio do vetor sinantrépico. O uso de
biologia molecular revelou nos ultimos anos a ocorréncia de DCH em mumias procedentes
dos andes peruanos e chilenos com até 2.500 a 9.000 anos (ROTHHAMMER, 1985; GUHL

etal., 1999; FERREIRA et al., 2000, GUHL et al., 2002; AUFDERHEIDE et al., 2004).



FORATTINI (1980), CARCAVALLO (1985, 1995) e MORENO e
CARCAVALLO (1999) incluem ainda, um terceiro ciclo de carater peridomiciliar onde,
mamiferos hemissinantrépicos como os gambas, que sdo excelentes hospedeiros para o T.
cruzi, fazem a ponte entre o ciclo silvestre e o domiciliar.

O processo de domiciliagdo tem como fatores de causalidade aspectos de ordem
sociais, politicas, culturais e ambientais, sendo objeto de estudos de varios autores
(CALDAS JUNIOR, 1980, DIAS, 1987, 1998, 2000, 2001; SILVA, 1980; MONCAYO,
1999; SCHOFIELD, 1994; SILVEIRA e VINHAES, 1998) e desencadeado uma “torrente”
de trabalhos nessa area.

T. cruzi é transmitido naturalmente ao homem e outros mamiferos por meio da
contaminagéo da pele ou mucosas pelas fezes dos vetores infectados, que durante o repasto
sanguineo evacuam proximo ao local da picada. Porém, esses organismos podem também,
infectar-se pela ingestdo de insetos, de suas fezes, ou de alimentos contaminados com o
parasito. Muitos autores admitem que a via oral constitua a forma mais primitiva e natural
de transmissdo da doenca nos ambientes silvestres e entre os mamiferos domésticos ou
domiciliados (CHAGAS, 1909; ZERPA e YEPES, 1967; LENT e WYGODZINKY, 1979;
FORATTINI, 1980; WHO, 1991; DIAS, 2000; SCHOFIELD, 2000; CERETTI JUNIOR,
2003).

A transmissdo vetorial na extensa area endémica € responsavel por taxas de infeccao
que variam entre 80% e 90% dos totais encontrados para DCH constituindo-se na principal
via de circulacdo do parasito. No entanto, casos de infeccdo por transfusdo sangiinea,

infeccdo oral por ingestdo, transplante de 6rgdos e contaminacdo fetal ja foram relatados



(KIRCHHOFF et al., 1987; GRANT et al., 1987; OMS, 1991; DIAS e SCHOFIELD, 1999;
DIAS, 2000, 2006).

A DCH constitui, ainda em nossos dias, um dos grandes desafios a Saude na
América Latina. Na década de 1990, estimava-se sua incidéncia ao redor de 16 a 18
milhdes de individuos e cerca de 90 milhdes, vivendo em condic¢Bes de risco, sendo a
terceira causa de morbidade e mortalidade por doencas transmissiveis na América Latina.
Seu custo em Anos de Vida Ajustado a Incapacitagdo era superado, apenas, pelo conjunto
das doencas respiratorias e da Sindrome da Deficiéncia Imunoldgica Adquirida (WHO,
1991; SCHOFIELD, 1994; DIAS, 1992, 2000; AKHAVAN, 1998; SCHMUNIS, 2000;
SILVEIRA, 2000; CERETTI JUNIOR, 2003).

Apdbs a atitude conjunta dos paises ligados ao Cone Sul e Pacto Andino para a
eliminacdo dos vetores domiciliados de T. cruzi e pelas alteracbes demograficas que a
tornaram uma infeccdo urbana, esses nimeros tiveram sensivel melhora, estima-se hoje, 12
a 14 milhdes de individuos chagasicos, 60 milhdes vivendo em risco e cerca de 20.000
caso/ano em 18 paises da América do Sul e Central (MONTEIRO, 2001; WHO, 2002;
SCHOFIELD et al., 2006).

Por ndo haver vacina desenvolvida contra T. cruzi e, apesar dos avangos recentes, o
tratamento em grande escala da doenca de Chagas ser pouco préatico, o controle da doenca
consiste na eliminacdo de populacBes domeésticas do vetor triatomineo pulverizando as
casas infestadas com inseticidas de acdo residual. A fim de otimizar o controle do vetor,
necessita-se 0 conhecimento da estrutura das populacdes de triatomineos e a exata
identificacdo das principais espécies vetoras de cada localidade pois, essas informacdes

permitem monitorar a emergéncia potencial de resisténcia a inseticidas e predizer quéo



rapidamente e como um gene que condicione essa resisténcia pode se espalhar na
populacédo (SILVEIRA e REZENDE, 1994; MONTEIRO et al., 2001).

Nesse panorama, dentre 0s géneros epidemiologicamente mais significantes
incluem-se Rhodnius Stal, 1859, Panstrongylus Berg, 1879 e Triatoma, aos quais
pertencem o maior nimero de espécies descritas e aquelas de maior relevancia em saude
publica por possuirem consideraveis sinantropia e capacidade de domiciliacdo e, desta
forma, estabelecerem o elo entre o parasito e 0 homem (SCHOFIELD, 1994).

No contexto acima, as espécies com maior grau de sinantropia sdo o T. infestans
(Klug, 1834) e T. rubrofasciata, que ocorrem estritamente domiciliadas; T. brasiliensis
Neiva, 1911, T. dimidiata (Latreille, 1811), R. prolixus Stal, 1859, P.megistus Burmeister
1835 e T. sordida (Stal, 1859), entre outras, consideradas em processo de domiciliagcdo pois
sdo capturadas tanto em ecoOtopos silvestres quanto artificiais e sdo frequentemente
capturadas em coldnias domiciliares. Essas espécies, portanto, estdo entre os principais
vetores do mal de Chagas no Continente (SILVEIRA, 1999; DIAS et al., 2002; DIAS,
2006).

As populacdes domiciliadas desses vetores no Brasil encontram-se hoje
praticamente eliminadas, por meio da borrifacdo de inseticidas de acdo residual, em virtude,
da atitude conjunta adotada pelos paises do Cone Sul em 1991 para esse fim (SCHOFIELD,
1994, 2001; SCHOFIELD et al., 1999). No entanto, é aceito que a erradicacdo dessas
populacbes do ambiente domiciliar possa deixar um nicho ecolégico vago que podera ser
ocupado por populagdes autdctones de triatomineos, até entdo estritamente silvestres ou

peridomiciliares (SILVEIRA e REZENDE, 1994).



Hé& ainda, outro aspecto da transmissdo do T. cruzi, principalmente no Brasil, que
tem merecido atengdo nos Ultimos anos: € o incremento nos surtos de transmisséo oral da
doenca com 24 casos relatados em Santa Catarina (2005) e 100 casos registrados para a
regido amazonica, associados ao consumo de caldo de cana-de-aglcar e acai
(ARCOVERDE 2006; PEREZ-GUTIERREZ et al., 2006, MINISTERIO DA SAUDE

2007).

1.6. Morfologia

A estrutura geral do corpo dos triatomineos ndo apresenta diferencas significativas
em relacdo aos demais membros da familia Reduviidae. Esses insetos distinguem-se dos
outros reduviideos pelo seu habito alimentar descrito acima que é considerado uma
sinapomorfia do grupo e pelos aspectos da morfologia, fisiologia e etologia,
plesiomorfismos, que estdo relacionados ao mesmo (COSTA LIMA, 1940; ABALOS e
WYGODZINSKY, 1951; LENT e WYGODZINSKY, 1979; SCHOFIELD et al., 1999;
CERETTI JUNIOR, 2003; SCHAEFER, 2003, 2005).

Desta forma, a caracteristica mais marcante desses insetos relaciona-se ao rostro que
é reto, trissegmentado e voltado para trds quando em repouso, extendendo-se paralelamente
abaixo da cabeca, com o apice nunca ultrapassando o par de pernas anteriores, podendo ser
distendido para frente no momento da alimentacdo gracas a uma articulagdo membranosa,
exclusiva da subfamilia. Entre os predadores esse 6rgao geralmente é curvo e em geral ndo
pode ser voltado para frente (COSTA LIMA, 1940; ABALOS e WYGODZINSKY, 1951;

LENT e WYGODZINSKY, 1979).



Apesar de ser considerada uma sinapomorfia dos triatomineos, a hematofagia estrita
ndo é exclusiva desse grupo, em Hemiptera, pois, Polictenidae, Cimicidae e alguns
Lygaeidae também o sdo. H&4 também hematofagia facultativa em outros hemipteros como
Physoderinae (SCHOFIELD, 1999; CARVAVALLO et al., 2000). Além disso, como
exposto anteriormente, existem excecBes também em triatomineos quanto ao
hematofagismo, caso da cleptohematofia e da hemolinfagia observadas principalmente em
ninfas de algumas espécies (NEIVA, 1914; COSTA LIMA, 1940, ABALOS e
WYGODZINSKY, 1951; RYCKMAN, 1951; RABINOVICH, 1972; LENT e
WYGODZINSKY, 1979; MILES, 1981; LOROSA, 2000; SCHOFIELD, 2000;

SANDOVAL, 2000; BARBOSA et al., 2001; RUAS-NETO, 2001).

1.7. Origem dos Triatomineos

A Familia Reduviidae compreende cerca de 6000 espécies dispostas por 25
subfamilias sendo em sua maioria insetos predadores e estdo distribuidas nas areas tropicais
e temperadas do mundo (GORLA et al., 1997). E como ja exposto anteriormente, esse
taxon inclui, ainda, os triatomineos que se distinguem dos demais reduvideos pelo habito
hamatéfago de seus membros, estando distribuidos, com algumas exce¢des, mais
restritamente a Regido Neotropical (LENT e WYGODZINSCKY, 1979; GORLA et al.,

1997; SCHOFIELD 1988, 2000; CARCAVALLO et al. 1999, 2000).

A hipétese da origem dos triatomineos a partir de ancestrais ndo-hematdfagos é
comumente aceita, porém, a escassez de registro fossil dificulta muito o reconhecimento de

qual grupo (ou grupos) de predadores esses insetos se originaram (GALVAOQ, 2003).
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Os primeiros registros fosseis de Hemiptera datam do periodo Permiano entre 232-
280 milhdes de anos, mas podem ter ocorrido antes, durante o Devoniano (SCHOFIELD
1994; CARCAVALLDO et al., 2000) e a emergéncia dos reduvideos predadores entre 135-

70 milhdes de anos, durante o Cretdceo (BARGUES et al., 2000).

Esses hemipteros primitivos, juntamente aos Homoptera, tiveram origem da
linhagem Paraneoroptera dos Neoroptera, ramo que inclui todos os insetos alados, exceto 0s
Ephemeroptera e Odonata. Admite-se que o0s ancestrais de Hemiptera e Homoptera eram

sugadores de seiva vegetal (CARCAVALLO et al., 2000).

O surgimento das Familias de Hemiptera, Heteroptera e das subfamilias de
Reduviidae até chegar aos Triatominae foram objeto de varias hipGteses, relacionadas a
forma de alimentacdo desses insetos. Estas consideram que o hematofagismo em Hemiptera

desenvolveu-se recentemente (CARCAVALLO et al., 1999, 2000; SCHOFIELD 2000).

Tal comportamento pode ter evoluido a partir dos habitos predatérios de “picar e
chupar”, ou de “lacerar e sugar o fluxo”, ou ainda, de “raspar e filtrar”; passando pelo
hematofagismo facultativo, que € observado em Cleradini de Lygaeide, em outros
reduviideos, inclusive alguns Triatominae e nas tribos Doufouriellini e Xylocorini de
Anthocoridae, ao hematofagismo estrito de Cimicidae e Polyctenidae e da maioria dos

Triatominae (CARCAVALLO et al. 1999, 2000; SCHOFIELD 2000).

Admite-se que a hematofagia consista em um evento evolutivo de origem
independente, isto é: representa uma convergéncia adaptativa desses grupos. Deixando a

questdo sobre a ancestralidade dos triatomineos ainda num mistério.
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No sentido de tentar solucionar essa questdo PAULA et al. (2005) executaram uma
série de testes relativos aos grupos-irmaos dos triatomineos. Seus resultados, ainda que nao
conclusivos, sugeriram que Salyavatinae como grupo-irmdo a Rhodniini e Reduviinae

como grupo-irméo de Triatomini.

Representantes dos Hemiptera predadores foram encontrados fossilizados em ambar
e ja estavam estabelecidos desde o Oligoceno e Eoceno (25 a 65 milhdes de anos).
Descoberta recente de um triatomineo nas mesmas condi¢des foi relatada por POINAR
(2005) e verificou-se que 0 mesmo ja estava infectado com forma parasita semelhante aos

Trypanosomatidae.

Essa descoberta confirma as evidéncias moleculares, com base em fragmentos do
gene 18S do DNA ribossémico, que apontaram para a divergéncia dos ancestrais dos
Triatomini e dos Rhodiini em torno de 48,9 a 64,4 milhdes de anos (BARGUES et al.,
2000). Entretanto, em analise posterior, os valores obtidos situaram-se ao redor de 99,8-
93,5 milhdes de anos, coincidindo com a formacédo do continente Sul Americano durante a
separacdo da Gondwana (> 95 MA) (GAUNT e MILES, 2002). Os géneros incluidos nas
tribos Rhodniini (habitacdo em palmeiras) e Triatomini (habitacdo terrestres e arboreas) sao
molecularmente muito divergentes sugerindo que comecaram a separar-se a cerca de 99,7-
93,6 milhdes de anos, periodo aproximado ao do surgimento das grandes palmeiras. 1sso
abre para a possibilidade de co-evolucdo para os representantes do género Rhodnius ou,
ainda, para que a separacdo de Rhodniini-Triatomini resulte da adaptacdo de cada um de
seus géneros a um certo habitat. (83,5-71,3 MA), (LYMAN et al. 1999; GAUNT e MILES

2000, 2002; MARCILLA et al. 2001).
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Esses dados proporcionaram novas hipéteses sobre a origem dos clados Neartico e
Neotropical de Triatomini. Esses podem ter diversificado independentemente ou, ainda, 0
clado dos triatomineos neotropicais, percorrido os seguintes caminhos: divergido a partir de
um ancestral ndo-triatomineo ou de um “Triatomineo neartico” ja estabelecido como T.
rubida (PATTERSON et al. 2001; HYPSA et al. 2002; SAINZ et al. 2004; PAULA et al.

2005).

H& grande interesse também, em relagdo a origem dos triatomineos do Velho
Mundo e das reais relacdes de Linshcosteus com a subfamilia. Esses insetos sdo
considerados estreitamente relacionados a Triatomini Sul americanos como T.
rubrofasciata (GORLA et al., 1997, HYPSA et al. 2002) ou, a algum representante do
complexo T. lecticularia, desse género, como Triatoma rubida (Uhler, 1834) ou, o
nominotipico, Triatoma lecticularia (Stal 1859) (PATTERSON et al. 2001). Ambos os
casos, se confirmados, sdo exemplos do que se convencionou chamar de evolucgdo rapida
(STEARNS e HOEKSTRA 2002; RIDLEY 2006), pois teriam ocorrido entre 500 - 350
anos apenas e admite-se estarem relacionados a dispersdo passiva desses barbeiros

(DURJARDIN et al. 1999; PATTERSON et al. 2001).

Porém, as massas de terra que atualmente constituem os continentes da
América do Sul, Antartica, Africa, India e Australia estavam unidas durante o Cretaceo
(135-65 MA) formando o grande continente da Gondwana (SHIELDS, 1979, 1998). Como
dados moleculares indicam que as linhagens de Rhodniini e Triatomini ja estavam
estabelecidas a cerca de 95 MA (GAUNT e MILES, 2002) é provavel que o suposto

ancestral comum a T. rubrofasciata e o representantes do Género Linshcosteus ja estivesse
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diversificado dos demais Triatominae e iniciado sua dispersdo da América do Sul para o

bloco que hoje, constiui a India e por vicariancia dado origem ao ramo indiano.

1.8.Sistematica de Triatomineos

Até o ano de 2003, a subfamilia Triatominae estava composta por 137 espécies
distribuidas em 19 géneros (GALVAO et al., 2003). Em 2004, foi demonstrada a sinonimia
de Torrealbaia Carcavallo, Jurberg e Lent, 1998 (Triatominae) com Amphibolus Klug,
1830 (Harpactorinae). O ano de 2005 é marcado pela descricdo de Triatoma dominica
Poinar 2005, Unico triatomineo féssil até aqui registrado. No ano de 2006 houve a
redescricdo de Triatoma melanica Neiva e Lent, 1941 e de uma nova espécie do género
Belminus, Belminus corredori Galvdo e Angulo, 2006. Em 2007 acrescentou-se ao rol da
subfamilia Belminus ferroae Sandoval, Pabon, Jurberg e Galvdo, 2007, Triatoma
juazeirensis Costa e Felix, 2007 e as recém descritas, Panstrongylus mitarakaensis
Bérenger e Blanchet, 2007 e Triatoma boliviana Martinez, Chavez, Sossa, Aranda, Vargas
e Vidaurre 2007 (FORRERO et al., 2004; POINAR, 2005; COSTA et al., 2006; GALVAO
E ANGULO, 2006; BERENGER e BLANCHET, 2007; COSTA E FELIX, 2007,
MARTINEZ et al., 2007; SANDOVAL et al., 2007). Portanto, atualmente s&o reconhecidas

142 espécies ocorrentes e uma fossil, distribuidas em 18 géneros (Tabela 2).
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Tabela 2. Tribos e Géneros, segundo nimero de espécies conhecidas, de Triatomineos, até

0 momento.

Tribo Géneros No. espécies
ALBERPROSENINI 1- Alberprosenia 2
BOLBODERINI 2- Belminus 8

3- Bolbodera 1

4- Microtriatoma 2

5- Parabelminus 2
CAVERNICOLINI 6- Cavernicola 2
RHODNINI 7- Psammolestes 3

8- Rhodnius 16
LINSHCOSTEINI 9- Linshcosteus 6
TRIATOMINI 10- Dipetalogaster 1

11- Eratyrus 2

12- Hermanlentia 1

13- Meccus 6

14- Mepraia 2

15- Nesotriatoma 3

16- Panstrongylus 14

17- Paratriatoma 1

18- Triatoma 70 + 1 fossil
TOTAL 142

Os diversos caracteres morfoldgicos dos Triatominae permitem, em geral, a facil

distincdo entre as espécies da subfamilia. De fato, desde a publicacdo de Sistemae Naturae

por Linaeus a morfologia sempre foi a ferramenta mais utilizada para resolver os problemas

de classificacdo (ou taxonomia) i.é.:

referentes a teoria e a pratica de descricdo e

identificacdo dos seres vivos como também na ordenacdo e evolugdo (sistematica) dos

mesmos (LENT e WYGODZINSKY, 1979; ZELEDON, 1993; FORATTINI, 1996;

CARCAVALLO etal., 1997; GIRON e TORRES, 1999).
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No entanto, alguns grupos apresentam tao grande similaridade morfolégica que para
diagnose especifica sdo necessarias técnicas taxondmicas mais sofisticadas para
caracterizar um taxon (SCHOFIELD, 1988, BARATA et al., 1998a; CARCAVALLO et al.,
2001, JURBERG, 2003).

Esses grupos, por praticidade, sdo agrupados em “complexos especificos” que
porém, ndo constituem uma categoria do Cédigo Internacional de Nomenclatura Zoologica
(USINGER, 1966, LENT e WYGODZINSKY, 1979; SCHOFIELD, 1988, 2000;
CARCAVALLO etal., 1999, 2000, 2001).

Segundo GALVAO (2003) os estudos taxondmicos e sistematicos dos triatomineos
podem ser divididos nas eras pré-cladistica e cladistica.

A primeira inicia-se com a descricdo de T. rubrofasciata por DE GEER (1773).
Essa espécie foi descrita originalmente por Cimex rubrofasciatus mais tarde, designada por
Laporte como espécie tipo do género Triatoma. Podemos ainda destacar pesquisadores
como: Stal, Burmeister, entre outros, de maneira que em 1907 o nimero de espécies
conhecidas de barbeiros era de 52, dessas, 32 sdo ainda validas (GALVAO et al., 2003).

Nesse periodo os trabalhos relativos a esses hemipteras eram ainda executados de
modo meramente descritivo tendo a morfologia externa como principal ferramenta
taxonébmica. Somente com a indicacdo de um inseto da subfamilia como vetor da doenca
descrita por CARLOS CHAGAS (1909), a necessidade do desenvolvimento de estudos
morfoldgicos e sistematicos desses hemipteros foi enfatizada.

Nesta fase, sdo também importantes os trabalhos de NEIVA (1911, 1914), NEIVA e
PINTO (1923 a,b,c), NEIVA e LENT (1936, 1941) descrevendo varias espécies

discorrendo sobre seus habitos e distribuicdo geogréafica. Esses autores formulam também
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uma chave de identificacdo das espécies ocorrentes no Brasil. PINTO (1925, 1926, 1931)
apresentou uma lista dos barbeiros descritos até entdo, propondo a utilizacdo dos tubérculos
anteniferos para a distingdo dos géneros de maior relevancia epidemioldgica quanto a
doenca de Chagas: Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius.

Na Argentina, DEL PONTE (1929, 1930) descreve varias espécies do género
Triatoma e também formulou um catalogo descritivo para espécies deste género e de
Rhodnius e Eratyrus Stal, 1859. Posteriormente, ABALOS e WYGODIZINSKY (1951)
fizeram uma revisdo das espécies ocorrentes naquele pais com dados interessantes sobre
aspectos folcléricos, uma lista de nomes que popularmente sdo conhecidos em varios paises
do continente latino americano além de dados a respeito da biologia e comportamento
desses insetos, tais como a hematolinfagia das ninfas de T. rubrovaria em larvas de Bombyx
mori (Linnaeus, 1758) (bicho-da-seda).

USINGER (1944), RYCKMAN (1962) e USINGER et al., (1966) publicam os
primeiros estudos biossistematico dos triatomineos utilizando pela primeira vez o conceito
de complexos especificos, mais recentemente revisto por Dujardin et al., (2000).

Certamente, o mais completo trabalho ja publicado sobre Triatominae pertence a
LENT e WYGODZINSKY (1979) que realizaram uma revisdo sistematizada das 112
espécies conhecidas até entdo, incluindo aspectos cromaticos e da distribuicdo geografica
das espécies, como parametros valiosos para sistematica da subfamilia de triatomineos.

Mais recentemente, CARCAVALLO et al., (1997, 1998, 1999), em trés volumes do
“Atlas dos Vetores da Doenca de Chagas nas Américas”, sumarizaram 0 que se tem

produzido em praticamente todas areas de estudos relativos a esses insetos e aos aspectos
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epidemioldgicos da endemia chagasica, em artigos escritos pelos principais pesquisadores,
em atividade, desse grupo taxonémico.

Até aqui, os trabalhos de reconhecimento e descricdo de espécies de triatomineos,
assim como ocorre em outros grupos, foram baseados em caracteristicas meramente
morfoldgicas (GALINDEZ-GIRON e TORRES, 1999). Em 2003 Jurberg tragou um breve
historico sobre as principais ferramentas taxondmicas utilizada durante o periodo pré-
cladista (JURBERG, 2003) referido por GALVAO (2003). Entre essas, podemos destacar
além da implantagdo das antenas e 0s apectos do rostro, citados acima (PINTO, 1931), os
trabalhos de Lent e Jurberg iniciados na década de 1960 estabelecendo o significado das
estruturas félicas de machos, sem ddvida os caracteres morfologicos mais consistentes para
a determinacdo e distingdo de espécies da subfamilia (LENT e JURBERG, 1965, 1967,
1968, 1969a, 1969b, 1970, 1971, 1975, 1978, 1980, 1982, 1983, 1984, 1985, 1987).

Nas duas Ultimas décadas, a microscopia eletrénica de varredura (MEV) comeca a
ser utilizada como uma nova abordagem do estudo taxonémico de triatomineos. Com base
nessa técnica muitos aspectos a respeito do status de espécies criticas e dos complexos
comecam a ser revelados CARCAVALLO et al., (1997).

BARATA et al. (1979, 1980, 1981, 1993, 1994a, 1995) sistematizam a utilizacao
dos caracteres macroscopicos e exocoriais dos ovos de triatomineos como estruturas
auxiliares na identificacdo de espécies primeiramente para espécies do género Rhodnius e
posteriormente para espécies dos demais géneros (COSTA et al., 1991; JURBERG et al.,
1993, 2002; JURBERG e CAMPOS, 1995; ROSA et al., 2000a; OBARA, 2003; OBARA

et al., 2003, 2007a, 2007c; SANTOS et al., 2008, no prelo).
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Alem dos ovos, sdo demonstrados os valores sistematicos dos tubulos testiculares
(GONGALVES et al., 1987); das estruturas cuticulares (CARCAVALLO et al., 1994); da
estrutura do Processo do | Urotergito (BARATA et al., 1994b, 1996a, 1996b, 1996¢, 1998a,
1998b, 1998¢,1999; OSORIO-QUINTERO, 2002; OSORIO-QUINTERO, no prelo) e do
apice do processo do escutelo (CARCAVALLO e GIRON, 1995: OBARA et al., 2007b).

A morfologia das cerdas e a distribuicdo das sensilas, nas antenas e nos segmentos
abdominais, tém sido estudadas por ROSA et al., (1989, 1995, 2000b), GORLA et al.
(1993), CATALA e SCHOFIELD (1994), CATALA (1996, 1997), CARBAJAL DE LA
FUENTE e CATALA (2002), CATALA e DUJARDIN (2001), CATALA et al. (2005) E
MORENO e CATALA (2006). Bem como a morfologia do nono segmento abdominal
ventral em ninfas machos e fémeas de 5° estadio por ROSA (1989) e ROSA et al. (1992).

Em associagdo a Microscopia Eletronica de Varredura, estes e outros autores
introduziram o uso da morfometria isto é: a analise comparativa de distancias entre pontos
fixos relativos ao tamanho do corpo ou segmentos deste, como cabeca, asas, entre outros
(DUJARDIN 1999; DUJARDIN et al., 1997a, 1997b; CAHET et al., 1999; MATIAS et al.,
2001, PATTERSON et al., 2001; SANTOS et al., 2003, ROCHA et al., 2005).

Nos anos de 1990, intensificam-se as pesquisas filogenéticas dos triatomineos e, a
subfamilia tradicionalmente aceita como monofilética por USINGER (1944) e LENT e
WYGDZINSKY (1979) com base: no hematofagismo; na membrana presente entre o0 2° e
3° segmentos do rostro e perda das glandulas de cheiro abdominais dorsais em ninfas; tem
esse paradigma questionado (SCHOFIELD, 1988, 2000a 2000b; SCHOFIELD et al., 1999;
CARCAVALLO etal., 2000).

Os argumentos para essa proposta sio relatados a seguir:
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1: Distribuicdo geografica descontinua:

Esses hemipteros tém distribuicdo geogréfica descontinua, ou seja: como vimos ha
uma total auséncia de populag@es autoctones de barbeiros na Africa, apenas registros de T.
rubrofasciata que sdo atribuidos a dispersdo passiva por meio de rotas comerciais. Seis
espécies do complexo T. rubrofasciata ocorrem apenas na Asia e Australia sendo ausentes
na Ameérica; Linshcosteus, Gnico género de ocorréncia extra-americana sendo exclusivo do
subcontinente indiano (Tabela 1). Esse género tem a sua inclusdo em Triatominae (tribo
Triatomini) considerada duvidosa por SCHOFIELD (1988, 2000a, 2000b), GORLA et al.
(1997) e SCHAEFER (1998) principalmente pelo rostro curto e auséncia do sulco
estridulatério condicdo aberrante em realagdo Triatomini (SCHOFIELD 2000) o que levou
CARCAVALLDO et al. (2000) a criarem a tribo Lischosteini para incluir os representates do
género. SCHAEFER e COSCARON (2001) com base na analise de 21 caracteres
morfoldgicos compararam Linschosteus a 13 outros géneros da subfamilia e concluiram
que este era menos similar aos outros do que cada um deles é entre si, 0o que daria
sustentabilidade a tribo, ndo fossem os resultados das analises moleculares de HYPSA et al.
(2002) e PAULA et al. (2005) em que Linschosteus demonstra relacionamento filogenético
muito proximo a T. rubrofasciata formando clado monofilético com o0 mesmo.

Provavelemente, a auséncia desses insetos na Africa, seja o resultado da extincio
dos triatomineos daquele continente devido a competicdo por abrigo e alimento entre estes
e os cimicideos locais. Os cimicideos apresentam significativa diversidade na Africa em

que estdo representados, por 11 Géneros e 76 espécies reconhecidas. Esses insetos ocupam
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nichos muito semelhantes ao que os triatomineos ocupam nas Américas (SCHOFIELD,

2000b).

2: Hematofagismo

A hematofagia estrita, como comentado anteriormente, é considerada uma
sinapomorfia recente de Triatominae. Entretanto, ndo & um carater exclusivo dessa
subfamilia, sendo observadas exce¢des em alguns membros, como no caso do
hemolinfagismo de varias espécies (CARCAVALLO et al., 2000; SCHOFIELD et al.,
1999; SCHOFIELD, 2000b; RUAS NETO, 2001).

A evolucdo desse habito alimentar exigiu uma série de adaptacGes na morfologia,
como a simplificacdo do corpo exemplificada pela auséncia das asas em Mepraia spinolai
Porter, 1934 e pela estrutura do aparelho bucal, como afinalamento e capacidade de
distendé-lo para a frente; fisiologicas em relacdo a diminuicdo da toxidade da saliva e nos
processos digestivos para permitir a digestdo da hemoglobina; ecologogicas, de predadores
de vida livre r-estrategistas, passando por estagios intermediarios de hematofagismo
facultativo, até ao estagio atual, K-estrategistas e dependente de hospedeiros vertebrados,
sobre tudo, mamiferos construtores de ninhos e aves para dispersdo. Esses processo
implicou em simplificacGes e especializacdes, isto €, mutacdes que sdo refletidas pelo
fendtipo (RABINOVICH, 1972; SCHOFIELD, 1988, 1994, 2000a, b; CARCAVALLO el
al.; 1999; SCHOFIELD et al., 1999; CERETTI JUNIOR, 2003).

H& ainda a ocorréncia de picadas dolorosas referidas para Panstrongylus
geniculatus, que causam lesbes semelhantes a leishmaniose tegumentar em porcos e de T.

rubrofasciata, que podem causar choques anafilaticos em ratos. Esses sdo considerados
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caracteristicas primitivas relacionadas aos reduviideos predadores (SCHOFIELD et al.,

1999).

3: Parafilia ou Polifilia de Rhodnini e Triatominini

As tribos Rhodniini e Triatomini, teriam origem parafilética ou polifilética a partir
de diferentes linhagens de reduviideos ndo-triatomineos demonstrada anteriormente por
dados fisiolégicos, e comportamentais implicando em uma origem independente para o

carater que até entdo definia a subfamilia.

N&o podemos nos esquecer que até mesmo a aplicacdo do conceito bioldgico de
espécie (DOBZHANSKY, 1951; MAYR, LINSLEY e USINGER, 1953, MAYR, 1977)
pelo menos, para alguns triatomineos, ja havia sido questionada por USINGER et al.,
(1966) com base na ocorréncia de hibridos naturais por espécies interférteis como: T.
infestans e Triatoma platensis Neiva, 1913, e T infestans e Triatoma rubrovaria
(Blanchard, 1843), por exemplo, e também, diversas hibridizacbes obtidas
experimentalmente (USINGER, 1944; RYCKMAN, 1962, USINGER et al.,, 1966,
ESPINOLA, 1971, GALLINDEZ GIRON, 1994; CARCAVALLO et al., 1998).

USINGER et al. (1966) admitem que os complexos especificos sejam compostos
por espécies politipicas com semelhancas morfologicas e diferentes graus de
interfertilidade. Porém, concluem: “a medida que os diversos graus de interfertilidade ndo
comprometam as populacbes naturais, podemos atribuir o conceito de espécies em

Triatominae conforme a definicdo de MAYR et al., (1953, 1977)”.
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No entanto, atualmente ha pelo menos duas duzias de conceitos diferentes para
definir o que é uma espécie. Essa quantidade de defini¢cGes é determinada por dois motivos
conflitantes: a busca de se planejar e desdobrar as categorias taxonémicas, segundo uma
I6gica aristotélica herdada de Linaeus e o desejo mais moderno de reconhecer e
compreender 0s grupos evolucionarios propostos pelo neodarwinismo (HEY, 2001).

Visando esclarecer o caminho evolutivo tragado pelos triatomineos e assim
responder a questdo sobre se esses hemipteros tém origem monofilética ou polifilética,
retomaram-se 0s estudos do comportamento e da distribuicdo geografica desses insetos
(LOROSA, 2000; NOIREAU et al., 2000, SANDOVAL, 2000 SCHOFIELD, 2000;

BARBOSA et al., 2001; RUAS-NETO, 2001).

1.8. Estudos Moleculares

As andlises moleculares revolucionaram as ciéncias bioldgicas entre as muitas
aplicacdes, a definicdo de marcadores moleculares para a distin¢do de espécies, a avaliacao
do posicionamento sistematico dessas, assim como o0s seus relacionamentos evolucionarios

sdo particularmente difundidos (ABAD-FRANCH e MONTEIRO, 2005).

O exame do cariétipo pelo uso da analise Citogenética tém sido ha décadas utilizado
como mostram os trabalhos de PANZERA et al. (1996, 2004). Os resultados dessas
pesquisas revelaram gque os cromossomos dos triatomineos sdo do tipo holocéntrico isto é
ndo ha um centriolo (constricdo primaria) e seu numero, nas células diploides, varia muito
pouco, entre 2n = 21 e 2n = 25, nos machos. Essa varia¢do deve-se a ocorréncia de quatro
distintos sistemas sexuais: 0 género Triatoma apresenta os sistemas XY, X1X2Y e

X1X2X3Y, em Rhodnius ocorre apenas o sistema XY, para Mepraia Mazza,Gajardo e Jorg,



23

1940 (Lent, Jurberg e Galvdo, 1994) foi sugerido o sistema X1X2Y1Y2 ja em
Panstrongylus e Eratyrus, o sistema X1X2Y. Das 54 espécies estudas 20 delas apresentam
20 autossomos, apenas trés excecOes foram observadas em T. rubrofasciata (22
autossomos), P. megistus e Triatoma nitida Usinger, 1939, ambas com 18 (UESHIMA,

1966; PANZERA et al., 1996; CROSSA et al., 2002; PEREZ et al., 2003).

Segundo USHEMIA (1979), citado em PEREZ et al. (2003), o nlmero primitivo
dipléide de cromosomos da subfamilia é 2n = 22 (20A + XX/XY).

A Tribo Rhodniini que inclui (Rhodnius e Psammolestes Bergroth, 1911) é bem
homogénea apresentando poucas variaces cromossémicas em seus membros. Em
Triatomini, Panstrongylus apresenta maior variabilidade que a observada em Rhodnini,
principalmente Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811) com trés citotipos. Porém, as
espécies do género Triatoma variam muito. Esses dados apontam para monofilia de
Rhodnius e polifilia de Triatoma (CROSSA et al., 2002; PEREZ et al., 2003).

Por meio de bandeamento C foram analisadas as diferencas cariologicas que
ocorreram durante a dispersdo do T. infestans, conseguiu-se isolar dois distintos grupos
alopatricos que foram chamados de Andina e ndo-andinos, esses, apresentaram diferencas
de até 30% no conteldo do DNA. Tais resultados sugeriram que o T. infestans foi
originalmente uma espécie silvestre, com grandes quantidades de DNA e heterocromatina,
habitando a regido andina da Bolivia. No entanto, durante a dispersdo e adaptacdo ao
ambiente doméstico houve reducdo, tanto em contelldo de DNA quanto, nas quantidades de
heterocromatina, e assim as variacdes na heterocromatina e DNA genémico devem refletir
as mudancas gque contribuam para a capacidade adaptativa de T. infestans em sobreviver,

reproduzir e dispersar por diferentes ambientes (PANZERA et al., 2004).
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Também, com o uso de bandeamentto C porém, em hibridos de T. platensis com
infestans, T. platensis com Triatoma delpontei (Romarfia y Avalos, 1947) e T. infestans com
rubrovaria mostrou-se que os dois primeiros hibridos tém comportamento meiético normal,
enquanto o terceiro apresentou falhas no emparelhamento dos homdlogos, determinado
formagdo de espermatides anormais e conseqlente esterilidade dos hibridos. Esses
resultados levam a hipdtese de que a repadronizagdo do cariotipo nesses insetos envolveu
pelo menos duas rotas distintas: Entre as espécies proximamente relacionadas, as mudancas
cromossomais envolveram, em maior grau, a adicdo ou a subtragdo de regides
heterocromaticas. Em espécies mais distantes, rearranjos cromossomais (isto € inversdes e
translocacBes) também ocorreram. Os dados dessa hibridizacdo conduzem para hipotese
sobre a origem e a divergéncia desse grupo taxondmico, COmo 0S mecanismos que mantém
o isolamento da espécie (PEREZ et al., 2005).

PANZERA et al., (2006) demonstraram haver trés citotipos restritos a diferentes
areas geograficas em T. dimidiata.

As técnicas de observacdo indireta do acervo genémico, pela analise enzimatica, sdo
utilizadas ha muito em estudos de triatomineos. A analise das propriedades eletroforéticas
das isoenzimas que apresentam distintos padrGes nos testes de eletroforese, tem por
décadas, representado a primeira escolha para examinar a taxonomia molecular e 0s
relacionamentos evolucionarios de muitos organismos diferentes, incluindo insetos
(ABAD-FRANCH e MONTEIRO, 2005).

Em nivel intra-especifico essas analises permitem medir a variabilidade genética de
espécies ou populacgdes, a deteccdo de quebras no equilibrio de Hardy-Weinberg, estimar a

estrutura genética de populacbes e determinar as taxas de deriva genética em populacbes
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migratorias (FRIAS e DUJARDIN, 1996; LOXDALE e LUSHAI, 1998; ABAD-FRANCH
e MONTEIRO, 2005).

DURJADIN et al., (1998b) demonstraram que as populacfes de T. infestans nas
vilas da Bolivia andina sdo panmiticas e estdo estruturadas conforme um modelo de
isolamento geogréfico que é determinado pela distancia entre as localidades e estimaram a
provavel area de origem dessa espécie, sendo que, cada domicilio, apresentou uma
populacéo distinta per si.

Por meio das diferencas enzimaticas, foi possivel demonstrar também consideravel
capacidade de dispersdo para as populacdes de T. sordida bolivianas, com quebras do
equilibrio de Hardy-Wainberg somente entre populacdes distantes mais de 20 km entre si
(NOIREAU et al., 1999; ABAD-FRANCH e MONTEIRO, 2005).

Muitos autores atribuiram vulnerabilidade ao tratamento com inseticidas das
populacBes triatominicas a baixa diversidade isoenzimatica desses insetos. Nesse caso, a
resisténcia ao tratamento quimico se manifesta devido a descontinuidade das aplicacdes dos
inseticidas (SCHOFIELD et al., 1995; GUHL e SCHOFIELD, 1996; SCHOFIELD e
DUJARDIN, 1997; DUJARDIN et al., 1998a; 2002; MONTEIRO et al., 2001).

O uso das isoenzimas em taxonomia tem sido util para se fazer a distincdo entre
espécies cripticas e também para determinar o status correto de populacdes simpatricas
(ABAD-FRANCH e MONTEIRO, 2005).

Essa técnica permitiu a distincdo entre R. colombinesis Moreno Mejia, Galvao e
Jurberg, 1999 e R. prolixus, de espécies cripticas de T. sordida, a caracterizacdo fenotipica
de T. brasiliensis, demonstrou ndo haver distincdo isoenzimatica entre R. prolixus e R.

robustus sugerindo que sejam linhagens distintas do mesmo taxon, também revelou que
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entre as espécies relacionadas aos complexos M. phyllosomus de Meccus® (Stal, 1835) - que
na época era denominado T. phyllosoma - e T. oliveirai de Triatoma ocorrem
insignificantes diferenciacdes e confirmou-se a validade da distingdo entre os taxons: T.
sordida, T. garciabesi Carcavallo, Cichero, Martinez, Prosen & Ronderos, 1967, T.
guasayana Wygodzinsky & Abalos, 1949 e T. patagonica Del Ponte, 1929 e T. petrochii
Pinto & Barreto, 1925. Ainda em Triatomini, permitiu a inclusdo de M. bassoalsea Aguilar,
Nogueta Torres, Cortes Jimenez, Jurberg, Galvdo e Carcavallo, 1999 ao complexo M.
phyllosomus e a distincdo desse ultimo, em relagcdo aos complexos T. lecticularia, T.
rubrofasciata e T. infestans. (DUJARDIN et al., 1991; HARRY et al., 1992; HARRY,
1993; SOLANO et al., 1996; GARCIA et al., 1995; COSTA et al., 1997; PANZERA et al.
1997; JURBERG et al., 1998; NOIREAU et al., 1998; MONTERIO et al., 1998, 2001;
MORENO et al., 1999; FLORES et al., 2001; NOIREAU, 2002, MARTINEZ et al., 2005).

Noireau e colaboradores fizeram estudos completos sobre o0s eco6topos, o
comportamento e importancia epidemioldgica de varios triatomineos bolivianos revelando
ser o foco natural de T. infestans mais extenso do que se imaginava, abrangendo as terras
altas dos Andes até a regido do Chaco (NOIREAU et al., 1999, 20004, b, 2005; NOIREAU
e DUJARDIN, 2001; ABAD-FRANCH E MONTEIRO, 2005).

Também para interpretacdo do caminho evolutivo desses hemipteras o uso de
isoenzimas tem sido importante (ABAD-FRANCH e MONTEIRO, 2005), pois, permitiu
avaliar as distancias genéticas de espécies proximamente relacionadas (GARCIA et al.,
19953, 1995b, PEREIRA et al.,1996b, SOLANO et al., 1996, PANZERA et al., 1997,

FLORES et al.,, 2001) e com maiores detalnes ao Género Rhodnius véarios autores

! Recentemente este Género foi revalidado por Caravallo et al. (2000).
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apontaram para a ocorréncia de trés clados: um deles formado por (R. pallescens Barber,
1932 (R. ecuadoriensis Lent e Leon, 1958 - R. colombiensis)); dois grupos irmaos (R.
prolixus (R. nasutus Stal, 1859 - R. neglectus Lent, 1954)) e (R. stali Lent, Jurbeg e Galvao,
1993 (R. pictipes Stal, 1872 — R. brethesi Matta, 1919)) e a parafilia deste grupo com
Psammolestes sendo este ultimo, considerado grupo irmdo do complexo R. prolixus em
clusters: (R. domesticus Neiva e Pinto, 1923 (Ps. Tertius Lent e Jurberg, 1965 (R. nasutus-
R. neglectus) (R. prolixus-R. robustus))) e (R. pictipes (R. brethesi (R. pallescens-R.
ecuadoriensis))) (CHAVEZ et al., 1999; DUJARDIN et al., 1999a; MONTEIRO et al.,
2002; ABAD-FRANCH e MONTEIRO, 2005).

Diversas tecnicas baseadas na observacdo direta do DNA foram aplicadas aos
triatomineos, tanto nos niveis supra-especificos, de géneros ou tribos, quanto nos intra-
especificos e forneceram novas interpretacbes sisteméticas e inferéncias para hipoteses
evolucionérias do grupo, dando inicio a era cladistica na anlise filogenética desses insetos
(GARCIA e POWELL, 1998, STOTHARD et al, 1998, LYMAN et al., 1999;
MONTEIRO et al., 2001; HYPSA et al.,, 2002, GALVAO 2003; ABAD-FRANCH e
MONTEIRO, 2005; PAULA et al., 2005).

Os arranjos em seqiiéncia de fragmentos gendmicos selecionados sdo Uteis para a
avaliacdo direta de polimorfismos do DNA, fornecendo aos investigadores informacdes
para a inferéncia e a avaliacdo filogenética das similaridades entre organismos e
populacdes. Muitos dos resultados foram usados para refinar e melhorar estratégias do
controle da doenca em toda a América Latina e serdo, provavelmente, cruciais para 0s

estudos dos vetores secundarios também (ABAD-FRANCH e MONTEIRO, 2005).
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Segmentos diferentes dos genomas mitocondriais (MtDNA) e nucleares (ncDNA)
evoluem em taxas diferentes. As regibes com taxas mais altas de evolucdo, isto é, de
mutacdo sdo apropriadas para o estudo de organismos proximamente relacionados,
enquanto as se¢Bes mais conservadas sdo apropriadas para comparagfes entre tdxons mais
distantemente relacionados (ABAD-FRANCH e MONTEIRO, 2005; WINK, 2006).

Esses estudos incluem técnicas como RAPD (Randomly Amplified Polymorphic
DNA) que consiste na amplificacéo aleatoria de seqiiéncias do DNA usando-se sequéncias
curtas (10 a 20 pares de bases) de marcadores (ou primers) nao especificas (CARLIER et
al., 1996, DUJARDIN et al., 1998a, GARCIA et al., 1998, NOIREAU et al., 2000a,
BORGES et al., 2000, 2005, JARAMILLO et al., 2001, BRENIERE et al. 2002,
PACHECO et al., 2003; RAMIREZ et al., 2005), SSPC, do inglés: Single Strand
Conformational Polymorphism, ou analise Unica, ou simples, de polimorfismo
conformacional (STOTHARD et al., 1998), caracterizacdo de marcadores polimorficos de
microssatélites (HARRY et al., 1998, ANDERSON et al., 2002, GARCIA et al., 2004;
MARCET et al., 2006; PFEILER et al., 2006), PCR-RFLP (Restriction Fragement Length
Polymorphism) (JUSTINO 2004; TARTAROTTI et al., 2005; NAEGELE et al. 2006) e
mais recentemente, Multiplex-PCR (PAVAN e MONTEIRO, 2007).

Até o momento foram testadas as variagcdes espécie-especificas no comprimento de
fragmentos amplificados de RNA ribossémico (JARAMILLO et al., 2001), arranjos de
sequéncias selecionadas do ncDNA (MONTEIRO et al., 2000, BARGUES et al., 2000,
2002, 2006; MARCILLA et al., 2000, 2001, 2002; TARTAROTTI et al., 2005) e
fragmentos de genes do DNA mitocondrial (GARCIA e POWELL, 1998, STOTHARD et

al., 1998, LYMAN et al., 1999, MONTEIRO et al., 1999, 2000, 2003, 2004, GARCIA et
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al., 2001, 2003, GAUNT e MILES, 2002, HYPSA et al., 2002, SAINZ et al., 2004;
PAULA et al., 2005, MARTINEZ et al., 2006).

Os genes nucleares sdo bastante conservados e a analise do polimorfismo desses
pode ser utilizada para inferéncias relativas a relagbes supra-especificas, isto é: categorias
taxondmicas mais abrangentes do que a Espécie, tais como: Géneros, Familias, Ordens, etc.
No entanto, os espacadores internos transcritos do RNA ribossémico (ITSs) possuem
informacdes que podem ser usadas para estudos de populagdes (ABAD-FRANCH e
MONTEIRO 2005).

Esses espacadores séo usados para solucionar problemas em arranjos de sequéncias
ou alinhamentos e de variabilidades intragendmicas. Além dos fragmentos de genes
mitocondrias, que veremos a seguir, 0 segundo espacador interno transcrito (ITS-2) do
rDNA nuclear foi testado como um marcador molecular para comparagfes entre
populacdes, espécies, e relacionamentos filogenéticos envolvendo espécies do complexo M.
phyllosomus, do género Panstrongylus, varias populacdes de T. infestans e alguns
Rhodniini (BARGUES et al., 2002; MARCILLA et al. 2000,2001, 2002; ABAD-FRANCH
e MONTEIRO 2005).

Nesses estudos ficou demonstrado que Triatomini possui dois clados principais, um
deles compreende as espécies da América do Norte e Central e o outro, as espécies Sul
americanas. Confirmou-se a parafilia de Rhodniini com Ps. tertius mais proximos a R.
prolixus do que esse a R. stali (MARCILLA et al. 2001).

Mais tarde MARCILLA et al. (2002) apresentaram dados que revelaram que o
género Panstrongylus possui relacionamento mais estreito com os Triatomini da América

Central do que com os ocorrentes na América do Sul. Estes estudos também, forneceram
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evidéncias para a necessidade futura de alguns rearranjos taxondmicos para o complexo do
M. phyllosoma e para o género Panstrongylus (ABAD-FRANCH e MONTEIRO 2005).
Por exemplo, Meccus picturatus Usinger, 1939 e o Meccus longipennis Usinger, 1939
tiveram sequéncias idénticas, e o grau de variabilidade encontrada em T. dimidiata foi
maior do que o registrado para as espécies de M phyllosomus. As espécies Panstrongylus
lignarius (Walker, 1873) e Panstrongylus herreri Wigodzinsky, 1948 sdo idénticas quanto
ao ITS-2, sendo posteriormente sinonimizadas por GALVAO et al. (2003). ABAD-
FRANCH e MONTEIRO (2005) relatam que este procedimento talvez deva ser adotado
também com relacdo a Panstrongylus. chinai (Del Ponte, 1929) e Panstrongylus howardi
(Neiva, 1911) que parecem tratar-se de variagdes cromaticas da mesma espécie.

Outros dados evidenciados nesse artigo sdo relativos ao posicionamento de
Panstrongylus rufotuberculatus (Champion, 1899) como taxon-irmdo ao clado T.
dimidiata-M. phyllosomus, tendo o ramo formado por Triatoma barberi Usinger, 1939 e D.
maxima basal a esse agrupamento, o que foi interpretado como uma indicacdo de forte
“ndo-monofilia” de Panstrongylus. Havendo provaveis influéncias antropicas na dispersao
passiva das populacbes de T. dimidata da Mesoamérica para a regido equatoriana e,
também, das populacbes geogréaficas e sinantrépicas de T. infestans (MARCILLA et al.
2002).

Com o0 uso da subunidade 18S do rDNA nuclear que exibe taxas de divergéncia
(1,8% por 100 milhdes de anos) até 55 vezes mais lenta do que o ITS-2, ou mesmo para 0s
genes que codificam proteinas do DNA mitocondrial, pode-se inferir que a divergéncia
entre 0 ancestral comum e os antepassados dos Triatomineos (Rhodniini e Triatomini)

ocorreu a cerca 48.9-64.4 milhdes de anos (Paleoceno-Eoceno). Estima-se que a separacao
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entre as especies centro e sul americanas de Triatomini foi entre 22.8 e 31.9 milhdes de
anos, pelo 18S e 19.5 a 34.1 milhdes de anos, usando o ITS-2 antes que o Istmo do Panama
unificasse o continente americano ha cerca de 3 milhdes de anos (meados do Plioceno).
Isso sugere origens evolucionarias independentes para Rhodniini e Triatomini, cujos
antepassados comuns divergiram durante o Oligocene-Mioceno (BARGUES et al., 2000;
ABAD-FRANCH e MONTEIRO 2005).

O ITS-2 foi também testado em conjunto ao gene citocromo B do DNA
mitocondrial (mtCitB) para os triatomineos mexicanos. Pela analise das sequiéncias ITS-2
as espécies do complexo M. phyllosomus ndo puderam ser separadas filogeneticamente, M.
bassolsae e Meccus pallidipennis Stal, 1872, bem como M phyllosomus e Meccus mazzottii
Usinger, 1941 foram indistinguiveis (MARTINEZ et al. 2006). Em contraste, 0 mtCitB
separou cada espécie testada excluindo apenas T. dimidiata (MARTINEZ et al. 2006).

A amplificacdo de primers aleatorios de DNA (RAPD) foram também, utilizadas
em Triatomiane. Pelos padrdes das bandas separaram claramente T. sordida de T. infestans
e discriminaram populacdes silvestres das domiciliadas dessas espécies como mostram 0s
estudos de CARLIER et al. (1996) e mais recentemente de NOIREAU et al. (2000a) que
conseguiram separar, no cladograma, dois ramos principais de populacdes de T. infestans
da Bolivia (Chaco e Andes) e ainda, em cada ramo as populacdes silvestres das populacdes
domiciliadas desse vetor.

Um estudo de RAPD analisado conjuntamente a sequiéncias de ITS-1 e ITS-2 e ao
gene 5.8S mostrou haver divergéncia entre populacdes de T. rubrovaria distantes 220 km

no Estado do Rio Grande do Sul (PACHECO et al., 2003).
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GARCIA et al. (1998) encontrou perfis diagnosticos de RAPD para o0s pares R.
prolixus-robustus e R. neglectus-nasutus de Honduras e populacdes colombianas de R.
prolixus obtendo padrGes para diagnose de populagbes por RAPD, com reduzida
variabilidade entre as popula¢cdes da América Central sugerindo dispersdo passiva recente a
partir da América do Sul, o que possibilite talvez, a erradicacdo local de R. prolixus na
América Central (DUJARDIN et al., 1998a).

BRENIERE et al. (2003) conseguiram separar M. pallidipennis de M. longipennis e
M. picturatus. No entanto, encontrou grande similaridade entre as duas ultimas.

Recentemente RAMIREZ et al. (2005) estudaram populagdes silvestres,
peridomiciliadas e domésticas de T. dimidiata na regido endémica de Bocaya, Colémbia, e
verificaram haver um fluxo genético elevado entre as trés populagdes, maior até, do que os
encontrados por JAMARILLO et al. (2001) e para as populagdes de Rhodnius no mesmo
pais e GARCIA et al (2003) para T. infestans na Argentina. Esses resultados impediam a
distincdo das populacBes de T. dimidiata estudadas, sugerindo risco de reinfestacdo dos
domicilios tratados a partir dos individuos silvestres e peridomiciliados.

As mitocondrias sdo organelas citoplasmaticas dos eucariotas envolvidas em
processos fisioldgicos e patoldgicos. Nos metazoarios cada mitocondria tem uma Unica
molécula do DNA, 15-20 Kb (quilobases) de comprimento e contem 37 genes que
codificam 2 rRNAs, 22 tRNAs e 13 mRNASs que sdo responsaveis pela sintese de proteinas
da respiracao celular. O DNA mitocondrial tem diversas propriedades que o tornam uma
ferramenta valiosa para estudar, genética de populacbes, evolucdo molecular e 0s
relacionamentos filogenéticos. Estas, incluem a sua estrutura genética relativamente

simples que apresenta seqiiéncias transmitidas diretamente, sem nenhuma recombinacéo,
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das mées aos filhos e taxa de mutacdo répida, até dez vezes maior do que as dos DNAs
nucleares (DOTSON e BEARD 2001; ABAD-FRANCH e MONTEIRO 2005).

O primeiro DNA mitocondrial de triatomineos totalmente seqiienciado foi de T.
dimidiata. Esses autores obtiveram uma seqliéncia de 17079 pb mais longa
comparavelmente aos demais insetos testados até entdo (DOTSON e BEARD 2001).

Nos triatomineos, o primeiro trabalho publicado com o uso de genes mitocondriais
foi publicado em 1999 por Fernando Monteiro e colaboradores com base no polimorfismo
de seqiéncias do gene mtDNA citocromo b (CitB) de populagdes T. infestans
(MONTEIRO et al.1999). Os resultados revelaram T. melanosoma Martinez, Olmedo &
Carcavallo, 1987 e T. infestans Dark morphs Noireau, Flores, Gutierrez e Dujardin, 1997,
silvestres, sdo variantes fenotipicas da espécie T. infestans. Encontraram também, pequenas
diferencas entre populagdes da Bolivia e as procedentes da Argentina e do Brasil. Dentro da
Bolivia, todos aqueles dos Andes apresentaram haplotipos idénticos, visto que os “dark
morphs” das planicies do Chaco tiveram sequéncias ligeiramente divergentes. Essas formas
escuras, diferiram dos T. infestans andinos apenas em seus fendtipos e nos aspectos
ecologicos.

Em um estudo mais recente das sequiéncias de CitB envolvendo todas as variantes
crométicas de T. brasiliensis mostrou-se que as formas conhecidas como juazeiro e
melénica mereciam provavel status de espécie (MONTEIRO et al., 2004). Posteriormente
as duas variantes foram elevadas para o nives de espécies por COSTA, ARGOLO e FELIX
(2006) — Triatoma melanica Neiva & Lent, 1941, new status e COSTA e FELIX (2007) —

Triatoma juazeirensis sp. nov.
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A anélise do mtDNA revelou forte divergéncia nas popula¢Ges mexicanas de T.
dimidiata provenientes de Yucatan, daquelas distribuidas mais ao Sul ao longo da América
Central até a Coldmbia (ABAD-FRANCH e MONTEIRO 2005).

Em Rhodniini, foram estudas diversas populacdes de R. prolixus (Venezuela,
Colbmbia, Honduras, Guatemala, e Brasil) revelando ocorréncia de haplotipos virtualmente
idénticos do CitB, o que sugere, que as linhagens sinantrdpicas sofreram dispersao artificial
recentemente (MONTEIRO et al. 2000, 2003). Em contra partida, R. robustus apresentou
divergéncia significativa em relacdo ao mesmo gene, sugerindo tratar-se de um complexo
com pelo menos quatro populages estreitamente relacionadas (MONTEIRO et al 2003).

O estudo de populacbes de R. ecuadoriensis de ABAD-FRANCH et al. (2004)
citado por ABAD-FRANCH e MONTEIRO (2005) revelou grande divergéncia haplotipica
naquelas procedentes do Peru enquanto, entre quatro populagdes do Equador havia grande
similaridade, podendo tratar-se de duas espécies discretamente distintas.

GARCIA et al. (2003) usando fragmentos combinados (12S e 16S) do rDNA
mitocondrial verificou a ocorréncia de heteroplasmia em 15% dos espécimes analisados de
populacdes geogréaficas de T. infestans da Argentina.

Cruzando-se dados dos fragmentos 12S e 16S do mtDNA com o0 gene citocromo
oxidase | (COIl) foi estabelecido o relacionamento filogenético das 11 espécies do
complexo T. infestans com Triatoma circummaculata Stal, 1859, T. protracta, T. dimidiata
e T. mazzotti. O estreito relacionamento de T.infestans e T. platensis foi confirmado, o que
sugere uma introgressaio do mtDNA entre essas espécies; T. circummaculata e T.
rubrovaria apareceram dentro do complexo Infestans; P. megistus alinhou as espécies norte

americanas e T. sordida apareceu mais proximo a Triatoma matogrossensis Lent e Barbosa,
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1953 e muito diferente do T. guasayana (GARCIA e POWELL 1998, GARCIA et al.,
2001).

Os genes CitB e 16S foram usado por LYMAN et al. (1999). Rhodniini separou-se
de Triatomini indicando divergéncia profunda entre as duas tribos. Em Triatomini as
espécies formaram dois “clusters” separando as espécies Centro e Norte americanas da
América do Sul. Embora tenham posicionamento incerto, P. megistus e D. maxima estavam
bem alinhados a Triatoma uma indicacéo da natureza parafilética de Panstrongylus.

MONTEIRO et al. (2000) avaliaram os relacionamentos entre diversas espécies de
Rhodniini confirmando a parafilia de Rhodnius, Psammolestes apareceu mais perto do
clado “prolixus” do que este estava do clado de “pictipes”. Essa anélise rendeu dois clados
principais ((brethesi-pictipes) (ecuadoriensis-pallescens)) e (Ps. tertius (Rhodnius neivai
Lent, 1953 (R. domesticus (R. nasutus (R. neglectus - R. prolixus) (R. robustus - R.
prolixus))))).

HYPSA et al. (2002) DNA usando fragmentos de DNA dos genes 12S e 16S do
DNA mitocondrial, construiram uma filogenia com 57 espécies de nove géneros de
Triatominae, incluindo também, Linshcosteus, género que ocorre exclusivamente no
subcontinente indiano. Mais uma vez confirmou-se que as subdivisdes genéricas atuais nao
constituem clados monofiléticos. Panstrongylus, Dipetalogaster, Mepraia, e Linshcosteus
apareceram como taxa irmdos de espécies diferentes de “Triatoma”. Foi confirmada a
parafilia de Rhodnius com respeito a Psammolestes. Novos arranjos taxonémicos, como a
revalidacdo de Meccus Stal, 1872 (Carcavallo et al., 2000) e Nesotriatoma Usinger, 1944,
foram propostos. Mas, a notéria ndo-monofilia de Panstrongylus ndo foi considerada

(ABAD-FRANCH e MONTEIRO 2005).
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Para STEVENS e SCHOFIELD (2003) o achado mais importante deste trabalho, se
bem que pouco sustentado, era a indicacdo de que Triatominae é monofilético. A
observacdo de Linshcosteus relacionado a T. rubrofasciata como seu tdxon-irméo dentro de
Triatomini, deixava claro ndo haver possibilidade de uma origem independente para
Linshcosteus.

Dados moleculares (COI) recentemente indicaram que diversificagédo de Triatomini
a partir de outros insetos ndo-Triatomini teve inicio a cerca de 93 milhdes de anos, durante
o Cretaceo quando ocorreu a separagio das terras da América do Sul e Africa (GAUNT e
MILES 2002).

Pelo uso combinado dos marcadores 16S e COl, SAINZ et al. (2004) propuseram a
incluséo de T. circummaculata no complexo Infestans do género Triatoma. Um outro dado
interessante nessa analise foi a formagdo de um “cluster” composto por Triatoma maculata
(Erichson, 1848) e Triatoma pseudomaculata Corréa e Espinola (1964) contrariando 0s
resultados de HYPSA et al. (2002) em que ambas mostraram-se bastante divergentes.

Posteriormente, em trés estudos que envolveram também as espécies Triatoma.
arthurneivai Lent e Martins, 1940 e T. wigodizinskyi Lent, 1951, demonstrou-se pelo uso
das técnicas de citogenéticas, isoenzima e pela morfometria da cabeca, térax e do abdomen
além, do fendtipo antenal que os resultados para T. maculata de SAINZ et al. (2004) séo
errdbneos pois, 0s exemplares dessa espécie utilizados, travam-se de T. pseudomaculata
procedente do Estado de Sergipe, rotulados equivocadamente como a primeira espécie.
(CARBAJAL DE LA FUENTE, 2007; SANTOS et al., 2007; CARBAJAL DE LA

FUENTE e CATALA, 2008, no prelo)
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PFIELER et al. (2006) estudaram as populactes de T. recurva e T. rubida do
deserto de Sonoria (México) usando mtCitB e mtCOI sugerindo a divergéncia de 500.000 a

900.000 anos para as populacdes simpétricas de T. rubida uhleri do sul do Arizona.

1.9. Os desafios da sistematica molecular de triatomineos:

Como exposto anteriormente em 1988 a origem monofilética da subfamilia €
questionada pelas evidéncias da distribuicdo geogréfica, fisioldgicas e comportamentais
(SCHOFIELD, 1988,2000, GORLA e SCHOFIELD, 1997). No entanto, a abordagem
cladistica para esses insetos foi primeiramente usada por GARCIA e POWELL (1998) e

STHORTARD (1998) com a utilizacdo de técnicas biomoleculares.

Para SCHEAFER (2003) a utilizacdo da analise cladistica é essencial no momento,
pois permitird solucionar todos os impasses quanto ao real status dos membros da
subfamilia Triatominae. Uma vez que, se sua origem for de fato polifilética (dois ou mais
ancestrais ndo-triatomineos) - e as evidéncias reforcam - as inferéncias feitas a uma espécie,
ou grupo, ndo poderdo ser estendidas para as demais, afetando ndo apenas as questfes
académicas mas, em especial, todas aquelas relativas a vigilancia entomoldgica e ao

controle desses insetos (JURBEG, 2003; SCHAEFER, 2003, 2005).
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1. JUSTIFICATIVA

Os conhecimentos a respeito da morfologia dos triatomineos encontram-se bastante
desenvolvidos. A utilizacdo de ferramentas taxonémicas cada vez mais sofisticadas, como
microscopia eletronica de varredura (MEV), a morfometria e também, aquelas relacionadas
a biologia molecular e citogenética, tém sido bastante esclarecedoras, tanto para
determinacdo de espécies novas, quanto para a compreensdo e resolucdo de problemas
relacionados ao grau de similaridade entre as espécies cripticas ou mesmo, relativo ao
status especifico dos insetos incluidos neste taxon.

Entretanto, as lacunas relativas a origem polifilética (ou difilética) ou monofilética
desses insetos precisam ser preenchidas. Esse fim so serd alcancado por meio da andlise
cladistica na totalidade dos elementos do grupo. Isso se concretizard apenas mediante a
concentracdo dos esforgos dos varios pesquisadores desse tdxon em disponibilizar o maior
nimero de dados possiveis e utilizando as varias técnicas e ferramentas taxondmicas

disponiveis no momento.

O uso dos marcadores moleculares revolucionou as pesquisas em Biologia e tudo
indica que fara, ainda, muito mais. A disposicdo no insetario do Servico Especial de Satde
de Araraquara — SESA, que pertence ao Departamento de Epidemiologia da Faculdade de
Salde Publica da Universidade de Sdo Paulo, Brasil, existe um grande acervo biologico que
conta atualmente, com 31 espécies de triatomineos dos Géneros Triatoma, Rhodnius e
Panstrongylus, distribuidos em 140 colénias de diversas procedéncias nacionais e
internacionais e que sdo utilizadas por pesquisadores locais e de instituicbes de outros
estados e nacBes para estudos que vdo da taxonomia a ecologia desses hemipteras. No

entanto, somente umas poucas colénias foram pauta de estudos moleculares.
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A andlise do perfil genético desse acervo em muito, pode contribuir para a solugdo
das questbes sistematicas expostas acima, imprescindiveis para as a¢fes de vigilancia e

controle dos vetores da doenca de Chagas, no Brasil.
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I11. OBJETIVOS:

e Obter fragmentos de seqliéncias dos genes mitocondriais 16S e Citocromo B
com o intuito de tracar o perfil genético de triatomineos obtidos de col6nias
mantidas pelo insetario do Servigco Especial de Salde de Araraquara,
pertencente ao Departamento de Epidemiologia da Faculdade de Saude

Publica da Universidade de Sdo Paulo.

e Reconhecer possiveis erros de identificacdo e/ou rotulagem dos barbeiros

mantidos nessas colonias;

e Oferecer novos dados moleculares (fragmentos de seqiiéncias génicas)

desses insetos e deposita-los no GenBank;

e Fazer andlises filogenéticas moleculares desses triatomineos comparando-0s

as seqliéncias depositadas no GenBank, possibilitando inferéncias relativas

as relagOes evolutivas dos membros desse taxon;

e Possibilitar analises filogenéticas mais precisas no futuro.
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IV MATERIAL E METODOS

4.1 Procedéncia dos Triatomineos

Foram testados trés individuos de espécies dos Géneros Panstrongylus,
Rhodnius e Triatoma, adultos (machos e/ou fémeas) e ninfas de V estadio, procedentes
de colbnias mantidas pelo insetdrio do Servico Especial de Salde de Araraquara
(SESA), conforme Tabela 3, além de individuos de T. baratai (3 ninfas), procedentes
de Nioaque — MS, de T. matogrossensis (3 ninfas), de Rio Verde — MS, que foram
gentilmente cedidos pelo Sr. Paluo Silva de Almeida, Nucleo Regional de Entomologia
de Campo Grande - MS e ninfas de T. wygodzinskyi (3 ninfas), de Santa Rita de Caldas-
MG, obtidos em coleta de campo pelo Dr. José Maria Soares Barata.

No insetario, esses insetos sdo acondicionados em cristalizadores de vidro
comum, com cerca de 10 cm de altura e 25 a 30 cm de didmetro, com o fundo revestido
por papel filtro. No centro do cristalizador coloca-se um separador de papeldo, em
forma de “torre”, confecionado de tal modo que permite movimentacdo vertical,
horizontal, bem com entre as distintas celas, dos individuos. Os barbeiros sdo
alimentados, em patos, a cada 15 dias.

De algumas espécies testamos mais de uma procedéncia caso, de R. prolixus, R.
robustus, P. megistus, T. brasiliensis, T. infestans, T. pseudomaculata, T. rubrovaria e
T. sordida buscando distinguir populacGes biogeograficas.

Nessa analise utilizou-se sequéncias de DNA mitocondrial de fragmentos do
gene Citocromo B (CitB) e da subunidade ribossémica RNA gene mitocondrial (mtlsur

RNA ou 16S).
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Os experimentos foram executados no Laboratério Entomologia em Saude
Publica (LESP) da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo.

Os exemplares enviados semanalmente pelo insetario do SESA foram
condicionados em Tubos tipo Falcon de 50 ml, devidamente identificados e

conservados em freezer a— 70° C até o momento da extragdo do DNA total.
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Tabela 3: Triatromineos mantidos em coldnias pelo SESA-USP, de Araraquara — SP,
utilizados para extragcdo e amplificacdo de fragmentos de DNA mitocondrial dos genes

16S e CitB.
CTA Espécie Procedéncia
001 R. neglectus Guaira— SP
003 R. prolixus Colbmbia
004 R. prolixus Coldmbia (linhagem com olhos vermelhos)
005 T. brasiliensis Umari — CE
006 T. vitticeps Guarapari — ES
007 T. infestans Mambai — GO
008 P. megistus Almino Alfonso — RN
009 T. sordida Cordeiro e outros — BA
011 R. robustus Madre de Dios — Per(
012 R. robustus Lima — Perd
013 R. neglectus Frutal - MG
016 R. neglectus Pitangueiras — SP
018 T. pseudomaculata Pocinhos — PB
020 T. sordida Guaira— SP
021 T. lecticularia Walrika-Oklahoma — EUA
022 T. infestans Frutal - MG
026 T. sordida Tanhagu — BA
028 T. sordida Brasilandia — MS
029 R. prolixus Fac. Medicina — USP
030 T. infestans Tucuman — Argentina
042 T. pseudomaculata Vicéncia - PE
043 T. infestans Cochabamba — Bolivia
045 T. protracta Monte Diablo — Claiférnia — EUA
046 R. prolixus Costa Rica
048 R. prolixus Venezuela
057 R. pictipes Jacunda - PA
060 R. nasutus Pat( e outros — RN
061 R. neglectus Jucurutu — RN
067 T. infestans Tanhagu — BA
072 T. infestans Sta. Cruz — Bolivia
073 T. infestans Gléria de Dourados e outros — MS
076 T. brasiliensis S. Jodo do Piaui/Conc. Canindé — PI
080 T. brasiliensis Pat( e outros — RN
082 P. megistus Araraquara — SP
088 T. platensis Cérdoba — Argentina
091 T. pseudomaculata Ceara
094 T. pseudomaculata Teofilandia— BA
108 T. rubrovaria Cacapava do Sul - RS
111 T. pseudomaculata Messias Targino e outros — RN
117 T. rubrovaria Pelotas — RS
118 P. herreri Bagua — R. Utoubamba — Per(
120 T. maculata C. Galal - Venezuela
124 R. pallescens Barro Colorado — Panama
133 T. platensis La Pampa — Argentina
137 P. megistus Séo Felipe - BA
139 P. megistus Sta. Maria do Cambuca — PE
144 P. megistus Carmo Paraiba/Lagoa Formosa — MG
146 P. megistus Boca da Mata — AL
148 P. megistus Ortiqueira - PR



151 P. megistus Curitiba- PR

157 T. tibiamaculata Mogi Guagt — SP

176 T. matogrossensis Sem informacao (Unica col6nia disponivel no SESA)
184 T. williami Barra do Garga/Serra Azul - MT
191 T. costalimai Mam,bai - GO

192 T. guazu Belém do Para - PA
194 R. domesticus Belém do Pard — PA
196 T. maculata Belém do Pard — PA
197 T. pseudomaculata Rio de Janeiro — RJ
212 R. colombiensis Coldmbia

224 T. sp (ndo identificado) Umofalda — RS

227 T. klugi Nova Petrdpolis — RS
228 P. megistus Florian6polis — SC
231 T. vandae Itiquira- MS

232 T. guazu Barra do Garca— MT
233 T. melanosoma Missiones — Argentina
238 T. brailiensis Lucrécia— RN

241 R. sp. (ndo identificado) Monte Negro — RO
242 R. sp. (ndo identificado) Monte Negro - RO
243 R. sp. (ndo identificado) Monte Negro — RO
244 R. sp. (ndo identificado) Monte Negro — RO
245 T. sherlocki Santo Inécio — BA

4.2. Extracdo do DNA total.

Os exemplares obtidos foram mortos por congelamento a —70°C. O DNA
gendmico foi extraido individualmente utilizando o método de extracdo fenol-
cloroférmio (ZAHLER et al. 1995) adaptado para triatomineos por LYMAN et al.
(1999). De cada exemplar adulto retirou-se as pernas (os trés pares) e a cabeca. As
ninfas foram processadas integralmente.

O DNA foi obtido por meio da maceracdo individual, com pistilo, das pecas
anatdmicas acima, em micro-tubos de 1,5 ml nos quais adicionou-se 150 ul tampé&o de
lise (Tris-HCI 10mM, SDS 20%, EDTA 50 mM) + 0,8 ul de proteinase K 20 ng/ul +
1,0 ul de RNAse 10 mg/ul. Dessa forma obteve-se um homogenado ao qual submeteu-
se a quatro ciclos de congelamento-descongelamento em N liquido e incubados por 1
hora em “banho seco” a 60° C. Apos a incubagdo o DNA foi extraido com 100ul de

fenol, 100ul de FCI (fenol: cloroférmio: alcool isoamilico 25:24:1) e 100ul de
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cloroférmio: alcool isoamilico (24: 1). O DNA foi entdo precipitado pela adi¢do de 2
volumes de etanol absoluto (overnight a 4°C). Apos centrifugacdo (12,000 x g por 5

min), o pelete foi ressuspendido com 50ul de TE (Tris10 mM, EDTA 0,5 mM).

4.3. Amplificacdo do gene 16S e CitB do DNA mitocondrial e
sequenciamento.

Cada DNA individualmente obtido foi utilizado para amplificacdo dos genes
16S e CitB.

Foram utilizados os iniciadores (primers) dos fragmentos do gene 16S de
acordo com LYMAN et al. (1999), e denominados aqui como:

16SF 5’ CAT CTG TTT A(A/T)C AAA (A/G)AC AT 3’, e

16SR 5 A AAAAAATT ACGCTGTTATCC CTAAAG TAA 3.

Para o gene CitB, os primers foram os seguintes:
CitBFor: 5° GGA CAAATATCATGA GGAGCAACAG 3, e

CitBRev: 5 ATT ACT CCT AGC TTATTAGGAATTG 3

As reacBes de amplificacdo dos dois genes foram conduzidas por 35 ciclos
(95°C por 45 seg., 55°C por 1 seg., e 72°C por 1 seg.) e seus produtos (ao redor de 500
pares de bases) foram visualizados apos eletroforese em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etideo.

Os fragmentos obtidos foram entdo seqiienciados diretamente em ambas

direcGes com os mesmos primers usando o sistema “ABI Prism dGTP BigDye
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Terminator Ready Reaction Kit” (Perkin Elmer, Foster City, CA). O sequenciamento

foi realizado no Instituto de Quimica da USP, Departamento de Bioquimica.

4.4. Analise das sequéncias.

Foram feitos dois alinhamentos com as seqiiéncias dos fragmentos dos genes
16S e CitB utilizando o programa CLUSTAL W (1.60) (THOMPSON et al. 1994),
incluindo sequéncias de varios outros triatomineos depositadas no GenBank (Tabela 4
e Tabela 5)

Os alinhamentos foram examinados com o programa MEGA software
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis, version 3.01) (KUMAR et al. 2003) e uma
matriz de divergéncia foi gerada para cada gene.

As relacBes entre as espécies foram avaliadas por trés métodos: Neighbor
Joining (NJ) com distancia Kimura dois parametros, 1000 replicagfes no teste de
“bootstrap” (MEGA); Maxima Parcimdnia (MP) com 1000 replicas de “bootstrap” e
opcao de busca “branch-and-bound”; e Maxima Verossimilhanca (ML), utilizando o
programa PHYLIP: (Phylogeny Inference Package, version 3.6) (FELSENSTEIN
2004).

Para o gene 16S, as trés arvores foram enraizadas com sequéncias deste gene de
Oncerotrachelus sp e Arilus cristatus, como grupo externo (nUmero de acesso no
GenBank/EMBL na Tabela 4).

No caso do gene CitB, o mesmo procedimento foi realizado, e as trés arvores
foram enraizadas com seqiiéncia desse gene de Arilus cristatus, como grupo externo

(ndmero de acesso no GenBank/EMBL na Tabela 5).
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Tabela 4. Numero de acesso de seqiiéncias do gene 16S do DNA mitocondrial de
espécies de insetos da Familia: Reduvidae, obtidas no GenBank, para comparagcdo com
as sequiéncias geradas nesse estudo.

Espécie Nuimero de acesso
Oncerotrachelus sp AY252739
Arilus cristatus AF045712
Rhodnius domesticus AY035440
Rhodnius stali AY035437
Rhodnius brethesi AF045710
Rhodnius colombiensis AY035438
Psammolestes tertius AY035439
Psammolestes coreodes AF045708
Triatoma maculata AY035465
Triatoma pseudomaculata AY035461
Triatoma dimidiata AF045695
Triatoma circummaculata AF021188
Triatoma arthurneivai AY035460
Triatoma rubrofasciata AY035468
Panstrongylus lutzi AY035449
Panstrongylus geniculatus AF394593
Panstrongylus herreri AY185833
Dipetalogaster maximus AF045699
Eratyrus mucronatus AY185832
Mepraia spinolai AF324518

Linshcosteus sp. AF394595
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Tabela 5. Numero de acesso de seqiiéncias do gene CitB do DNA mitocondrial de
espécies de insetos da Familia: Reduvidae, obtidas no GenBank, para comparagdo com
as sequiéncias geradas nesse estudo.

Espécie Nuimero de acesso
Arilus cristatus AF045729
Rhodnius neglectus AF045716
Rhodnius brethesi AF045714
Psammolestes coreodes AF045719
Triatoma dimidiata AF045726
Panstrongylus megistus AF045722

Dipetalogaster maximus AF045728
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram analisados os genes 16S e citocromo B do DNA mitocondrial
para discutir questdes taxondmicas e sistematicas de triatomineos dos géneros Triatoma,
Rhodnius e Panstrongylus mantidos em col6nias no SESA, sendo incluidos também,
exemplares de T. baratai, T. matogrossensis e T. wygodzinskyi, conforme citado no
capitulo: Material e Métodos. Foram testados cerca de 222 espécimes; 213 correspondentes
a 71 col6nias (3 exemplares de cada col6nia) e os 9 restantes das espécies do género
Triatoma supra-citadas. No entanto, com o protocolo que foi utilizado ndo foram obtidos
“amplicons” para a totalidade desses insetos.

Os resultados positivos para cada gene sdo apresentados separadamente nos itens a

sequir:

5.1. Anélise do gene 16S: (ARTIGO I, Ceretti et al. Anexo 1)

O gene 16S foi amplificado para 15 espécies dos géneros Triatoma, Panstrongylus e
Rhodnius aos quais pertencem reconhecidos vetores da doenca de Chagas na América
Latina. Os produtos de PCR apresentaram fragmentos com tamanho aproximado de 450
pares de base (pb) quando visualizados em gel de agarose a 1,5% (Anexo 3). Resultados
gue estdo dentro do esperado para esse gen (LYMAN etal., 1999). Esses produtos de PCR
foram utilizados para sequenciamento direto desse gene conforme descrito em Material e
Métodos (item 4.3).

De algumas espécies foi possivel gerar sequéncias de diferentes procedéncias, isto

ocorreu com: Triatoma infestans (8); Panstrongylus megistus (4), Triatoma
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pseudomaculata (3); Rhodnius prolixus (3) e T. rubrovaria (2), R. robustus (2) e T. sordida
(2) ver Tabela 6.

O tamanho médio das sequiéncias geradas foi de 313 pb variando entre 311 pb, para
R. pictipes, a 317 pb em T. sordida (CTA 20C e 26C) um tanto menores do que 0s obtidos
por LYMAN et al., (1999) para 0 mesmo gene. Esses amplicons apresentaram 42% de
timina (T), 32% de adenina (A), 20% de citosina (C) e 6% de guanina (G), portanto, com
alta concentracao de pares A-T que é compativel com o esperado para 0 DNA mitocondrial
de insetos (DeSALLE et al., 1987; GALTIER e GOUY, 1995).

No entanto, observamos ter havido confronto entre os resultados desta tese e 0s
apresentados por LYMAN et al., (1999) quanto as porcentagens de A e T os valores foram
proximos, porém inversos, aos desses pesquisadore (43% A; 30% T). Quanto as
porcentagens de C (18%) da pesquisa anterior foi 2% inferior ao desta tese enquanto que o
conteldo de G (9%), 3% superior deste trabalho. Este viés pode ser atribuido a alguma
falha na amplificagdo ou no sequienciamento dos fragmentos obtidos.

As sequéncias foram alinhadas com sequéncias do mesmo gene para outros
triatomineos e também de Arilus cristatus e Oncerotrachelus sp (usados como grupos
externos) disponiveis no GenBank (Tabela 4). O alinhamento das seqtiéncias do fragmento
gerado para o gene 16S de todas as espécies analisadas € mostrado na Figura 1. A Tabela
7, apresenta a matriz de distancia construida a partir desse alinhamento e na Figura 2 esta

representada a arvore de similaridade gerada com os dados da matriz de distancia.
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Tabela 6 Lista de espécies de triatomineos, mantidas pelo Servico Especial de Salde de

Araraquara - USP que efetivamente foram positivas pelo exame do gene 16S do DNA

mitocondrial, segundo sexo, estadio, procedéncia e cddigo da colbnia (CTA). A-ninfa, B-

fémea, C-macho.

o -~ Sexo A CTA-
Género Espécie Estadio Procedéncia Colonia
Rhodnius

R. neglectus B Guaira — SP - Brasil 001

R. pictipes A Jacunda — PA - Brasil 057
B
C

R. prolixus A Col6mbia 003
B

R. prolixus* C Coldmbia 004

R. robustus A Madere de Dios - Peru 011

R robustus C Lima — Perd 012

Panstrongylus

P. megistus C Almino Alfonso — RN - Brasil 008

P. megistus B Araraquara — SP - Brasil 082

P. megistus A Séo Felipe - BA- Brasil 137

P. megistus A Sta. Maria do Cambuca — PE- Brasil 139

P. megistus A Boca da Mata - AL- Brasil 146

Triatoma

T. brasiliensis B Séo Jodo do Piaui - PI- Brasil 076
C

T. infestans A Mambai — GO- Brasil 007

T. infestans A Frutal - MG- Brasil 022
C

T. infestans C Tucuman - Argentina 030

T. infestans C Cochabamba - Bolivia 044

T. infestans B Santa Cruz - Bolivia 072

T. infestans B Tanhacu - BA- Brasil 067

T. infestans B Gloria de Dourados - MS- Brasil 073
C

T. maculata B C. Galau - Venezuela 120
C

T. pseudomaculata A Pocinhos - PB- Brasil 018

T. pseudomaculata A Cearé- Brasil 091

T. pseudomaculata A Teofelandia - BA- Brasil 094

T. platensis A La Pampa - Argentina 133

T. protracta A Monte Del Diablo — California — EUA 045
B

T. rubrovaria A Cacapava do Sul - RS- Brasil 108

T. rubrovaria A Pelotas — RS- Brasil 117
C

T. sordida A Guaira — SP- Brasil 020
C

T. sordida C Tanhacu - BA- Brasil 026

T. sherlocki Santo Inécio — BA - Brasil 245

T. vitticeps A Guarapari - ES- Brasil 006
C




* Linhagem: olhos vermelhos
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* 20 * 40 * 60 *

Oncerotrachelus sp T o-AT.. A A AGe oo TTT T e e e e G....A. : 64
A.cristatus i T.-AT.-G. . A..oo.... A I G....A. - 67
T.infestans 738 P - 63
T.platensis 133A e : 63
T.infestans 73¢c P I 63
T.infestans 726 U > 63
T.infestans 678 e e e - 63
T.infestans 7/A e o e e e e e : 63
T.infestans 22¢ e I 63
T.infestans 44C U > 63
T.infestans 30C e e e - 63
T.pseudomaculata 18A A B e — G : 63
T.pseudomaculata (GB) S W B N — G - 63
T.maculata 208 e A B I R —— LG > 63
T.maculata 20c e AL ToA e e am———— il e - 63
T.pseudomaculata 94A A B e —— G : 63
T.pseudomaculata 91A e AL ToA e e e R : 63
T.arthurneivai e A I ¢ T O : 63
T.rubrovaria 108A B ¢ M s - 63
T.rubrovaria 117A B e s : 63
T.rubrovaria 117v¢c B ¢ M B e e e e e e e e : 63
T.circummaculata ¢ T Gmmmmm e e e e emeeeeaaaa > 63
T.sordida 20c e AL 2y A. : 63
T.sordida 26C e AL Y A. - 63
T.brasiliensis 768 ¢ cC: 63
T.sherlocki 245 B Py C: 63
T.brasiliensis 76C e C: 63
T.maculata (GB) T —— A ... .. L U - 63
E.mucronatus [ c S N s : 63
T.dimidiata R O - 63
T.vitticeps 6A e A e e e e e o 62
T.vitticeps 6C e A e e e e s - 62
T.protracta 45A C o e e m e e e e e e e : 63
T.protracta 458 C o o o m e e - : 63
D.maximus T Ut c: 62
M.spinolax N oy : 63
P.megistus 8¢ B > 62
P.megistus 139A B g I 62
P.megistus 828 e > 62
P.megistus 146A B - 62
P.megistus 137A B > 62
p_herreri T - 63
p.butzs G 2y I 62
P.geniculatus e ACT e e e e e e i AL e o 62
T.rubrofasciata e [T I CC : 63
Linshcosteus sp. AcmGo e AG . e e e e e e e CC - 64
p.tertivs AA ——— . ... A e e e e T..G....CC : 62
pP.coreodes AAG—== - = Ao 7Ry T..G..... CcC: 61
R.prolixus 388 AG.A. .. AL (T [ C T..G.ooo.. - 65
R.robustus 11A AG.A. .. Ao (T TG e o T..Goeunn I 65
R.prolixus 40 AG.A. . Ao (IR TG.————— e T..G...... o 65
R.prolixus 298 AG.A. . Ao (IR TG ————— ... T..G...... : 65
R.prolixus 29¢c AG.A. ... AL [T [ C T..G..o.... - 65
R.prolixus 3o~ AG.A. .. Ao [ TG e o T..Gocunnn I 65
R.neglectus 1B~ AG. A= oo .. Ao [ GG ... T..Go.... C: 64
R.domesticus A A—— .. ... Ao Gueeee o T..G..... C: 63
R.stali T AT.—==A. o Ao 7Ry T..G...... : 62
R.brethesi TT..... A cm—=A oA [T T..Go..... 1 62
R.pictipes 57A S AA——=A- s A A e e e e e e e T..Goo... C: 62
R.pictipes 57C S A ——=A. .. A s T..G..... C: 62
R.pictipes 57B T AA ——=A. o A S T..G..... C: 62
R.colombiensis A A-=G..... Ao A e aammmm— i T..Gooonn : 63

Figura 1. Alinhamento das sequiéncias do gene 16S obtidas de triatomineos de coldnias mantidas pelo Servigo
Especial de Satde de Araraquara- SP (SESA), comparadas com seqiiéncias depositadas no GenBank
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Oncerotrachelus sp [T AA. Ao ... T..Covmvnann. A..- : 133
A.cristatus Co e R, L I A..A.G- : 136
ToinTestans 73B - - 132
T.platensis 183A - 132
T ANTesStaANS T30 - 1132
ToinTestans 72B - - 132
T.infestans 678 - - 132
TAnTestans 7A - 132
T ANTestaNS 220 - 1132
Toinfestans 44C - - 132
T.infestans 30C - - 132
T.pseudomaculata 18A C.- : 132
T.pseudomaculata (GB) C.- - 132
T.maculata 20B C.- - 132
T.maculata 20C C.- 0 132
T.pseudomaculata 94A C.- : 132
T.pseudomaculata 91A C.- - 132
T.arthurneivai A e .- C.- : 132
T.rubrovaria 108A - - 132
T.rubrovaria 117A - 132
T.rubrovaria 117C - 132
T.circummaculata G- : 132
T.sordida 20Cc B e e e e e e e e e - 1131
T.sordida 26¢c O - 133
T.brasiliensis v68 - 1 132
T.sherlocki 245 - 1 132
T.brasiliensis 76C - 132
T-maculata (GB) - - 132
E.mucronatus A e AAC.- = 132
T.dimidiata ) A..- 1 132
TVEEEECEPS BA A...- 1131
TVITtICEPS 6C A...- 1131
T.protracta 45A ) A..- - 132
T.protracta 458 o3 ) A..- 1 132
D.maximus AA. .- - 131
M.spinolad A - 1132
P.megistus 8 ) AA. .- 1 131
P.megistus 139A Ao AA..- : 131
P.megistus 82B A, AA. .- - 131
P.megistus 146A AL AA. .- - 131
P.megistus 137A Ao AA. .- = 131
P.herreri ) A..- 1 132
P Utz A..AC.- :© 131
P.geniculatus A..Co........ C.- - 131
T.rubrofasciata T.T..... Ao, A..A. .- 1 132
Linshcosteus sp. e Ao Teoo.... Ao A..- 132
P.tertius S o Aceenn. T.Teo... Alooo.o.. T..AA..- 1 131
P.coreodes R o S A...... AT..... Aooo... T..AA_.- - 130
R.prolixus 3B B o C e T.T..... Ao..... T..A...- - 134
R.robustus 11A G G TeTeun.. Alo.... T..A...- 1 134
R.prolixus 4D B oG e e T.T..... Ao T..A...- - 134
R.prolixus 29B G G T.Teuen.. Acceenn. T..A...- 1 134
R.prolixus 29C B o C e e T.T..... Ao..... T..A_..- - 134
R.prolixus 3A B oG e T.T..... Ao..... T..A...- - 134
R.neglectus 1B R o T.Teu... A...C...T..A...- : 133
R.domesticus o Co B T.Teen.. Aceennn. T..AA..- 1 132
R.stali G e T.T..... Ao..... T..ATC.- - 131
R.brethesi G e T.Teen.. Aceenenn. T..AAC.- : 131
R.pictipes 57A G e e T.T..... Ao..... T..A...- - 131
R.pictipes 57C G T.T..... AL T..A...- 1 131
R.pictipes 57B s oG T.T..... AL T..A...- 1 131
R.colombiensis i Co T e Aoo.... T.T..... Ao...... T..A...- - 132

TAACTGTGCTAAGGTAGCATAATCATTTGTCTTTTAATTGAGGGCTGGAATGAAGGGTTGGACGAGGTAC

Figura 1. continuagdo
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............ L €7 T T C JR
............ L €7 TS C JR
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R I e e emananan
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Oncerotrachelus sp A A-...TGTAA-. . ..... Aoc—..Too... T.T--A.T...... C..T : 265
A_cristatus J - T T..-AT. .. A= T ... T.T..A.T...... -..T - 268
T.infestans 738 J - — e G.Tomee = .G ... : 263
T.platensis 133A [ e et e G.T....—e. .= .G..... : 263
T.infestans 73C F e e e G.Teceo=eo=..G..... - 263
T.infestans 7286 [ e G.Toemee = .Gl 1 263
T.infestans 678 J e et G.Tooomee = .G ... : 263
T.infestans 7/A [ e e e e e G.T.eo—.o—..G..... : 263
T.infestans 22 J e e e e e G.Teweo=eo=..G..... - 263
T.infestans 44C [ e G.Teeemee =Gl : 263
T.infestans 30C J e et [ : 263
T.pseudomaculata 18A [ T C J - ..-AL Ll : 262
T.pseudomaculata (GB) . R T ¢ J — ALl : 262
T.maculata 20B [ T C P — AL : 262
T.maculata 20C J T C F - AL : 262
T.pseudomaculata 94A [ T C J — AL : 262
T.pseudomaculata 91A I L ¢ - -AL. T 262
T.arthurneivai [ L ¢ 0 S - ..-A.G..... : 262
T.rubrovaria 108A I = A (T - .G . 263
T.rubrovaria 117A [ N [CT B ¢ T : 263
T.rubrovaria 117C J S [C R, R ¢ S : 263
T.circummaculata [ e = A [CT -...-G..C.... - 263
T.sordida 20 R COToC= A o e e e e e e e - ..-AL L. GG : 266
T.sordida 26C J m =BT C= A e e - LA G : 266
T.brasiliensis 76B [ e, (c]c T, -ee.o=...C.... - 263
T.sherlocki 245 [ s (] C T -ee.—-...C.... : 263
T.brasiliensis 76C R e GG....Coucenn. -...-..GAC... : 263
T.maculata (GB) . I —_— L —=AL-AL ... GG...-.. [ -...-...C...G : 263
E.mucronatus [ i ..=.A._..C..... Coceeen A....G...-..GA..A. : 263
T.dimidiata [ == A - .. [T [CIR - G.. - 264
T.vitticeps 6A R A . (c]cT— Teoe =T e G. - 262
T.vitticeps 6C J - . AC. = (c]cT Too = To— o G. - 263
T.protracta 45A F —— e ==AL— ... Cocenn GG A_A.TC-..T...G. : 264
T.protracta 458 [ e —=AL— ... Covenn GG A_A.TC-..T...G. : 264
D.maximus J T [C 2, G.T--...C..G. : 262
M.spinolad - [T — == A L — . (o T..AAT—...... GG : 263
P.megistus 8¢ | . - .—=A..-....G GGuvean. ATTA.-...-...C..A. : 263
P.megistus 139A | e N A c c T ATTA.—...—...C..A. : 262
P.megistus 828 | e N  JAN c c I ATTA.-...—...C..A. : 262
P.megistus 146A | e R ¢ (cICTR. ATTA.-...-...C..A. : 262
P.megistus 137A | . N Y c c P ATTA.-...—...C..A. - 262
P.herreri R - e.==A..-.C...... (ol¢]C T, -..-...C..GG : 262
Pp.butzs R - ..—=A..-..G.G..... (CT -A..-..G...AG : 261
P.geniculatus e (CT CA..-.AGC..GG : 264
T.rubrofasciata [ —eam— .= .. TAG..... [T, W.G..A-. .- ..... GG : 263
Linshcosteus sp. [ - .—=A..-_.GAT..... B I T....G.GC- G.AG : 263
P.tertius [ T -.C.A.T.A-..GG..AA—...... G.T..A..... e A.T - 263
P.coreodes I - ..A.T.G-..GA..AA.-.G...... ToAr e i A.T 1 261
R.prolixus 38 [ - C...T.A-...GG.ALA.-G....G.T..AL.—.— ... A.T : 265
R.robustus 11A [ - C...T.-A-...GG.ALA.-G....G.T..A. .- - ... A.T : 265
R.prolixus 40 I - C...T.-A-...GG.AA.-G....G.T-A.c—cam ... A.T : 265
R.prolixus 298 J -.C...T.A-...GG.A.A.-.G....G.TC.A. .—.c—. . ... A.T :© 265
R.prolixus 29¢ [ -.C...T.A-...GG.A.LA.-.G....G.TC.A. .—. .= . ... A.T - 265
R.prolixus 3A [ -.C...T.A-...GG.AA.-.G....G.T..A..—..-..G..A.T - 265
R.neglectus 1B | . -.C...T.G-...GG.A.A.—.G....G.T..A.cme.m ... AT : 264
R.domesticus J C-.C...T.A....AG.AAAGG.GG..... T..A..——.—-....C..T - 264
R.stald [ - C..GT.A-... A....Gmeee.. -GAA. . . C—....... T : 262
R.brethesi I - C..GT.A-. .. A ... G— ... AGAA. . .C—....... T : 263
R.pictipes 57A [ -.C..GTCA-...A....A—...... G..-GAA...C—....... T - 262
R.pictipes 57¢ [ -.C..GTCA-...A....A—...... G..-GAA...C-....... T : 262
R.pictipes 578 [ -.C..GTCA-...A....A—...... G..--AA...C-._.... A. - 261
R.colombiensis [ . T.A-..GAG..... R A..-.C—...... T - 263

Figura 1. continuagdo



* 300 * 320 *

Oncerotrachelus sp AAT.T.T.TA. .. .. Goweem - C...A ... AAT. .. ........ : 316
A_cristatus AA.TAAT. . ... T Tooee e : 319
T.infestans 73B . o : 313
T.platensis 133A e C oo e e e e e e : 313
T.infestans 73C L C e e e e e e e e : 313
T.infestans 72B e [ : 313
T.infestans 67B . o : 313
T.infestans 7A . o : 313
T.infestans 22C L C e e e e e e e e : 313
T.infestans 44C e [ : 313
T.infestans 30C . C e o e e e e e : 313
T.pseudomaculata 18A oG e : 312
T.pseudomaculata (6B .~ : 312
T.maculata 20B o mC e e e : 312
T.maculata 20C R : 312
T.pseudomaculata 94A oG e : 312
T.pseudomaculata 91A oG e e : 312
T.arthurneivai R : 312
T.rubrovaria 108A _ A oo [T : 313
T.rubrovaria 117A Y U o J [T : 313
T.rubrovaria 117C [ N o S [C - 313
T.circummaculata R N o . : 313
T.sordida 20C G C oot e [CIY C - 317
T.sordida 26C G.Geoe C oot e [CI C P - 317
T.brasiliensis 76B - B I o T [T : 313
T.sherlocki 245 e BT i [ : 313
T.brasiliensis 76C L B I o . : 313
T.maculata (GB) Aee B I Al : 313
E.mucronatus T BA e A : 313
T.dimidiata I N TTeeeaa. : 314
T.vitticeps 6A . B e o e e e e e . : 312
T.vitticeps 6C Cm B e o e e e e e . : 313
T.protracta 45A - B J C. - 314
T.protracta 45B e B TTeeeaan. C. : 314
D.maximus e A e CA........ : 312
M.spinolai =T AT GA- e, B : 313
P_megistus 8C mC BT e e S, - 313
P_megistus 139A o mC e BT e e e Ao Ao, : 312
P_megistus 82B IR o S c s R : 312
P.megistus 146A IR o S c x Al .. : 312
P.megistus 137A [ o S c 3 L Ao : 312
P_herreri = G.CA. [T G...Coooo. : 312
P._lutzi R S ¢ L AT oo 311
P.geniculatus [ o S I G..Gooeeaas : 314
T.rubrofasciata e B DA T.TG. e eea- .. : 313
Linshcosteus sp. A G AA L G.. . A T.T.o........ : 313
P.tertius T... TAA-T..G...GA......... Teeeeee TTT. e C. : 313
P.coreodes T TA= e Gee G Te. Goenno. TTT .o eea o 311
R.prolixus 3B T.C..TGATT..G...GA..ovunn.. T...Gooo.. CTTT.eue-. C. : 316
R.robustus 11A T.C..TGATT..G...GA_........ T...Go.... CTTT..o.... C. : 316
R.prolixus 4D T.C..TGATT..G...GA..o...... L CTTT.eon... C. : 316
R.prolixus 298 T.C..TGATT..G...GA.cvnnn.. T...Go.... CTTT.eue--. C. : 316
R.prolixus 29C .T.C._TGATT..G...GA. ... T...Gouno. CTTT.eoo-.. C. : 316
R.prolixus 3A .T.C..TGATT..G...GA..._..... To.G.oo... CTTT....... C. : 316
R.neglectus 1B T.C._TGACT..G...GA__..._... T...Gounn CTTT....... C. : 315
R.domesticus T TAA-T..G...GA...... CoT-AG..... CTTT.eeen-. C. : 314
R.stali T ~AATC..G...GA. ... ..... LI T.TA ... 1 312
R.brethesi T....-AATC..G...GA.._...... Teeieeas T.TGooene .. : 313
R.pictipes 57A U o /oS c B P T.TG. oo 1 312
R.pictipes 57C A= TTC..Gue Gaeeeea T, T.TG. ..o : 312
R.pictipes 57B A - TTC..G...Geeeeeeno .. B T.TGeeeeean : 311
R.colombiensis T . TG . GA. ... T B I : 314
AGTTARATGAATTATTTTGTTGGGGTGACTGTAGAATTTAAATAACTTCTA

Figura 1. continuagdo



Tabela 7: Matriz de distancia obtida a partir do alinhamento de sequéncias de fragmentos do gene 16 S de Triatomineos do Insettario do Servico Especial de Satide de Araraquara-SP(SESA) e disponiveis no GenBank .

oncerotrachelus sp
Arilus cristatus
nfestans73s

pseudonaculata Gengank
raculatal208
maculatal20c
pseudonaculatagda
pseudonaculatagiA

maculata GenBank
mucronatus GenBank
dimidiata GenBank

GenBank
GenBank

spinolai

megistus13oa
megistuss2s
registus146A
megistus137Ants.
herrei GenBank
lutzi GenBank
geniculatus GenBank
rubrofasta GenBank

m_x””;w”””_wﬂ_vnwn;aﬂ_«ﬁm_««HA_«H_«H_«H_«H
g

colonbiensis GenBank

o3z
03
'

57

0.0m
0.005 0,005
0.0% 0,075 0,078



68| R-prolixus 29C

20| ' R.prolixus 29B
g |R-prolixus 4D

R.robustus 11A
R.prolixus 3B
R.prolixus 3A

R.neglectus 1B
6
]

Psammolestes tertius
Psammolestes coreodes

_gﬂl__ R.brethesi
R.stali

98| R.pictipes 57B
_gng R pictipes 57C
97' R .pictipes 57A
R.colombiensis

85

64

Linshcosteus sp.
Triatoma rubrofasciata

Qwon gylus geniculatus

Panstrongylus lutzi
Panstrongylus herreri
72 | P.megistus 8C
P.megistus 139A
99 ||P-megistus 82B
P.megistus 146A
P.megistus 137A

99 T.protracta 45B
" 21* [ T.protracta 45A
19

12

3

Mepraia spinolai
Dipetalogaster maxima

99T T.vitticeps 6C

T.vitticeps 6A

T.dimidiata

T.rubrovaria 117A
T.rubrovaria 108A
T.rubrovaria 117C
T.circummaculata
T.sordida 26C
T.sordida 20C
T.maculata (GenBank)
T.brasiliensis 76C

99 T.brasiliensis 76B

88 - T.sherlocki 245

9

14

99

64

Eratyrus mucronatus
T.pseudomaculata 94A
T.pseudomaculata 18A
T.pseudomaculata (Genbank)
T.maculata 120C
T.maculata 120B

T.pseudomaculata 91A

T.arthurnne vai

r T.infestans 30C

T.infestans 67B

T.infestans 7A

T.infestans 73C

T.infestans 44C

T.infestans 72B

T.platensis 133A

T.infestans 22C

T.infestans 73B

— sl

—
0.02

Oncerotrachelus sp

Arilus cristatus

R.domesticus

58

Figura 2. Arvore de distancia (NJ) obtida com base no gene 16 S para triatomineos mantidos em colénias no
Servigo Especial de Saide de Araraquara — SP (SESA) e disponiveis no GenBank. Os nimeros associados aos
ramos referem-se aos valores de “bootstraps” para 1000 replicac6es.
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A érvore de distancia (Fig. 2) demonstra a clara parafilia das tribos Rhodniini e
Triatominini, corroborando com dados apresentado por MONTEIRO et al. (2000),
(HYPSA et al. (2002) e PAULA et al. (2005).

Pelo método das distancias (NJ), obteve-se em Rhodniini dois clados distintos,
confirmando a parafilia encontrada em pesquisas anteriores (LYMAN et la., 1999; HYPSA
et al., 2002; PAULA et al., 2005) (Fig. 2).

A menor similaridade genética perteceu a R. pictipes em relagdo R. neglectus com
11,7% de divergéncia (Tab. 7).

Um clado ficou composto pelo relacionamento (domesticus (neglectuslB
(prolixus3A  (prolixus3B-prolixus4D-robustus11A (prolixus 29B,C))))) (Fig. 2). A
distancia entre R. prolixus-robustus foi de 0%. R. prolixus 29B e C (Faculdade de
Medicina) foram os mais divergentes do grupo, variando de 0,3% a 0,6% e posicionando-se
em ramo separado (Tab 7; Fig 2). Tal topografia corrobora a hipotese de R. prolixus e R.
robustus tratarem-se de linhagens distintas de espécie Unica adaptadas a ecotopos diferentes
(HARRY et al., 1992; HARRY, 1993, 1994; SOLANO et al. 1996). Por outro lado, pode
indicar possivel erro de identificacdo das col6nias de R. robustus (CTA-004), ou R. prolixus
(CTA-011), ou R. prolixus (CTA-029) e tal sugestdo sé sera confirmada pela inclusdo de
material devidamente identificado em anédlises futuras, uma vez que, MONTEIRO et al.
(2000, 2002, 2003) confirmaram a validade dos dois taxons.

Em estudos recentes mostrou-se ainda, que o ramo acima estd mais proximo
relacionado a Psammolestes tertius e P.coreodes do que ao relacionamento constituido por
(R. pictipes (stali-brethesi)) (HYPSA et al., 2002; PAULA et al.,2005). Nossos resultados

sdo coincidentes com estes.
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Ainda sobre R. robustus como ja exposto, ha evidéncias de tratar-se de um
subcomplexo especifico composto por pelo menos quatro linhagens distintas (MONTEIRO
et al., 2003). Tal evidéncia foi confirmada no trabalho recente de PAVAN e MONTEIRO
(2007) com o emprego de Multiplex PCR. Em que esses autores conseguiram diagnosticar
com exatiddo essas quatro linhagens de R. robustus distinguindo-as perfeitamente de R.
prolixus.

R. colombiensis (GenBank), situou-se em ramo mais basal em relagdo aos outros
Rhodiniini (Figura 2) e, em filogenias anteriormente publicadas, esta espécie aparece
relacionada a R. pallescens-ecuadoriensis (MONTEIRO et al. 2000; HYPSA et al. 2002;
PAULA et al. 2005). Essa espécie foi descrita com base na anatomia comparada das
genitélias externas masculinas de suposta populagéo silvestre de R. prolixus da regido de
Tolima, Colémbia (MORENO et al., 1999).

Quanto ao ramo formado por R. pictipes (CTA-057) que formou cluster com R. stali
e R. brethesi, ambos do GenBank (Fig. 2),) sio semelhantes aos obtidos por HYPSA et al.
(2002) e PAULA et al. (2005).

Em Triatominini, ficou demonstrada a parafilia de Panstrongylus formando clados
distintos P. geniculatus-lutzi basal ao ramo P. herreri-megistus e este, mais proximo a
Dipetalogaster maxima e aos “Triatomas” Norte-americanos do que aos da América do
Sul. D. maxima aparece basal em relagdo ao ramo P.herreri-megistus (Fig. 2) confirmando
derivacdo distinta para esse género observada também por MARCILLA et al. (2002) com o
uso de ITS-2 como marcador.

A similaridade genética dentro do género Panstrongylus ficou ao redor de 90%,
sendo a maior distancia obtida entre P. geniculatus (GenBank) e P. megistus (CTA-139)

com 9,4%. As distancias entre as populagdes de P. megistus variaram entre 0,3% e 0,6%
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que é atribuida para populagdes geogréficas, podem ser observados na Tabela 7
(DUJARDIN et al., 2002).

Em Triatoma a maior distancia genética foi encontrada entre T. protracta e T.
sordida (12,3%) (Tabela 7) sugerindo que T. sordida, que se posicionou em clado apical
(Figura 2), tenha sofrido diversificacdo mais recente que T. protracta refor¢ando a hip6tese
de as populagdes da América do Sul e Central tenham ancestrais nearticos (PATTERSON
etal. 2001, GAUNT e MILES, 2002; SCHAEFER 2003).

O ramo formado por T. pseudomaculata-maculata apresentou divergéncia nula e
corrobora os resultados obtidos por SAINZ et al. (2004) que obtiveram diferenga que
variou de 0,2-0,8%. Mas, que sustentam nossos resultados para T.pseudomaculata 91
(Ceard) que se mostrou 0,3% divergente dos demais e formou ramo consistente com T.
arthurneivai (GenBank) que no entanto, ndo foi testado pelos autores op.cit (Fig. 2).

Porém, quando incluimos em nossa andlise seqiiéncias de T. maculata e T.
pseudomaculata obtidas do GenBank verificamos que T. maculata (120B;C) do SESA
mantiveram-se associados aos T. pseudomaculata (091A, 094A e 018A) do SESA e aquele
disponivel no GenBank, enquanto, o T. maculata do GenBanK relacionou-se ao T.
brasiliensis 76B;C e T. sherlocki 245 do SESA (Fig. 2) e divergiu 6,3% do T. maculata
(120B,C) (Tab. 7). Esse resultado coincide com HYPSA et al. (2002).

Trabalhos recentes, todavia, demonstraram haver erro de identificacdo dos T.
maculata utilizados por SAINZ et al. (2004). O fato é que esses autores utilizaram
individuos procedentes do Estado de Sergipe, area reconhecida como de ocorréncia de T.
pseudomaculata (SANTOS et al. 2007; CARBAJAL DE AL FUENTE et al. 2008; no
prelo). E ainda, o T. macualta (GenBank) apareceu préximo ao ramo formado por T.

sordida (20C) e T. sordida (26C) (Fig. 2), confirmando que um T. maculata verdadeiro, no



62

caso o utilizado por HYPSA et al. (2002) e PAULA et al. (2005) segundo comentario
pessoal da Dra. Ana Laura Carbajal de la Fuente, ndo é relacionado com os T.
pseudomaculata presentes neta Tese.

Desta forma, atribuimos a coincidéncia de nossos resultados aos obtidos por SAINZ
et al. (2004) por motivo semelhante, isto é: troca de rétulos ou erro de identificacdo devido
a similaridades morfolégica. Tais erros segundo CARBAJAL DE LA FUENTE (2007)
podem ser atribuidos ao grande peso dos caracteres cromaticos nas chaves dicotbmicas de
LENT e WIGODZINSKY (1979) e de CARCAVALLO et al. (1997) que sdo inconsistentes
com a grande variedade fenotipica que esses caracteres apresentam na maioria das espécies.

Um outro motivo também, seria a ocorréncia de hibridos produzidos pelo
cruzamentos entre individuos de colénias de T. maculata e T. pseudomaculata
(BELISARIO et al., 2007), principalmente porqué T. pseudomaculata, foi erroneamente
identificada por mais de um século, antes de ser descrita por CORREA e ESPINOLA
(1964), a partir de insetos procedentes do Estado do Ceard, Brasil e continuaram sendo
confundidas, principalmente pelas secretarias de Salde, mesmo ap0s os trabalhos de LENT
e JURBERG (1978), LENT E WIGODIZINSKY (1979) e de GONCALVES et al. (1985)
que confirmam as diferencas encontradas, na genitalia externa, nos ovos e entre as ninfas
das duas espécies.

T. maculata é um triatomineo que ocorre na Venezuela, Colémbia, no estado de
Roraima-Brasil, Suriname, Guiana, Guiana Francesa e também nas Ilhas de Aruba, Bonaire
e Curacao no Caribe (Carcavallo et al., 1999) e T. pseudomaculata é encontrado em todo o
Nordeste do Brasil. Ambas sdo de dificil separagdo, por partilharem caracteres
morfoldgicos e cromaticos, principalmente, entre os adultos. E sdo encontradas nos

ambientes domésticos e peridomésticos em geral, associadas a aves (SCHFIELD, 1988;
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SANTOS et al., 2007; CARBAJAL DE LAFUENTE, 2007, CARBAJAL DE LA
FUENTE et al.,2008; no prelo).

Segundo, SCHOFIELD (1988) a provavel origem dessas espécies é o resultado da
evolugdo de um ancestral comum que por, dispersao passiva e dependente de aves, originou
duas populacgdes alopatricas.

Por esses motivos, essas espécies foram incluidas no grupo maculata
(CARCAVALLDO et al., 2000; DUJARDIN et al., 2000) que para CARCAVALLO et al.
(1997) seriam proximamente relacionadas a duas outras espécies, Triatoma arthurneivai
Lent e Martins, 1940 e Triatoma wygodzinskyi Quaresma, 1951 (SANTOS et al., 2007).

No entanto, em andlises isoenzimatica, citogenéticas e morfométricas da cabeca, do
torax e do abdome (SANTOS et al., 2007) ficou demonstrado que € possivel distin¢éo
completa de T. maculata, T. pseudomaculata e T. arthurneivai.

Citogenéticamente separou-se duas populagdes geograficas de T. arthurneivai: uma
que ocorre em Sdo Paulo e outra, procedente de Minas Gerais. A populagdo ocorrente em
Sao Paulo agrupou-se com T. pseudomaculata e T. wygodzinskyi, enquanto a populacdo
procedente de Minas Gerais permaneceu isolada.

As sequiéncias de rDNA mostrou que T. arthurneivai de S&o Paulo forma
agrupamento monofilético com T. pseudomaculata mas, ndo com T. arthurneivai de Minas
Gerais. Esse resultado levantou ainda a suspeita sobre a pertinéncia das populagdes
paulistas de arthurneivai ao qual chamamaram apenas de Triatoma sp. e definitivamente,
descartou a hipotese de SCHOFIELD (1988) a respeito de T. maculata e T.

pseudomaculata formarem grupo monofilético.
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Os estudos morfométricos apontaram para a possibilidade de T. wygodzinskyi e a
referida Triatoma sp. Poderem ser a mesma espécie. E as andlises isoenzimaticas
demonstraram que ambas pertencem a uma mesma linhagem evolutiva.

CARBAJAL DE LA FUENTE (2007) com base em dados moleculares e
morfométricos comprovou os resultados dos trabalhos acima e também, demonstrou que as
referéncias antigas, para o Estado de S&o Paulo, quanto a T. arthurneivai estavam erradas
pois, tratavam realmente de T. wygodzinskyi. Desta forma, estabeleceu que T. arthurneivai
deva ser endémica da Serra do Cip6 ou da Cordilheira do Espinhaco enquanto, T.
wygodzinskyi, ocorre ao Sul do Estado de Minas Gerais e Norte do Estado de S&o Paulo.

Em estudo recente, por meio da analise morfométrica do fendtipo antenal
conseguiu-se separar nitidamente T. maculata, que ficou distante, de T. pseudomaculata e
T. wygodizinskyi. T. pseudomaculata foi segregada em dois ramos: um ramo composto por
exemplares provindos dos Estados de Bahia e Minas Gerais e 0 outro ramo, por exemplares
do Ceara, proximamente relacionados a T. wygodzinskyi, formando um grupo irméo
(CARBAJAL DE LA FUENTE et al., 2008; no prelo).

As espécies de T. infestans procedentes de Cochabamba (044C) e Santa Cruz -
Bolivia (072B) formaram ramo com as procedentes de Gloria de Dourados (073B) e
Mambai —GO, Brasil (007A), Frutal - MG, Brasil (022A) e Tanhacu — BA, Brasil (067B)
com inclusdo de T. platensis e divergéncia de 0% entre essas. No entanto, T. infestans
procedente de Tucuman - Argentina (030C) divergiu 0,3% das demais, formando ramo
basal a este clado (Tab. 7; Fig. 2).

A similaridade genética entre T. infestans e T. platensis ja foi demonstrada
anteriormente tanto, por apresentarem hibridos naturais viaveis (PEREZ et al. 2005) quanto

por dados moleculares: GARCIA et al. (2001) pelo uso de COl, 12S e 16S e também, por
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BARGUES et al. (2006) usando o primeiro espacador interno transcrito (ITS-1). Esses
resultados indicam que estas espécies estdo mais relacionadas entre si do que com T.
delpontei, apesar de os resultados obtidos por HYPSA et al. (2002), com andlise de
Maxima Parsimonia por meio de seqliéncias dos genes 16S e 12S rDNAs, ndo mostrarem
tal disting&o.

Essas trés espécies juntamente a T. melanosoma, T. rubrovaria, T. carcavalloi
Jurberg, Rocha e Lent, 1998 e T. infestans Darck Morphs, pertencem ao complexo T.
infestans CARCAVALLO et al. (2000). No entanto, MONTEIRO et al. (1999) com base
na andlise de fragmentos de citocromo b (CitB), evidenciou que tanto T. melanosoma
quanto T. infestans Darck Morphs Andinos referem-se a variagfes fenotipicas de T.
infestans |.s.

Neste trabalho, T. circummaculata (GenBank)-T. rubrovaria (117A,C; 108A)
formaram clado independente mais derivado de T. infestans-platensis o que pode evidenciar
separagdo mais recente (Fig. 2). Tal topografia tem amparo nos resultados de (GARCIA et
al. 2001). A distancia de 0% (Tab. 7) observada para T. rubrovaria(108)-rubrovaria(117)
mostra ndo haver variacdo genética entre as populacdes geogréficas de Cagapava do Sul e
Pelotas, pelo menos quanto ao gene testado.

Resultados inesperados com distancia acima de 1% foram obtidos para os ramos de
T.sordida(020C)-sordida(026C) (1%) que podem ser atribuidas a populagdes geograficas
mas. que estdo dentro do esperado apara a admissao de espécie unica (DUJARDIN et al.,
2002) e ainda, para T. brasiliensis(076B)-brasiliensis(076C) (1,3%) que precisa ser revista.
Neste segundo ramo houve também, a inclusdo de T. sherlocki (245) com distancia de 0,2%

deste para com T. brasiliensis-brasiliensis (Tab. 7; Fig. 2).
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Quanto a T. brasiliensis, considerado o principal vetor do Trypanossoma cruzi para
os estados do nordeste brasileiro € uma espécie que possui, ao longo de sua distribuicao,
quatro variantes cromaticas nos padrdes do pronoto, nas pernas e nas asas: T. brasiliensis
brasiliensis Neiva 1911, encontrado na regido de Caiacd, Rio Grande do Norte; T.
brasileinsis melanica Neiva & Lent 1941, da regido de Espinosa, Minas Gerais; T.
brasiliensis macromelanosoma Galvédo, 1956, prodedente de Petrolina, Pernambuco e T.
brasiliensis juazeirensis, de Juazeiro, Bahia (COSTA et al. 1998). Recentemente foi
demonstrado que os fendtipos conhecidos como juazeiro e melanica mereciam provavel
status de espécies, pois pareciam representar linhagens evolucionéarias distintas
(MONTEIRO et al. 2004; ABAD-FRANCH & MONTEIRO 2005), o que, de fato, ocorreu:
em 2006 quando T. brasiliensis melanica recebeu o status de espécie passando a se chamar
Triatoma melanica Neiva & Lent 1941 stat nov. (COSTA et al. 2006) e em 2007, aqueles
coletados em Juazeiro receberam 0 mesmo status com o nome de: T. juazeirensis Costa &
Felix 2007 n.sp. (COSTA & FELIX 2007).

T. sherlocki foi descrita a partir de espécimes coletados no Municipio de Gentio do
Ouro, distrito de Santo Inécio, Bahia, Brasil por ocasido de um inquérito soroldgico sobre
doenga de Chagas nessa regido no ano de 1976 (CERQUEIRA 1982) no qual alguns de
seus exemplares estavam naturalmente infectados com T. cruzi.

Segundo o autor, o local onde esse triatomineo foi coletado era rochoso, desprovido
de vegetacdo e habitado por lacertideos e roedores silvestres (CERQUIERA 1982, PAPA et
al., 2002).

A regido de ocorréncia dessa espécie é simpatrica a de Triatoma lenti Sherlock &
Serafim, 1967 a quem PAPA et al. (2002) atribuem afinidade morfolégica, com variagdes

cromaticas do corpo, pelas asas curtas e diferencas do pronoto, escutelo e cabeca. No
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entanto, CERQUEIRA (1982) em estudo envolvendo cruzamentos interespecificos de T.
sherlocki com T. infestans, T. lenti e T. brasiliensis, obteve hibridos viaveis apenas com
relagdo a Gltima. Tal resultado fez esse autor considerar T. sherlocki como uma subespécie
de T. brasiliensis denominando-a T. brasiliensis santinacensis. Nossos resultados, portanto,
comprovam o relacionamento préximo dessas duas espécies. Mas, a auséncia de T. lenti em
nossas analises impede uma concluséo satisfatoria com relacéo a T. sherlocki relacionar-se
mais a T. brasiliensis ou a T. lenti.

Triatoma sordida é considerado vetor secundario do mal de Chagas principalmente
devido ao seu comportamento peridomiciliar, colonizando, em especial, galinheiros. No
entanto, apo6s a eliminacdo das populagfes domesticas de R. prolixus e T. infestans
aumentaram os relatos de sua ocorréncia intradomiciliar (SCHOFIELD, 1994). E a espécie
nominotipica do complexo especifico que inclui ainda: T. guasayana Wygodzinsky e
Abalos, 1949, T. patagonica Del Ponte 1929 e T. garciabesi Carcavallo, Cichero, Martinéz,
Prosen e Ronderos, 1967 que foi considerada como sindnimo de T. sordida por quase duas
décadas (CARCAVALLO et al., 2000).

A posicdo basal no clado correspondente aos Triatomas sul-americanos e proxima
aos Triatomineos nearticos de T. vitticeps (Stal 1859) (6A,C), mostrada na Figura 2,
necessita ser melhor avaliada em analises futuras porém, concorda com os resultados de
GARCIA e POWELL (1998). Esse triatomineo ocorrente nos estados de Bahia, Minas
Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro, é freqlientemente coletado pelos moradores de
areas rurais do Espirito Santo e incriminado com a transmissdo do T. cruzi no Estado do
Rio de Janeiro. Essa espécie apresentou elevada taxa de infeccdo natural por
tripanosomatideos semelhantes ao T. cruzi e indices elevados de domiciliacdo para o Estado

do Espirito Santo (SANTOS et al. 2006).
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T. protracta (45 A, B) apareceu em um “cluster” com Mepraia spnolai relacionado
a D. maxima (Fig. 2). Esse clado separou nitidamente os ramos (Linshcosteus-T.
rubrofasciata) e o ramo que incluiu os representates do Género Panstrongylus daqueles
onde se inserem os demais Triatomini (Fig. 2). Essa topologia ja havia sido observada por
HYPSA et al. (2002).

As arvores de Maxima Parsimonia (MP) e Versossimilhanca (ML) (Figs. 3; 4)
apresentaram “clusters” muito semelhantes aos que obtivemos pela analise de distancias
com excecdo da posicdo de T. protracta (complexo T. lecticularia) basal ao clado
“Triatomini”, como clado irm&o de Linshcosteus-T. rubrofasciata, ambos do GenBank, na
arvore de verossimilhanga, que suporta a idéia de origem independente a partir de pelo
menos dois ancestrais nao-triatomineos para os clados Norte-Centro Americanos e
Sulamericanos evidenciada nos trabalhos de LYMANN et al. (1999), PATTERSON et al
(2001), HYPSA et al. (2002), SAINZ et al. (2004), PAULA et al. (2005).

Segundo SCHOFIELD (1988, 2000) e GORLA et al., (1997) o género Linshcosteus
e as espécies de Triratoma do “Velho Mundo” teriam origem por alopatria a partir de
derivagdes ocorridas em populagdes de T. rubrofasciata dispersadas passivamente pelas
rotas comerciais da América do Sul para o Oriente durante os Ultimos 350 anos. As analises
moleculares feitas por HYPSA (2002), PAULA et al. (2005) e os resultados deste estudo
demonstram a proximidade genética entre esses Hemiptera.

No entanto, PATTERSON et al (2001) por meio de estudo morfométrico apontam
para uma segunda hipétese de que a derivagdo dos triatomineos do “Velho Mundo” poderia
ter ocorrido a partir de T. lecticularia, ou outra espécie do complexo ao qual esta é

nominotipica.
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Tal evento evolutivo implica também, em uma possivel origem de T. rubrofasciata
a partir de derivacdo ocorrida em uma das espécies do complexo supra citado,
provavelmente T. rubida, com a qual guarda muita proximidade morfométrica. Em trabalho
recente, PFEILER et al. (2006) usando como marcadores os genes CitB e COI obtiveram T.
rubida em posicdo basal ao clado dos “Triatomas Neérticos”, reforcando a hipotese de
divergéncia anterior aos demais.

Dessa forma, T. rubrofasciata, assim como os triatomineos extramericanos e, talvez
até mesmo, alguns dos triatomineos da América do Sul, podem ser oriundos a partir da
diversificagdo dos ancestrais dos triatomineos norte americanos do complexo T. lecticularia
ocorrida a cerca de 99,8-93,5 milhdes de anos, coincidindo com a formagéo do continente
Sul Americano durante a separagédo da Gondwana (> 95 MA) (PATTERSON et al. 2001,
GAUNT e MILES, 2002; SCHAEFER 2003). E a posicdo basal de T. protracta neste
estudo pode sugerir isso.

Pela Méaxima Verossimilhanca (Fig. 4), o Género Panstrongylus apresentou
parafilia e relacdo préxima de P. megistus a D. maxima, ao complexo T. dimidiata e aos
Triatoma norte-americanos obtidas também em trabalhos anteriores (HYPSA et al., 2002;

PAULA et al., 2005) o que também sustenta os comentarios dos trés paragrafos anteriores.
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Figura 3. Arvore de Maxima Parcimonia obtida com base no gene 16S para Triatomineos mantidos em
coldnias no Servigo Especial de Saide de Araraquara — SP (SESA) e disponiveis no GenBank. . Os ndmeros
associados aos ramos referem-se aos valores de “bootstraps” para 1000 replicacdes.
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Figura 4. Arvore de Méxima Verossimelhanga obtida com base no gene 16S para Triatomineos mantidos em
coldnias no Servigo especial de Salde de Araraquara — SP (SESA) e disponiveis no GenBank.
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5.2. Andlise do gene citocromo oxidase b (CitB):

Com o gene CitB obtivemos efetivamente amplificacdo apenas para 8 espécies de
Triatominae (Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma) (Tab. 8) apesar de ter-se testado com as
mesmas espécies usadas com o gene 16S. Os produtos de amplificacdo desse gene foram de
aproximadamente 500 pb (Anexo 4). Da mesma forma referida anteriormente, o0s
fragmentos obtidos foram seqlienciados. As sequéncias geradas possuem 393 pb, com
34,4% de A, 33,8% de T, 20,9% de C e 10,9% de G, muito préximos aos valores obtidos
por LYMAN et al., (1999). O alinhamento com seqiiéncias do mesmo gene para outros
triatomineos e também de Arilus cristatus (grupo externo) disponiveis no GenBank (Tab.

8) € mostrado na Figura 5.
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Tabela 8. Lista de espécies de triatomineos, mantidas pelo Servico Especial de Saude de
Araraquara - USP que efetivamente foram positivas pelo exame do gene CitB do DNA
mitocondrial, segundo sexo, estadio, procedéncia e cddigo da colbnia (CTA). A-ninfa, B-

fémea, C-macho.

R - Sexo I CTA -
Género Espécie Estadio Procedéncia Coldnia
Rhodnius

R. prolixus B Col6mbia 003

R. prolixus* D Col6mbia 004

R. prolixus B Fac. de Medicina Rib. Preto- SP - Brasil 029
C

R. pictipes A Jacunda — PA - Brasil 057

Panstrongylus

P. megistus C Almino Alfonso — RN - Brasil 008

P. megistus B Araraquara — SP - Brasil 082

P. megistus A Séo Felipe - BA- Brasil 137

P. megistus Campus Gerais — MG - Brasil 199

Triatoma

T. brasiliensis B Séo Jodo do Piaui - PI- Brasil 076

T. infestans A Mambai — GO- Brasil 007

T. infestans A Frutal - MG- Brasil 022
C

T. infestans C Cochabamba - Bolivia 044

T. infestans B Santa Cruz - Bolivia 072

T. infestans B Tanhagu - BA- Brasil 067

T. infestans B Gloria de Dourados - MS- Brasil 073
C

T. protracta A Monte Del Diablo — California — EUA 045
B

T. vitticeps A Guarapari - ES- Brasil 006
C

* Linhagem: olhos vermelhos
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Figura 5. Alinhamentos das seqiiéncias de fragmentos do gene citocromo oxidase B (CitB) para triatomineos
mantidos em coldnias no Servigo Especial de Salde de Araraquara- SP (SESA) e disponiveis no GenBank.
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Com o uso do programa MEGA construimos uma matriz de distancia como mostra
a Tabela 9. Onde as distancias gerais variaram de 0% a 31,5 % entre todos os Triatominae
estando corroboradas pelos estabelecidos por DUJARDIN et al., (2002).

A arvore de distancia para o gene CitB (Fig. 6), apesar de possuir menor numero de
especies, mostrou de modo geral as mesmas topografias observadas para o gene 16S.
Principalmente em relacdo a parafilia de Rhodnini e a proximidade génica de P. megistus
com o clado dos triatomineos Centro-Norte Americanos coincidindo com os trabalhos de
LYMAN et al. 1999). Mais uma vez evidenciando a origem polifilética de Triatomini
observada em trabalhos anteriores (BARGUES et al. 2000; HYPSA et al., 2002; PAULA et
al. 2005)

Apesar do numero reduzido de espécies para as quais obtivemos fragmentos do
gene CitB e de constatarmos haver também, poucas sequéncias do mesmo no GenBanK.
Observou-se que 0 mesmo é mais polimdrfico do que o 16 S sendo Util para distin¢do de
variacOes genéticas em populagdes geograficas de uma mesma espécie. Isto foi observado
em T. infestans, P. megistus e R. prolixus como mostra a arvore de distancia (Fig. 6).

Em T. infestans, o polimorfismo variou de 0% a 1,5% (Tab. 9), caracteristicos de
diferentes populagdes geograficas. Foram distinguidos quatro haplotipos dentre as amostras
testadas com clusters coerentes, principalmente quanto as populacdes procedentes da
Bolivia (44B-72C) e Minas Gerais-Bahia, Brasil (67B-73C) embora, sejam necessarias a
inclusdo de amostras de outras procedéncias para uma analise mais precisa. A amostra
procedente de Mambai (7A) mostrou-se mais diversificada do que as demais tomando

posicéo basal ao clado (Fig. 6).



Tabela 9. Matriz de distancias obtidas para fragmentos do gene CitB (mtDNA) para espécies de triatomineos mantidas em colénias pelo Servico Especial de Salde de
Avraraquara- SP e disponiveis no GenBank.

T.vitticeps 6A
T.vitticeps 6C
P.megistus 8C
P.megistus 199
P_.megistus 137A
P_megistus GB
P_megistus 82B
T.protracta 45A
T.protracta 45B
D.maximus GB
T.dimidiata GB
T.infestans 73C
T.infestans 67B
T.infestans 72C
T.infestans 44B
T.infestans 22C
T.infestans 7A

T.brasiliensis76B

R.prolixus 3B
R.prolixus 29B
R.prolixus 29C
R-neglectus GB
R.prolixus 4D
P.coreodes GB
R.pictipes 57A
R.brethesi GB
A.cristatus GB
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0.000
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0.175
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0.263
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0.253
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Tabela 9. Matriz de distancias obtidas para fragmentos do gene CitB (mtDNA) para espécies de triatomineos mantidas em colénias pelo Servico Especial de Salde de
Avraraquara- SP e disponiveis no GenBank.

T.vitticeps 6A
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Figura 6. Arvore de distancias obtidas para fragmentos do gene CitB (mtDNA) para triatomineos mantidos

em coldnias pelo Servigo Especial de Saude de Araraquara —SP (SESA) e disponiveis no GenBank.
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T. infestans foi, até periodo recente, a espécie vetora mais importante no contexto da
doenca de Chagas. Muitos autores admitem a origem e centro de dispersdo dessa espécie a
partir das areas mesotérmicas da regido de Cochabamba, Bolivia (FORATTINI 1980;
SCHOFIELD, 1988, 2000; DUJARDIN et al., 1997a,b, 1998b, 2000; CARCAVALLO et
al., 2000; NOIREAU et al., 2000a,b, 2005). As evidéncias moleculares apontam em haver
dois haplotipos basicos dessa espécie, um Andino e um ndo-Andino, estabelecendo a sua
origem das terras altas dos Andes até a regido do Chaco (NOIREAU et al., 1999, 2000a,b,
2005; PANZERA et al., 2004; BARGUES et al. 2006).

As populacdes domiciliadas de T. infestans estdo sob os esfor¢os conjuntos dos
paises do Pacto Andino e Cone Sul para a sua erradicacdo, com significativo sucesso
(WHO 2002). Porém, algumas localidades tém apresentado reinfestacdo dos domicilios
tratados com inseticidas com base em piretroides que é atribuida a resisténcia das
populagOes locais ao tratamento (MONTERIO et al. 2001; MARCET et al. 2006). Para
solucéo desse problema € necessario o uso de marcadores com grande poder de resolucao,
por exemplo microssatélites, uma vez que as técnicas de aloenzimas ndao foram
suficientemente polimorficas para explicar a dispersdo ou fluxo génico. E as
morfométricas, a apesar de mostrar padrdes na estrutura espacial das populacBes
geograficas ndo possibilitaram explicar a origem das mesmas (MARCET et al. 2006).

Nesse sentido a utilizagdo de sequéncias do gene CitB parece ser promissora, posto
que conseguiu-se identificar quatro haplotipos distintos mesmo em um ndmero reduzido de
populagdes testadas.

T. infestans apresenta grande afinidade genética com T. platensis evidenciada por

hibridizacdo completa, com descendentes viaveis e, citogeneticamente por emparelhamento
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nos dos cromossomos durante a divisdo celular (PEREZ et al., 2005). Neste trabalho, essa
condicdo foi mostrada pela anélise de distancias com o gene 16S (Fig. 2), no entanto, ndo
se conseguiu amplificar o fragmentos para o CitB.

A posigdo basal de T. brasiliensis ao clado acima é explicada pela auséncia nesta
analise das espécies com quem apareceu alinhado pelo gene 16S. O mesmo pode ser dito a
respeito do “cluster” (T.dimidiata (T .protracta, D .maxima)), ver Figura 6, explicado pela
ndo participacdo de Linshcosteus e T. rubrofascita na analise com o gene CitB. Porém, T.
dimidata tem relacionamento mais préximo ao complexo M. phyllosoma de Meccus (Stal
1859), género revalidado por CARCAVALLDO et al., (2000) e confirmado pelas analises
moleculares de HYPSA et al. (2002).

T. vitticeps apareceu basal ao clado T. brasiliensis-infestans, porém, sustentado por
um bootstrap de 34 %, considerado muito baixo, indicando novamente a necessidade de
inclusdo de novas amostras para uma analise mais conclusiva (Fig. 6).

Em Panstrongylus megistus identificou-se cinco populagdes distintas com distancias
que variaram até 3,9% (Tab. 9) resultados corroborados por resultados anteriores obtidos
por diversas técnicas que envolveram estudos morfoldgicos, morfométricos, moleculares e
biométricos (BARBOSA et al., 1999, 2001, 2003, 2004, 2006; SANTOS et al. 2003).

Esses estudos estabeleceram a ocorréncia de, pelo menos trés, haplotipos distintos
para as populacGes de P. megistus ocorrentes no Brasil, sendo que aquelas procedentes dos
Estados de Santa Catarina e Ceara mostraram-se mais diversificadas entre si do que aquelas
dos demais Estados e formaram clado interno no fenograma. A origem dessas populagdes,
determinada por meio de Cy4, foi estabelecida entre 18.000 e 8.000 anos. Tendo como

eventos de relevancia para o isolamento geografico entre as mesmas: 0 surgimento das
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Serras do Mar e Mantiqueira e posteriormente a formagéo de “ilhas” de Mata Atlantica no
interior da caatinga (BARBOSA et al. 2006).

Essa espécie € considerada atualmente um dos mais importantes vetores do mal de
Chagas no territorio brasileiro (SCHOFIELD, 1994, CARCAVALLO et al. 1998; DIAS et
al., 2002; DIAS, 2006).

O dominio morfocliméatico original dessa espécie consiste nas florestas tropicais
Atlanticas e sua domiciliagcdo é o resultado da acdo humana sobre os seus habitats naturais.
Essa espécie tem uma ampla distribuicdo geografica, sendo encontrada do Nordeste ao Sul
do territério brasileiro abrangendo 17 estados desta regido, ocorrendo nos dominios
fitogeograficos dos cerrados, das Matas Atlanticas remanescentes e das caatingas (seca,
floresta aberta) onde as ilhas de mata original cercadas por pastagens permitem que as
populacBes de P. megistus sobrevivam em isolamento geografico. Fora do Brasil €
registrado na Argentina, Paraguai, Uruguai e Bolivia (FORATTINI 1980, SCHOFIELD
1994, CARCAVALLO etal. 1998, BARBOSA et al. 2003, 2004).

A parafilia do Género Panstrongylus, como também sua estreita relagdo genética
com os triatomineos Centro-Norte Americanos pertencentes ao Genéro Meccus, D. maxima
e ao complexo T. lecticularia de Triatoma foi demonstrada por meio da andlise de I1TS-2,
16S e 12S, corroborando com a hipétese de origem do clado neotropical de Triatomini a
partir de ancestrais das linhagens nearticas, ou ainda, por derivacdo direta de um dos
membros ja constituidos, T. rubida, por exemplo, semelhantemente ao que supostamente
tenha ocorrido aos Triatominae do Velho Mundo (PATTERSON et al., 2001; HYPSA et al.
2002; MARCILA et al., 2002; SAINZ et al. 2004).

No trabalho de MARCILA et al., (2002) foi verificado ndo haver diferencas

genéticas entre P. lignarius e P. herreri, levando estes autores a proporem a sinonimia
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destas espécies. Também, foi verificada a divergéncia maior de P. rufotuberculatus em
relacdo as demais espécies de Panstrongylus o que poderd determinar a revalidagdo de
Mestor genéro proposto por Kirkhaldy (1904) para a incluséo deste taxon sdo corroboradas
por SANTOS et al. (2003).

Os resultados para a Tribo Rhodniini foram semelhantes aos registrados para o gene
16S e confirmaram a parafilia deste grupo com formacdo de dois clados distintos nos quais
ocorrem relacionamento de R. pictipes-brethesi e de P. coreodes-R. prolixus-R. neglectus ja
observados em estudos anteriores (HYPSA et al. 2002; PAULA et al. 2005).

As distancias foram: 15 % entre R. brethesi e R. pictipes, e variaram de 0,5 % a
12,7% no ramo correspondente a (P. coreodes (R. prolixus 4D (R. neglectus ( R. prolixus
3C/R. prolixus 29C (R. prolixus 29 B))))) sendo que entre os R. prolixus 4D apresentou-se
mais diversificado do que os demais (12,4 %). A inclusdo neste ramo de R. neglectus
(GenBank) distinguindo dois grupos de R. prolixus pode ter vérias interpretacbes uma vez,
que ndo nos foi possivel extrair maiores informagdes sobre a procedéncia da coldnia de
CTA-029 doada para o SESA pela Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brasil ainda durante a década de 1970. Pode inclusive, ser um caso de erro de identificacdo
pois, a distancia dessa para R. neglectus foi de 0,64 % (Tab. 9; Fig. 6).

R. brethesi e R. pictipes séo consideradas silvestres e ocorrem na regido amazonica.
Ambas estdo associadas a palmeiras sendo a primeira, a piassava (Leopoldina piassaba) e a
segunda, a mucuja (Acrocomia sclerocarpa). As duas porém, tém sido registradas no
peridomicilio, relacionadas a casos agudos de doenca de Chagas na Amazodnia
(CARCAVALLO et al. 1999, GALVAO et al. 2003, MINISTERIO DA SAUDE 2007) e
em estudos filogenéticos recentemente publicados apareceram relacionadas a R. pallescens

(CHAVES et al. 1999, HYPSA et al. 2002).



84

Em relacdo a R. neglectus, estd amplamente distribuida por 11 estados brasileiros,
normalmente associada a palmeiras dos genéros Attalea, Mauritia e Acrocomia, a ninhos de
passaros funeridae e de mamiferos Didelphis (CARCAVALLO et al. 1998, SILVEIRA et
al. 1999). Apesar, de ser corriqueiramente encontrada no peridomicilio e intradomicilio,
ndo e considerada vetor importante para o mal de Chagas (BARRETO 1979).

R. prolixus, como comentado anteriormente, esta entre os mais importantes vetores
da América Latina, e ocorre em habitacdes humanas da Colémbia, Venezuela e América
Central.

A érvore de Maxima Parcimdnia (Fig. 7) apresentou topografia em que as relagdes
filogenéticas entre as espécies foram coincidentes com as da arvore de distancia. Ja a arvore
de Méxima Verossimilhanca (Fig. 8) apresentou T. vitticeps em ramo basal relacionado aos
Triatomini do hemisfério norte, diferindo da arvore de distancias e de MP assim como, aos
resultados do gene 16S obtidos nesta Tese e em filogenias anteriores (HYPSA et al. 2002,
SAINZ et al. 2004; PAULA et al. 2005).

Neste trabalho, as &rvores de distancia obtidas por Neighbor Joining (NJ) (Figs.
2;6) foram utilizadas para inferir relagbes filogenéticas pelo numero de diferencas
encontradas nas seqliéncias de bases resultantes do alinhamento dos produtos de PCR de
cada gene. Este método pressupde que as espécies com menores distancias entre si sejam
mais proximamente relacionadas (RIDLEY, 2006).

E um modo facil e rapido, porém no tdo preciso de se estabelecer inferéncias
quanto as relagdes de parentesco evolutivo entre espécies ou grupos de espécies (RIDLEY,
2006). E pode ser aplicado ao DNA mitocondrial dos insetos, que apresenta alto teor de
pares A — T (cerca de 70%), pois, admite ndo haver equilibrio na composicdo das

sequiéncias de base (A, T, C e G) que ocorrem em desigualdade (DeSALLE et al., 1987;
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SAITOU e NEI, 1987; GALTIER e GOUY, 1995). Os resultados desta tese estdo portanto,
coerentes com as observacgdes desses autores.

Aceita-se que valores de corte de distancias genéticas que distinguem espécies
tenham valores proximos a 16% (THORPE e SOLE-CAVA, 1994). NOIREAU et al.
(1998) estabeleceram que valores ao redor de 10% sejam indicativos de nivel especifico
para os insetos de importancia médica. Em triatomineos os valores médios encontrados
para comparac@es interespecificas foram de 50,1 + 34,1% e entre populacdes geograficas
de uma mesma espécie (co-especificos), cerca de 1,3 £ 0,9% (DUJARDIN et al, 2002).

Nesta tese o valor maximo de distancias genéticas entre duas espécies foi para R.
neglectus 1A e T. sordida 20C (20,9%) (Tab. 7) para o gene 16 S e 31,5% entre R. prolixus
(29C) e T. dimidiata do GenBank para o gene CitB (Tab. 9), portanto, dentro dos
estabelecidos por DUJARDIN et al. (2002).

Em contra partida, os métodos de Maxima Parcimonia (MP) (Figs. 3;7) e Méaxima
Verossimilhanca (ML) (Figs. 4;8) sdo métodos mais sofisticados que permitem andlises
cladisticas. E distinguem dos métodos numeéricos de inferéncias sisteméticas, que
considederam apenas as quantidades de igualdades (e/ou diferencas) existentes entre as
espécies (ou grupos). Pois, estdo pautadas na capacidade de se identificar os estados
primitivos (plesiomorficos) e derivado (apomorfico) dos caracteres, no caso, a composi¢do
das seqliéncias das bases nitrogenadas de fragmentos dos genes 16S e CitB do DNA
mitocondrial de triatomineos, mediante comparacdo com um grupo “externo” (out group)
utilizando-se apenas a apomorfias verdadeiras (sinapomorfias) para as inferéncias (AVISE,

1994; THORPE e SOLE-CAVA, 1994; ABAD-FRANCH e MONTEIRO; 2005).
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Figura 7. Arvore de Méaxima Parcimonia obtida por meio de seqiiéncias de fragmentos do gene CitB para
Triatomineos mantidos pelo Insetdrio do Servigo Especial de Salde de Araraquara-SP (SESA) e disponiveis

no GenBank. Os nimeros associados aos ramos referem-se aos valores de “bootstraps” para

1000 replicacdes.
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Figura 8. Arvore de Méaxima Verossimilhanca obtida por meio de fragmentos do gene CitB para
Triatomineos mantidos em coldnias pelo insetario do Servico Especial de Salde de Araraquara —
SP (SESA) e disponiveis no GenBank.
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E preciso ressaltar que a analise de Méaxima Verossimilhanca é considerada a mais
confidvel, entre os trés métodos aqui utilizadas pois, apresenta menor probabilidade de erro,
porque, além de examinar todas as filogenias possiveis, como faz a parcimonia, faz também
estimativas e calculos detalhados para todas elas (RIDLEY 2006).

Por isso, a presenca de T. protracta em ramo basal aos Triatomini quando usado o
gene 16S e de T. vitticeps basal ao ramo dos Triatomini Nearticos, com a incluséo de P.
megistus no mesmo ramo, para o CitB (Figs. 4; 8) séo relevantes, uma vez que, revelam
afinidade genética entre esses taxons e sustentam a hip6tese de derivacdo dos Triatomini
Neotropicais a partir de linhagens ancestrais de Triatomini Nearticos, como exposto acima
(PATTERSON et al. 2001, GAUNT e MILES, 2002; SCHAEFER 2003), que deve, no
entanto, ser melhor avaliada futuramente.

Como pressuposto, as coldnias do insetario do SESA de fato, constituem um acervo
importante de material bioldgico a ser utilizado tanto em estudos sistematicos classicos,
como morfologia, fisiologia, bionomia, etc, quanto em estudos por meio de técnicas
moleculares. Porém, é necessario muito cuidado em relacdo as inferéncias feitas a partir de
estudos com coldnias, uma vez, que as mesmas podem conter erros de rotulagem ou de
identificacdo (CARBAJAL DE LA FUENTE, 2007; SANTOS et al., 2007), possuir
hibridos acidentais de populacdes distintas e/ou mesmo, espécies (BELISARIO et al., 2007;
in press) e endogenia devido ao confinamento (GARCIA et al., 1995) que podem levar a

erros de interpretacdo e comprometer os resultados da pesquisa.
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VI. CONCLUSOES:

1-

Os genes 16S e CitB mostraram-se Uteis para estudos filogenéticos e de genética
de populacgdes, pois permitiram a distingdo entre populacdes geograficas (ou
mesmo cripticas) dos grupos analisados;

O gene CitB revelou-se mais polimérfico do que o 16S na distingdo das
populacdes geograficas pela andlise de distancias genéticas. No entanto,
apresentou maior grau de dificuldade para se obter amplicons adequados ao
sequenciamento e alinhamento;

Evidenciou-se a polifilia, em carater entertribos e intratribos, da subfamilia
Triatominae, suportada pela parafilia observada tanto em Rhodniini quanto em
Triatomini mostradas, tanto em carater entretribos quanto intratribos, pela
ocorréncia de dois ramos distintos observados nos Géneros Rhodnius,
Panstrongylus e Triatoma;

Foi possivel identificar possiveis erros de identificacdo ou rotulagem para as
colbnias de R. robustus (CTA-011); R. prolixus (CTA 004) e R. prolixus (CTA-
029) e um erro real deste tipo par T. maculata (CTA-120) do SESA
Evidenciou-se a possivel origem dos “Triatomas” Neotropicais a partir de
derivacGes de Triatomas Nearticos, verificada pela estreita relacdo genética de
Panstrongylus e Triatoma vitticeps com o ramo Norte-Centro Americano de
Triatoma; por meio das relagdes com T. protracta, D. maxima e T. dimidiata;
Foi possivel conseguir a primeira seqiiéncia de bases nitrogenadas de

fragmentos do gene 16S para Triatoma sherlocki Papa et al. 2002.
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As analises filogenéticas com base em marcadores moleculares constituem
importante ferramenta para resolucdo de questdes sistematicas dos diversos
taxons. Porém, os conhecimentos da sistematica classica como a morfologia,
morfometria, ecologia, comportamento, entre outros, sdo indispensaveis para
uma andlise segura dos dados obtidos por estas técnicas.

Apesar dos problemas referidos como erros de rotulagem, formagdo acidental
de hibridos ou mesmo homogenia genética (endogenia) que podem ocorrer, as
colbnias de triatomineos do SESA revelaram-se importante fonte de material
para estudos sistematicos de triatomineos, pois compreendem amostras
significativas de vérias populacGes triatominicas da Ameérica, principalmente de
espécies consideradas vetores principais do mal de Chagas como Triatoma
infestans, Panstrongylus megistus, Rhodnius prolixus e Triatoma brasiliensis.
Algumas questBes sistematicas relativas a origem do relacionamento
filogenético dos triatomineos continuam em aberto. Talvez sejam necessarios
novos reagrupamentos dos membros deste grupo, para que a Subfamilia
continue valida. Para tanto, sdo necessarias analises mais completas, com a
inclusdo dos demais representantes da subfamilia ainda ndo estudados:
Alberproseniini, Bolboderini e Cavernicolini, outros marcadores moleculares,
bem como, de caracteres oriundos da sistematica classica, para decisfes

sistematicas seguras.
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VIl. COMENTARIOS FINAIS

Os resultados desta Tese, quando vistos em conjunto aos obtidos em trabalhos
precedentes, apesar de muito esclarecedores, ainda deixam em aberto muitas questdes
referentes ao relacionamento evolutivo da subfamilia Triatominae.

Algumas destas questdes referem-se, por exemplo, a origem desses insetos. As
evidéncias aqui apresentadas sustentam a hipotese de origem polifilética proposta por
SCHOFIELD (1988, 2000) e defendida por GORLA et al. (1997) e reforcada em trabalhos
posteriores como MARCILLA et al. (2002), HYPSA et al., 2002 e PAULA et al. (2005).
Mas, ndo sdo conclusivas, pois as relacdes estabelecidas, por ambos 0s genes, também
apontam para a uma origem dos Triatomini Neotropicais a partir de ancestrais Nearticos
como posto anteriormente (Ver discussdo). Se for assim, a hipotese monofilética sugerida
por USINGER (1944) e apoiada por LENT e WIGODZINSKY (1979) ganhara novo
folego.

Porém, como manter valida essa subfamilia mediante aos resultados de PAULA et
al. (2005) que, apesar de ndo conclusivos (segundo os préprios autores), refutam a hipotese
de Rhodniini e Triatomini consistirem grupos-irmdos e sugerem claramente a origem
polifilética desses insetos?

Outra questdo em aberto reside na origem de Linshcosteus: Teriam 0s representantes
deste género derivado diretamente de T. rubrosfasciata, como mostram as filogenias de
HYPSA et al. (2002), PAULA et al. (2005) ou a partir de T. lecticularia como propde
PATTERSON et al. (2001)?

Contudo, ambos os autores admitem que esse evento evolutivo esteja relacionado a

um processo de evolucdo répida ocorrido entre os ultimos trés ou cinco séculos. Mas, a
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origem de Linshcosteus pode ser mais antiga, a partir de um ancestral comum
compartilhado com T. rubrofasciata ou outro “Triatoma” Neartico que tenha iniciado a sua
dispersdo da América do Sul para a massa de terra que constitui, hoje, a india e desta forma
derivado por alopatria.

Os Triatomini da América do Sul sdo descendentes de linhagens de triatomineos, ou
de ancestrais ndo-triatomineos, do hemisfério norte? Ou ainda, tém origem independente
em relacdo a eles? Como mostram os trabalhos de SAINZ et al. (2004) e de PAULA et al.
(2005). Assim sendo, poderemos no futuro nos referir aos “barbeiros” como membros de
uma Unica subfamilia?

Admitimos que certamente devam ser feitos novos arranjos na sistemética deste
tdxon. De certo, serdo necessarias proposi¢des novas para géneros ou tribos, que permitam
conciliar as parafilias de Rhodnius e Triatoma. Por exemplo, a revalidagdo do Género
Mestor para a inclusdo de P. rufotuberculatus, o0 mais divergente entre os representantes do
género Panstrongylus, como mostrou o trabalho de SANTOS et al. (2003).

Concordamos com SCHAEFER (2003, 2005) e PAULA et al. (2005) ao admitir que
somente a analise cladistica podera solucionar as questdes, ainda em aberto, das relacfes
filogenéticas e do caminho evolutivo dos aqui considerados Triatominae mas, que Sao
necessarios novos testes, mais “robustos”, em que sejam incluidos representantes dos
demais género, até agora ndo testados, para tomarmos uma decisdo sistematica mais

adequada.
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Analise das relacdes taxonémicas e sistematicas entre espécies de triatomineos
(Hemiptera: Reduviidae) de col6nias mantidas pelo Servigo Especial de Saude de
Araraquara, inferida de sequéncias do 16S rDNA mitocondrial
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ABSTRACT: Nucleotide sequences of mitocondrial 16S rDNA gene were analysed in 14
populations of triatomine bugs from colonies maintained by SESA, Araraquara, S&o
Pauolo, Brazil, comparing them with sequences of same gene found in the GenBank. The
fragments varied from 311 to 317 bp, with low intra-specific genetic distance (0% to 0.6%),
with exception of the relationship among Triatoma sordida-sordida (1%) and T.
brasiliensis-brasiliensis (1.3%) that were attributed to population genetic differences. The
paraphyly of Rhodniini and Panstrongylus genus was evidenced by this analyses,
confirming previous results between these and the narrow relationships of R. prolixus with
R. robustus and of T. infestans with T. platensis. The analyses have also demonstrated that
the colony of T. maculata of the SESA was indeed T. pseudomaculata. The results
evidence the utility of the gene 16S as molecular marker in the species of triatomine bugs
and its importance in systematic and taxonomy questions. There is a necessity of new
studies including new molecular markers associated with classic systematic characters of
morphology, ecology and behaviour for adjust systematic decisions since that will be not
only systematic impact but, for new strategies of control.

KEYWORDS: Triatominae, Chagas disease vectors, systematic, 16S rDNA.

RESUMO: Foram analisadas sequiéncias de nucleotideos do gene 16 S do rDNA
mitocondrial em 14 populacGes de triatomineos mantidos em coldnias no insetario SESA
de Araraquara- SP, comparando-as com sequéncias do mesmo gene disponiveis no
GenBank. Os fragmentos variaram de 311 a 317 pb com baixa variagdo intra-especifica
entre as distancias genéticas (0% a 0,6%), exceto para os relacionamentos entre Triatoma
sordida-sordida (1%) e T. brasiliensis-brasiliensis (1,3%) atribuidos a populagdes
geograficas diferentes. A parafilia de Rhodniini e do género Panstrongylus foi evidenciada
pelas analises, confirmando resultados anteriores entre estes e 0s estreitos relacionamentos
de R. prolixus com R. robustus e de T. infestans e T. platensis. Ndo houve possibilidade de
solucionar o relacionamento entre T. maculata e T. pseudomaculata. Esses taxa apareceram
ora em arranjo monofilético, ora em parafilia, com T. maculata (GenBank) associado a T .
brasiliensis (SESA), enquanto T. maculata (SESA) apareceu em “cluster” com os T.
pseudomaculata do SESA e GenBank. Os resultados evidenciam a utilidade do gene 16S
como marcador de espécies de triatomineos e sua importancia em questdes de sistematica e
taxonomia. Ha necessidade de novos estudos envolvendo outros marcadores associados a
caracteres sistematicos classicos de morfologia, ecologia e comportamento para decisdes
sistematicas adequadas uma vez, que teriam impacto ndo apenas sistematico mas, para as
estratégias de controle.

PALAVRAS-CHAVE. Triatominae, Vetores da doenga de Chagas, sistematica, 16S rDNA.



INTRODUCAO

A subfamilia Triatominae de Reduviidae comporta hoje, cerca de 140 espécies
ocorrentes e uma fossil, distribuidas em 18 géneros. Esses insetos, hematdfagos estritos em
todas as fases da vida s&o reconhecidos vetores da Doenga de Chagas, parasitemia
endemicamente distribuida entre as latitudes 40°N e 46°S do Sul dos EUA a Patagonia
Argentina (Lent & Wygodzinsky 1979; Schofield 1988; Forrero et al. 2004; Poinar 2005;
Costa et al. 2006; Galvdo & Angulo 2006; Sandoval et al. 2007; Costa & Felix 2007).

Essa enfermidade € considerada um dos mais importantes problemas de Saude na
América Latina, com cerca de 12 a 14 milhdes de individuos chagasicos, 60 milhdes
vivendo em risco e cerca de 20.000 caso/ano em 18 paises da América do Sul e Central
(Monteiro 2001; WHO 2002; Schofield et al. 2006).

Morfologicamente os triatomineos em sua maioria séo de fécil distin¢do, no entanto
alguns taxa necessitam de ferramentas mais sutis para uma adequada distin¢do (Schofield
1988; Barata et al. 1998; Carcavallo et al. 2001; Jurberg 2003). E o caso dos “complexos”
de espécies cripticas, robustus de Rhodnius e, sordida de Triatoma, entre outras (Monteiro
et al. 2001).

O uso de marcadores moleculares para fins de andlise cladistica em Triatominae,
auxilia na resolucdo desses impasses sistematicos e também acirrou as questdes sobre as
hipdteses de origem monofilética e parafilética do grupo (Jurberg 2003; Scheafer 2003;
2005).

Para inferéncias filogenéticas de populacbes e problemas relativos ao status
especifico de alguns taxa o gene 16S do DNA mitocondrial tem sido bastante util, e no
GenBank ja existe uma enorme quantidade de seqliéncias disponiveis deste gene para 0s
insetos, inclusive para Triatominae (Abad-Franch & Monteiro 2005).

O Servico Especial de Saude de Araraquara (SESA) pertencente a Faculdade de
Saude Publica da Universidade de S&o Paulo, Brasil, mantem um insetario constituido a
partir da desativacdo do biotério existente no Departamento de Epidemiologia, na unidade
matriz, na década de 1980. Conta atualmente com cerca 31 espécies de triatomineos dos
Géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus distribuidos em 140 colénias de diversas

procedéncias nacionais e internacionais que séo utilizadas por pesquisadores locais e de



instituicOes de outros estados e na¢Ges. No entanto, somente umas poucas col6nias foram
pauta de estudos moleculares.

O presente trabalho tem por finalidade apresentar as seqtiéncias obtidas do gene 16S
do rDNA mitocondrial dos triatomineos mantidos nas col6nias do SESA e comparé-las
aquelas disponiveis no GenBank no intuito de fornecer novos dados moleculares que

possibilitardo analises mais robustas futuramente.

MATERIAL E METODOS

Procedéncia dos Triatomineos. Foram testados triatomineos dos Géneros
Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma, adultos (machos e/ou fémeas) e ninfas de V estadio,
conforme Tabela 1. Esses individuos foram procedentes de colénias mantidas pelo insetario
do Servico Especial de Saude de Araraquara (SESA), da Universidade de S&o Paulo.

De algumas espécies testamos mais de uma procedéncia caso, de R. prolixus Stal
1859, R. robustus Larrousse, 1927, P. megistus (Burmeister, 1835), T. brasiliensis Neiva
1911, T. infestans Klug 1834, T. pseudomaculata Correa & Espinola 1964, T. rubrovaria
Blanchard 1843 e T. sordida Stal 1859. Os trabalhos foram executados no Laboratdrio de
Entomologia em Saude Publica (LESP) da Faculdade de Saude Pablica da Universidade de
Séao Paulo.

Os exemplares enviados semanalmente pelo insetario do SESA foram
condicionados em Tubos tipo Falcon de 50 ml, devidamente identificados e conservados
em freezer a — 70° C até o momento da extracdo do DNA total.

Seqliéncias de alguns exemplares de outras espécies de triatomineos foram obtidas

do GenBank, e estdo listados na Tabela 2 com os respectivos nimero de acesso.



Tabela 1 Lista de espécies de triatomineos examinados pelo gene 16S do DNAr
mitocondrial, sexo e estadio, procedéncia e cddigo da col6nia (CTA), mantidas pelo
SESA - USP, Araraquara-SP. A-ninfa, B-fémea, C-macho.

R - Sexo - CTA -
Género Espécie Estadio Procedéncia Colénia
Rhodnius

R. neglectus B Guaira — SP - Brasil 001

R. prolixus A Colémbia 003
B

R. prolixus* C Col6mbia 004

R. robustus A Madere de Dios - Peru 011

R robustus C Lima — Perd 012

R. pictipes A Jacunda — PA - Brasil 057
B
C

Panstrongylus

P. megistus C Almino Alfonso — RN - Brasil 008

P. megistus B Araraquara — SP - Brasil 082

P. megistus A Séo Felipe - BA- Brasil 137

P. megistus A Sta. Maria do Cambuca — PE- Brasil 139

P. megistus A Boca da Mata - AL- Brasil 146

Triatoma

T. brasiliensis B Sédo Jodo do Piaui - PI- Brasil 076
C

T. infestans A Mambai — GO- Brasil 007

T. infestans A Frutal - MG- Brasil 022
C

T. infestans C Tucuman - Argentina 030

T. infestans C Cochabamba - Bolivia 044

T. infestans B Santa Cruz - Bolivia 072

T. infestans B Tanhacu - BA- Brasil 067

T. infestans B Gloria de Dourados - MS- Brasil 073
C

T. maculata B C. Galaud - Venezuela 120
C

T. pseudomaculata A Pocinhos - PB- Brasil 018

T. pseudomaculata A Cearé- Brasil 091

T. pseudomaculata A Teofelandia - BA- Brasil 094

T. platensis A La Pampa - Argentina 133

T. protracta A Monte Del Diablo — California — EUA 045
B

T. sordida A Guaira — SP- Brasil 020
C

T. sordida C Tanhacu - BA- Brasil 026

T. rubrovaria A Cacapava do Sul - RS- Brasil 108

T. rubrovaria A Pelotas — RS- Brasil 117
C

T. vitticeps A Guarapari - ES- Brasil 006
C

* Linhagem: olhos vermelhos



Tabela 2. Numero de acesso de sequéncias do gene 16S do DNA mitocondrial de espécies
de insetos da Familia: Reduvidae, obtidas no GenBank, para comparagdo com as
sequéncias geradas nesse estudo.

Espécie NUmero de acesso
Oncerotrachelus sp AY252739
Arilus cristatus AF045712
Rhodnius domesticus AY035440
Rhodnius stali AY035437
Rhodnius brethesi AF045710
Rhodnius colombiensis AY035438
Psammolestes tertius AY035439
Psammolestes coreodes AF045708
Triatoma maculata AY035465
Triatoma pseudomaculata AY035461
Triatoma dimidiata AF045695
Triatoma circummaculata AF021188
Triatoma arthurneivai AY 035460
Triatoma rubrofasciata AY035468
Panstrongylus lutzi AY035449
Panstrongylus geniculatus AF394593
Panstrongylus herreri AY185833
Dipetalogaster maximus AF045699
Eratyrus mucronatus AY 185832
Mepraia spinolai AF324518
Linshcosteus sp. AF394595

Extracdo do DNA total. Os exemplares obtidos foram mortos por congelamento a
—-70°C. O DNA gendmico foi extraido individualmente utilizando o método de extracéo
fenol-cloroférmio, (Zahler et al. 1995) adaptado para triatomineos por Lyman et al. (1999).
De cada exemplar adulto retirou-se as pernas (os trés pares) e a cabeca. As ninfas foram
processadas integralmente.

O DNA foi obtido por meio da maceragdo individual, com pistilo, das pecas
anatdmicas acima, em micro-tubos de 1,5 ml nos quais adicionou-se 150 ul tampéo de lise
(Tris-HCI 10mM, SDS 20%, EDTA 50 mM) + 0,8 ul de proteinase K 20 ng/ul + 1,0 ul de



RNAse 10 ng/ul. Desta forma obteve-se um homogenato ao qual submeteu-se a quatro
ciclos de congelamento-descongelamento em N liquido e incubados por 1 hora em “banho
seco” a 60° C. Apds a incubacdo o DNA foi extraido com 100ul de FCI (fenol:
cloroformio: alcool isoamilico 25:24:1) e precipitado pela adi¢do de 2 volumes de etanol
absoluto (overnight a 4°C). Apds centrifugacdo (12,000 x g por 5 min), o pelete foi
ressuspendido com 50ul de TE (Tris10 mM, EDTA 0,5 mM).

Amplificacdo do gene 16S do DNA mitocondrial e sequenciamento. Cada DNA
individualmente obtido foi utilizado para amplificacdo do gene 16S. Foram utilizados como
iniciadores (primers) dos fragmentos do gene 16S de acordo com Lyman et al. (1999), e
denominados aqui como: 16SF 5° CAT CTG TTT A(A/T)C AAA (A/IG)AC AT 3’, e 16SR
5 AAAAAAATTACGCTGTTATCC CTAAAG TAA 3.

As reacdes de amplificacdo do 16S foram conduzidas por 35 ciclos (95°C por 45
min, 55°C por 1 min, e 72°C por 1 min) e seus produtos (ao redor de 500 pares de base)
foram visualizados ap6s eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de
etideo. Os fragmentos obtidos foram entdo seqlienciados diretamente em ambas direcfes
com 0s mesmos primers usando o sistema ABI Prism dGTP BigDye Terminator Ready
Reaction Kit (Perkin Elmer, Foster City, CA).

Analise das sequéncias. As seqliéncias do fragmentos do gene 16S foram alinhadas
usando CLUSTAL W software (1.60) (Thompson et al. 1994). As sequéncias podem ser
disponibilizadas pelos autores deste trabalho. O alinhamento foi examinado com o
programa MEGA software (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, version 3.01)
(Kumar et al. 2003) e uma matriz de divergéncia foi gerada. As relagdes entre as espécies
foram avaliadas por trés métodos: Neighbor Joining (NJ) com distancia Kimura dois
parametros, 1000 replicag¢fes no teste de “bootstrap” (MEGA); Maxima Parciménia (MP)
com 1000 replicas de “bootstrap” e opcdo de busca “branch-and-bound”; e Méxima
Verossimilhanca (ML), utilizando o programa PHYLIP: (Phylogeny Inference Package,
version 3.6) (Felsenstein 2004). As trés arvores foram enraizadas com sequéncias de 16S de
Oncerotrachelus sp e Arilus cristatus, como grupo externo (ndmero de acesso no
GenBank/EMBL na Tabela 2).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas seqiiéncias de nucleotideos de fragmentos do gene 16S do DNA
mitocondrial de 14 espécies dos géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius aos quais
pertencem reconhecidos vetores da doenca de Chagas na Ameérica Latina. De algumas
especies foi possivel gerar seqiéncias de diferentes procedéncias, isto ocorreu com
Triatoma infestans (8); Panstrongylus megistus (4), Triatoma pseudomaculata (3);
Rhodnius prolixus (3) e T. rubrovaria (2). As sequiéncias geradas variaram entre 311 pb,
para R. pictipes, a 317 pb em T. sordida (CTA 20C e 26C) (dados ndo mostrados).

Estes fragmentos foram alinhados com seqliéncias do mesmo gene para outros
triatomineos e também de Arilus cristatus e Oncerotratus sp (usados como Qrupos
externos) disponiveis no GenBank (Tabela 2). Uma matriz de distancia foi construida
utilizando o programa MEGA (matriz ndo mostrada) e com os dados uma arvore de
distancias foi gerada (Fig. 1). Embora arvores por trés métodos (Neighbour-Joinig, Maxima
Parcimonia e, Maxima Verossimilhanca) foram geradas, as espécies foram basicamente
mantidas nos mesmos “clusters” ou clados e, portanto, a arvore de distancia foi decidida
como melhor escolha para ser mostrada e discutida neste estudo. A arvore de distancia
demonstra a clara parafilia das tribus Rhodniini e Triatominini, corroborando com dados
apresentado por Monteiro et al. (2000) e Paula et al. (2005).

Em Rhodniini, obtivemos um clado composto pelo relacionamento (domesticus
(neglectus (prolixus3 (prolixus3-prolixus4-robustus (prolixus 29))))). As distancias entre R.
prolixus-robustus foi de 0%. R. prolixus 29 (Faculdade de Medicina) foi o0 mais divergente
do grupo, variando de 0,3% a 0,6% e posicionando-se em ramo separado. Tal topografia
corrobora a hipdtese de R. prolixus e R. robustus tratarem-se de linhagens distintas de
espécie Unica adaptadas a ecétopos diferentes. No entanto, Monteiro et al. (2000)
confirmaram a validade dos dois taxa. Em analises mais recentes mostrou-se ainda, que o
ramo acima esta mais proximo relacionado a Psammolestes tertius e P.coreodes do que o
relacionamento constituido por (R. pictipes (stali-brethesi)). R. colombiensis situou-se em

ramo mais basal em relagdo aos outros Rhodiniini, em filogenias anteriormente publicadas



esta espécie aparece relacionada a R. pallescens/ecuadoriensis (Monteiro et al. 2000;
Hypsa et al. 2002; Paula et al. 2005).

Em Triatominini, ficou demonstrada a parafilia de Panstrongylus formando clados
distintos P. geniculatus-lutzi basal ao ramo P. herreri-megistus e este, mais proximo a
Dipetalogaster maximus e aos “Triatomas” Norte-americanos do que aos da América do
Sul. D. maximus aparece basal em relacdo a o ramo P.herreri-megistus. As distancias entre
as populacbes de P. megistus variaram entre 0,3% e 0,6% confirmando derivacao distinta
para esse género observada também por Marcilla et al. (2002) com o uso de ITS-2 como
marcador.

O ramo formado por T. pseudomaculata-maculata apresentou divergéncia nula e
corrobora os resultados obtidos por Sainz et al. (2004) que obtiveram difirenca que variou
de 0,2-0,8%. Mas, que sustentam nossos resultados para T.pseudomaculata 91 (Ceard) que
se mostrou 0,3% divergente dos demais e formou ramo consistente com T.arthurneiva que
no entanto, ndo foi testado pelos autores op.cit. Porém, quando incluimos em nossa analise
sequéncias de T. maculata e T. pseudomaculata obtidas do GenBank verificamos que T.
maculata do SESA manteve-se associado aos T. pseudomaculata do SESA enquanto, o T.
maculata do GenBanK relacionou-se ao T. brasiliensis. Esse resultado coincide com Hypsa
et al. (2002). Essas espécies sdo de dificil separacdo por caracteres morfoldgicos dos
adultos e foram tratadas por Lent & Wygodizinsky (1979) como o mesmo taxon.
Posteriormente por estudos com base em ovos e ninfas Goncgalves et al. (1985)
demonstraram tratar-se de taxa distintos. Ambas s&o encontradas nos ambientes domésticos
e pridomésticos em geral, associadas a aves. Schofield (1988) sustenta a provavel volucéao
das mesmas a patir de populacbes alopatricas originadas de uma ancestral comum por
dispersdo passiva depente de aves.

Para Sainz et al. (2004) a inclusdo de T. arthurneivai na anélise poderia ajudar a
resolver a questdo quanto ao relacionamento de T. maculata e T. pseudomaculata
entretanto, aqui isto ndo foi possivel. Admitimos a necessidade de testes com outros
marcadores moleculares para que esse impasse seja solucionado.

As espécies de T. infestans procedentes de Chochabamba e Santa Cruz (Bolivia)
formaram ramo com as procedentes de Gléria de dourados e Mambai (GO-BRA), Frutal
(MG-BRA) e Tanhacu (BA-BRA) com incluséo de T. platensis e divergéncia de 0% entre



essas. No entanto, T. infestnas procedente de Tucuman (ARG) divergiu 0,3% das demais,
formando ramo basal a este clado.

A similaridade genética entre T. infestans e T. platensis ja foi demonstrada
anteriormente tanto, por apresentarem hibridos naturais viaveis (Perez et al. 2005) quanto
por dados moleculares: Garcia et al. (2001) pelo uso de COI, 12S e 16S e também, por
Bargues et al. (2006) usando o primeiro espagador interno transcrito (ITS-1). Estas espécies
estdo mais relacionados entre si do que com T. delpontei. Estas trés espécies juntamente a
T. melanosoma, T. rubrovaria e T. carcavalloi e T. infestans Darck Morphs, pertencem ao
complexo T. infestans Carcavallo et al. (2000). No entanto, Monteiro et al. (1999) com
base na analise de fragmentos de citocromo b (citb), evidenciou que tanto T. melanosoma
quanto T. infenstans Darck Morphs Andinos referem-se a variagbes fenotipicas de T.
infestans |.s.

T. circummaculata-T. rubrovaria formaram clado independente mais derivado de T.
infestans-platensis o0 que pode evidenciar separacdo mais recente. Tal topografia tem
amparo nos resultados de (Garcia et al. 2001). A distancia de 0% observada para T.
rubrovaria-rubrovaria mostra ndo haver variacdo geografica nas populaces de Cacapava
do Sul e Pelotas, pelo menos quanto ao gene testado.

Resultados inesperados com distancia acima de 1% foram obtidos para 0s ramos de
T.sordida-sordia (1%) e T. brasiliensis-brasiliensis (1,3%) com divergéncias que podem
ser atribuidas a popula¢des geogréaficas.

Quanto a T. brasiliensis Neiva 1911, é considerado o principal vetor do
Trypanossoma cruzi para os estados do nordeste brasileiro. Essa espécie possui ao longo de
sua distribuicdo quatro variantes cromaticas nos padrdes do pronoto, pés e asas: T.
brasiliensis brasiliensis Neiva 1911, encontrado na regido de Caiac0, Rio Grande do Norte;
T. brasileinsis melanica Neiva & Lent 1941, da regido de Espinosa, Minas Gerais; T.
brasiliensis macromelanosoma Galvédo, 1956, prodedente de Petrolina, Pernambuco e T.
brasiliensis juazeirensis, de Juazeiro, Bahia (Costa et al. 1998). Recentemente foi
demonstrado que os fendtipos conhecidos como juazeiro e melanica mereciam provavel
status de espécies, pois pareciam representar linhagens evolucionarias distintas (Monteiro
et al. 2004; Abad-Franch & Monteiro 2005), o que, de fato, ocorreu: em 2006 T.

brasiliensis melanica recebeu o status de espécie passando a se chamar Triatoma melanica



Neiva & Lent 1941 stat nov. (Costa et al. 2006) e no presente ano, aqueles coletados em
Juazeiro receberam o mesmo status com o nome de: T. juazeirensis Costa & Felix 2007
n.sp (Costa & Felix 2007).

Triatoma sordida (Stal 1859) é considerado vetor secundario do mal de Chagas
principalmente devido ao seu comportamento peridomiciliar, colonizando, em especial,
galinheiros. No entanto, ap6s a eliminacdo das populaces domesticas de R. prolixus e T.
infestans aumentaram os relatos de sua ocorréncia intradomiciliar (Schofield 1994). E a
espécie nominotipica do complexo especifico que inclui ainda: T. guasayana Wygodzinsky
e Abalos, 1949, T. patagonica Del Ponte 1929 e T. garciabesi Carcavallo, Cichero,
Martinéz, Prosen e Ronderos, 1967 que foi considerada como sinénimo de T. sordida por
quase duas décadas (Carcavallo et al. 2000).

A posicdo basal no clado correspondente aos Triatomas sul-americanos de T.
vitteceps (Stal 1859) necessita ser melhor avaliada em analises futuras. Esse triatomineo
ocorrente nos estados de Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro, é
freqlientemente coletado pelos moradores de areas rurais do Espirito Santo e incriminado
com a transmissdo do T. cruzi no Estado do Rio de Janeiro. Essa espécie apresentou
elevada taxa de infecgdo natural por tripanosomatideos semelhantes ao T. cruzi e indices
elevados de domiciliacéo para o Estado do Espirito Santo. (Santos et al. 2006).

Nossa analise evidencia a importancia do 16S como marcador de espécies de
triatomineos e sua importancia em questdes de sistematica e taxonomia. Noentanto, 0s
resultados aqui obtidos podem ter sofrido influéncias relacionadas & homogeneidade
genética de cada colbnia devido ao estado panmitico das mesmas.

A partir dos trabalhos de Garcia & Powell (1998) e Stothart et al. (1998) que
inauguraram segundo Galvao (2003) a era cladistica molecular nos estudos sistematicos de
Triatominae resolveram-se muitos impasses relacionados ao status de algumas espécies ou
relativos a espécies cripticas, no entanto, acirrou-se a discussdo sobre a origem evolutiva
deste grupo e as evidéncias para polifilia, ou parafilia ganharam mais suporte (Monteiro et
al. 2004; Paula et al. 2005). Novas andalises com uso de um maior nimero de marcadores
genéticos associadas ainda, aos padrdes sistematicos classicos de morfologia e ecologia e
comportamento, devem ser adicionadas para uma decisdo filogenética adequada. Uma vez



que isto ndo tem apenas relevancia sistematica mais sérias implicacdes quanto as medidas

de controle das espécies de vetores (Schaffer 2003, 2005).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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