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Resumo

Triatomineos silvestres do género Rhodnius freqiientemente invadem casas na América Latina,
mantendo o risco de transmissdo da doenca de Chagas. Nesta tese, foram feitas anélises
filogeograficas, morfométricas e de distribuicao geografica potencial de populacdes de Rhodnius
no Brasil central, focando Rhodnius neglectus, a principal espécie encontrada em palmeiras no
Cerrado. Os triatomineos foram capturados em palmeiras (Mauritia flexuosa) de quatro bacias
hidrograficas (Tocantins, Sdo Francisco, Parand e Paraguai) e os indices de infestagdo e infeccao
por tripanossomatideos foram analisados. A morfometria geométrica foi aplicada para identificar
quais espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus sao encontradas em palmeiras e casas no Brasil
central e para analisar a variacdo morfologica de populagdes silvestres de R. neglectus. A
distribuicao geografica potencial de R. neglectus foi analisada usando modelagem de nicho
ecologico (GARP) baseada na relacdo entre varidveis ambientais e os registros de ocorréncia
obtidos durante o estudo. A analise filogeografica de R. neglectus foi baseada no polimorfismo
de seqiiéncias de citocromo b do DNA mitocondrial, testando a hipdtese de diferenciagdo entre
populagdes pelo processo de isolamento por distancia. A freqiiéncia de palmeiras infestadas
variou de 11 a 100% nas 40 areas amostradas, sendo coletados 1.581 espécimes em 177
palmeiras, principalmente em ninhos de passaros; 3,8% dos triatomineos examinados estavam
infectados por tripanossomatideos (7rypanosoma cruzi € T. rangeli). As analises morfométricas
permitiram uma reclassificagdo quase perfeita dos individuos em suas respectivas espécies. Os
padrdes de forma nao revelaram diferencgas consistentes entre a maioria dos espécimes coletados
nas casas no Brasil central e R. neglectus, mostrando também que R. robustus ¢ R. neglectus
ocorrem simpatricamente ao sul da Amazdnia. Esses resultados suportam fortemente a idéia que
espécimes de R. neglectus, ¢ ndo de R. prolixus, tém invadido as casas no Brasil central. Os
métodos de morfometria geométrica aplicados para explorar a variacdo fenotipica em R.
neglectus mostraram variacao significativa de tamanho de asas e, principalmente, capsulas

cefalicas entre as populagdes analisadas. A temperatura foi a variavel ambiental que mais
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influenciou o tamanho, sendo os menores espécimes encontrados nas areas mais frias.
Entretanto, nenhuma variacdo significativa de forma foi observada entre populagdes de
diferentes bacias hidrograficas. Os modelos de nicho ecoldgico foram capazes de predizer, com
alta probabilidade, areas de ocorréncia de R. neglectus no bioma Cerrado. Areas de Caatinga,
savanas amazonicas, Pantanal e Chaco boliviano apresentaram menores probabilidades de
ocorréncia da espécie. Uma grande sobreposicdo foi observada entre a distribui¢do de R.
neglectus, palmeiras e passaros. Ao incluir novos registros de R. neglectus, o presente estudo
revelou um aumento da distribui¢do a oeste e nordeste do Brasil na ‘diagonal de ecorregides
abertas/secas da América do Sul’. O seqiienciamento da por¢ao 5 do citocromo b em 144
individuos de 33 populagdes resultou em um fragmento de 567pb, revelando a existéncia de 13
haplotipos Unicos e 22 sitios variaveis. Os haplotipos obtidos formaram um grupo monofilético
bem suportado, sendo identificados como R. neglectus e separados claramente das outras
espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus. Os dois haplétipos mais freqiientes ocorreram em
areas separadas por distancias maiores que 1.700 km e de trés bacias hidrogréaficas. Haplotipos
compartilhados foram observados em areas de ambas as margens dos principais rios € ambos 0s
lados da Serra Geral de Goids. As populagdes de Alto Paraiso-GO e da bacia do Paraguai (Mato
Grosso) apresentaram haplétipos unicos e altos niveis de diversidade nucleotidica e divergéncia
entre populagdes. A rede de haplotipos apresentou dois grupos geograficamente distintos (oeste e
leste), mas ndo houve evidéncia de isolamento por distancia (Mantel, p = 0,446). A dispersdo de
espécimes de R. meglectus entre no Brasil central poderia ocorrer a partir de um mecanismo
passivo de transporte por aves. Finalmente, esses resultados podem auxiliar os programas de
vigilancia vetorial da doenca de Chagas, visto que a invasdo das casas por espécimes de

Rhodnius mantém o risco de transmissdo e limita a eficiéncia das estratégias de controle.

Palavras-chave: Rhodnius neglectus; filogeografia; morfometria geométrica; GARP;

distribuicao geografica; Cerrado; vigilancia entomologica; doenga de Chagas; Brasil.
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Abstract

Sylvatic triatomines of the genus Rhodnius commonly fly into houses in Latin America,
maintaining the risk of Chagas disease transmission. In this thesis, phylogeographical,
morphological and potential geographical distribution analyses of Rhodnius populations in
central Brazil were carried out, focusing in R. neglectus, the major species found in palm trees in
the Brazilian Savannah. Bugs were captured in Mautitia flexuosa palm trees from four
hydrogeographic basins (Tocantins, Sdo Francisco, Parana and Paraguay); the infestation and
trypanosomatid infection indices were analyzed. Geometric morphometric methods were applied
to identify the Rhodnius species of the R. prolixus group and to analyze the morphometric
variation among R. neglectus populations from these basins. The hypothesis of phenotypic
plasticity related to some environment variables was also tested. The potential geographical
distribution of R. neglectus was analyzed by using ecological niche modeling (GARP) based on
the relation of environmental variables and occurrence records. The phylogeographic analyses of
R. neglectus populations were based on polymorphisms of cytochrome b sequences, testing the
hypotheses of differentiation and isolation by distance. The frequency of infested palms varied
from 11 to 100% in the 40 sampled areas, and 1,581 specimens were collected in 177 palms,
mainly in bird nests; 3.8% of the examined bugs were infected by trypanosomatids
(Trypanosoma cruzi and T. rangeli). Morphometric analyses of shape variation allowed for an
almost perfect reclassification of individuals to their putative species. Shape patterning revealed
no consistent differences between most specimens collected inside houses in central Brazil and
R. neglectus, and also showed that R. robustus and R. neglectus occur sympatrically in southern
Amazonia. These results strongly support the idea that R. neglectus, and not R. prolixus, is the
species invading houses in central Brazil. The geometric morphometric methods applied to
assess the intraspecific phenotypic variation in R. neglectus showed significant size variation

among populations.Wing and head size were influenced by temperature: the smallest specimens
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were found in the coldest areas. Nevertheless, no significant shape variation was observed
among populations of different geographical basins. The ecological niche models were able to
predict the occurrence of R. neglectus as a characteristic (although not endemic) species of the
Cerrado biome. Meanwhile, Caatinga, Amazonian savannas, Pantanal, and the Bolivian Chaco
appear as areas with lower predicted presence probability for the species. A high overlap was
observed among the distributions of R. neglectus, some palm trees and birds. By including new
records for R. neglectus, the present study has revealed a wider distribution towards the west and
northeast areas of Brazil in the ‘diagonal of open/dry ecoregions of South America’. The
sequencing of 5'- end of the cytochrome b gene in 144 individuals from 33 populations resulted
in a fragment of 567bp, revealing the existence of 13 different haplotypes and 22 variable sites.
These haplotypes formed a well-supported monophyletic group identified as R. neglectus and
clearly separated for other Rhodnius species of the ‘R. prolixus group’. The two more frequent
haplotypes occurred in areas separated by a distance over 1,700 km and from three different
hydrogeographic basins. Shared haplotypes were also observed in areas from both sides of large
rivers and both sides of ‘Serra Geral de Goids’. The populations from Alto Paraiso-GO and from
the Paraguay basin (Mato Grosso) presented unique haplotypes and higher levels of nucleotide
diversity and divergence among populations. The haplotype network analysis showed two
geographically distinct groups (western and eastern) but there was no evidence of isolation by
distance (Mantel, p = 0,446). The dispersal of R. neglectus specimens among the basins may
occur through passive carriage by birds. Finally, these results should help the Chagas disease
vector surveillance program, given that household invasion by Rhodnius species maintains

disease transmission risk and limits the effectivenes of control strategies.

Keywords: Rhodnius neglectus; phylogeography; Geometric morphometrics; GARP;

Geographical distribution; Cerrado; vector surveillance; Chagas disease; Brazil.
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Figura 5. Capsula cefilica de Rhodnius prolixus ilustrando os oito marcos anatomicos
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padrdo para cada populagdo. Legenda: Rna (R. nasutus Ceard), RneSP (R. neglectus Sao
Paulo), RneTO (R. neglectus Tocantins), Rp (R. prolixus) e Rr (R. robustus). Letras acima
de cada diagrama de caixa indicam populagdes estatisticamente diferentes usando o teste de
TUKEY (P0,01). ettt ettt et e et e e bt e st e enteesabeenbeeesbeenseeesaeenseannns
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populacdes de Rhodnius neglectus e R. prolixus. Os poligonos correspondem aos grupos
analisados no modelo discriminante. Os simbolos representam a origem dos espécimes de
Rhodnius capturados nas casas. A porcentagem de contribuicdo de cada fator discriminante
estd entre parénteses. As figuras ao lado dos mapas fatoriais representam a configuracdo
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Figura 9. Variacdo do tamanho do centréide de cépsulas cefilicas e asas entre populacdes
de Rhodnius neglectus. Os circulos abertos representam a média e as linhas os intervalos de
confianga (95%) para cada uma das populagdes, organizadas em um gradiente de
temperatura (de acordo com os valores de temperatura maxima, ver Tabela 2). Legenda: NS
(Nossa Senhora do Livramento-MT), ST (Santa Rita de Cassia-BA), NX (Nova Xavantina-
MT), DI (Diamantino-MT), RC (Riberdo Cascalheira-MT), MZ (Mozarlandia-GO), IT
(Ituiutaba-MG), TG (Taguatinga-TO), SD (Sao Desidério-BA), AR (Araguaina-TO), BO
(Buritizeiro-MG), QU (Quirindpolis-GO), PN (Parque Nacional Cavernas do Peruagu), MI
(Mirabela-MG), MA (Mambai-GO), GO (Cidade de Goias-GO), CL (campo Alegre-GO),
UB (Uberlandia-MG), CR (Cristalina-GO), CA (Cabeceiras-GO), RA (Rajadinha,
Planaltina-DF), BL (Buritizal-SP) e AP (Alto Paraiso-GO). Populagdes marcadas com letras
diferentes foram estatisticamente diferentes usando teste de Tukey (p<0,01).......ccccveerurennnne.
Figura 10. Variagdo do tamanho de asas e capsulas cefalicas entre duas populagdes de
Rhodnius neglectus. A. Sao Desidério-BA. B. Cabeceiras-GO..........ccceccveveeerieniiienieniieiee,
Figura 11. Relacgdes entre o tamanho do centroide de cépsulas cefélicas de machos e fémeas
de Rhodnius neglectus e temperatura maxima nas areas de coleta. Fémeas: y=0,068x+0,36;
R2=0,147; n=352; p<0,01. Machos: y=0,068x+0,33; R2=0,146; n=322; p<0,01.....cccceervneen..e.
Figura 12. Variagdo do tamanho de asas de espécimes de Rhodnius neglectus de acordo
com a densidade de triatomineos por palmeira. Os pontos representam os valores médios
para cada categoria de densidade e as linhas o intervalo de confianga (95%)........cccceevuvenninnne.
Figura 13. Mapas fatoriais mostrando a varia¢do de forma de capsulas cefalicas e asas de
populacdes de Rhodnius neglectus de diferentes bacias hidrograficas. Para cada mapa, os
eixos representam os componentes principais 1 e 2 derivados da andlise multivariada das
deformacgdes parciais. Os poligonos correspondem as diferentes populacdes estudadas: Sao
Francisco (linha preta continua), Paraguai (linha preta pontilhada), Parand (linha cinza

continua) e Tocantins (linha cinza pontilhada). A forma esperada para capsula cefalica e asa
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associada a valores minimos (negativos) e maximos (positivos) de PCl e PC2 esta
representada abaixo e ao lado de cada mapa fatorial............oceveiviriiniiniiine
Figura 14. Analise de variancia dos componentes principais 1 e 2 que sumarizam a variacao
de forma de capsulas cefalicas de Rhodnius neglectus. PC 1 (acima) explicou 52,9% e PC 2
(abaixo) 15,4% da variacdo de forma da capsula cefalica. O pontos representam a média e
as linhas os intervalos de confianga (95%) para cada populacdo. A forma esperada para
capsula cefalica associada a valores minimos (negativos) e maximos (positivos) de PC1 e
PC2 esta representada ao lado do grafico. PC1 estd relacionado com o alongamento da
regido anteocular; valores negativos estdo associados a capsulas capsulas cefalicas mais
curtas e largas e valores positivos a capsulas cefalicas mais longas e estreitas. PC2 esta
relacionado com o alongamento da regido poés-ocular; valores negativos estdo relacionados a
uma regido pos-ocular mais curta e valores positivos a uma regido pds-ocular mais longa.
Cddigos das populagdes conforme a Figura 9...........ccceeiviiiiiiiiiiniiiiecieeece e
Figura 15. Analise de variancia dos componentes principais 1 e 2 que sumarizam a variacao
de forma de asas de Rhodnius neglectus. PC1 (acima) explicou 25,6% e PC2 (abaixo)
19,5% da variagao de forma da asa. Os pontos representam a média e as linhas os intervalos
de confianca (95%) para cada populacdo. A forma esperada para asa associada a valores
minimos (negativos) e maximos (positivos) de PC1 e PC2 estd representada ao lado do
grafico. PC1 esta relacionado com a posicao relativa dos pontos 2 e 3 (ver Figura 4 com
marcos anatomicos), ou seja, a veia de ligacdo das veias cubital e média; valores negativos
estdo associados a asas com veias de ligacdo mais curtas e valores positivos a asas com
veias de ligagdo mais longas. PC2 est4 relacionado com a posi¢do relativa do ponto 5 (ver
Figura 4), o encontro da veia radial com a sub-costa; nas asas com valores negativos o
encontro ocorre numa regido mais posterior da asa e nas asas com valores positivos esse

encontro ocorre mais anteriormente. Codigos das populagdes conforme Figura 9.................
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Figura 16. Variagdo cromatica na regido dorsal e ventral em Rhodnius neglectus. A)
Rajadinha-DF; B) Aporé-GO e C) Araguaina-TO. Notar mancha ventral longitudinal clara
no espécime A em comparagdo com o espécime B; notar patas com coloragdo uniforme no
espécime C em comparagdo aos espécimes A e B, que apresentam coxas, trocanteres e
articulacdo fémur/tibia Mais ClATOS...........ccvviieiiiieiiie ettt et et
Figura 17. Numero de espécimes de Rhodnius neglectus (logaritmo) coletados em
diferentes microhdbitats na copa da palmeira Mauritia flexuosa nas areas de estudo...............
Figura 18. Distribui¢do dos registros de ocorréncia de Rhodnius neglectus no Brasil. A area
em cinza representa os limites do bioma Cerrado. Os quadrados pretos sdo registros de R.
neglectus em palmeiras (Mauritia flexuosa) usados na modelagem de nicho ecologico. Os
circulos vazios sdo registros de R. neglectus em ambiente domiciliar obtidos pelo Programa
de Controle da Doenca de Chagas. Os quadrados brancos sdo registros de R. neglectus em
ambiente silvestre obtidos Na lETAtULA..........cceivviiiiiieriiierieeeeeee e
Figura 19. Distribui¢do geografica potencial predita de Rhodnius neglectus na América do
Sul e estados brasileiros usando modelagem de nicho ecoldgico (GARP). A escala colorida
ao lado do mapa representa distribui¢do predita considerando um (azul) a dez modelos
(vermelho escuro). As areas em branco representam a auséncia predita pelos modelos e os
circulos abertos os registros de ocorréncia usados na modelagem............ccccocveevveriieniienieenen.
Figura 20. Amplitude de distribui¢do de Rhodnius neglectus adaptada de Carcavallo et al.
(1999) (A), em ambiente domiciliar e silvestre (B) e baseada na distribui¢do potencial
usando GARP (C). A area em cinza representa os limites do bioma Cerrado..............c............
Figura 21. Sobreposi¢do entre os registros de ocorréncia de Rhodnius neglectus (pontos
pretos) e as amplitudes de distribuicdo das espécies de palmeiras ja descritas como habitat
da espécie. Linha verde: Mauritia flexuosa; Linha azul pontilhada: Attalea speciosa; Linha

vermelha: Syagrus oleracea; Linha preta pontilhada: Acrocomia aculeata..............................
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Figura 22. Sobreposi¢do entre os registros de ocorréncia de Rhodnius neglectus (pontos
pretos) e as amplitudes de distribuicdo das espécies de aves ja descritas como fontes
alimentares da espécie. Linha azul: Phacellodomus ruber; Linha vermelha: Pseudoseisura
CHISTATQ. ...ttt et et e e e e s ba e e e s saba e e e e s aaneeas
Figura 23. Relagdes genéticas entre as populacdes amostradas inferidas a partir da analise
hierarquica da diversidade nucleotidica. Os valores significativos de Gst sdo apresentados
antes de cada n6 do dendrograma e representam a proporc¢ao da diversidade genética total
explicada Pelo agIUPAMENTO..........eeuiiriiieiieiieeieetee ettt e te et e s e et essaeebaesabeenseeesseenseas
Figura 24. Rede de haplotipos (Median-joining) mostrando as relagdes entre os haplotipos
de citocromo b (567pb) de Rhodnius neglectus. Os haplétipos sdo representados por circulos
(o tamanho dos circulos € proporcional ao numero de individuos em cada haplétipo). As
linhas conectando os circulos mostram a relagdo entre os haplotipos e as mutacdes até o
aparecimento do proximo haplétipo (e.g. CHI3 entre os haplétipos Rnel e Rne4). As cores
representam a origem dos individuos de R. neglectus de acordo com as bacias hidrograficas:
Amarelo: S3o Francisco, Verde: Tocantins, Azul: Parana, Vermelho: Paraguai. O ponto
preto mostra um hapldtipo intermedidrio (median vector) que pode ser um haploétipo
ancestral extinto ou nao amostrado no estudo (Forster ef al. 2000)..........ccccveeeevieecieeecreeennnenn.
Figura 25. Distribuicdo geografica dos 13 haplétipos (seqiiéncias do gene citocromo b,
567pb) observados em Rhodnius neglectus em quatro bacias hidrograficas do Brasil. As
linhas azuis claras representam os principais rios. As siglas das areas estdo descritas na
Figura 3. As linhas representam os agrupamentos de haplétipos do “Oeste” (linha rosa), do
“Leste” (linha bege) e do “Sul” (linha azul). Os quadrados de diferentes cores representam
os haplétipos: Rnel (preto), Rne2 (amarelo), Rne3 (verde), Rne4 (azul), Rne5 (branco),
Rne6 (vermelho), Rne7 (bege), Rne8 (laranja), Rne9 (rosa), Rnel0 (roxo), Rnell (azul
claro), Rnel2 (marrom) e Rnel3 (rosa choque). As setas indicam potenciais barreiras

geograficas para populacdes proximas: seta 1 (Serra Geral de Goias), seta 2 (rio Sdo
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Francisco), seta 3 (rio Grande), seta 4 (rio Araguaia) e seta 5 (rio S3o Lourencgo)...................
Figura 26. Rede de hapldtipos (Median-joining) mostrando as relacdes entre os hapldtipos
de citocromo b (567pb) de Rhodnius neglectus. Os haplétipos sdo representados por circulos
(o tamanho dos circulos € proporcional ao numero de individuos em cada haplétipo). As
linhas conectando os circulos mostram a relagdo entre os haplotipos e as mutacdes até o
aparecimento do proximo haplétipo (e.g. CHI3 entre os haplétipos Rnel e Rne4). As cores
representam a origem dos individuos de R. neglectus de acordo com a estrutura sugerida
pela analise hierarquica da diversidade nucleotidica usando o programa Nucleodiv (ver
Figura 23). Azul: popula¢des da Serra Geral, Minas Gerais e Sul de Goids; Verde:
populacdes do norte de Tocantins; Amarelo: populagdo de Alto Paraiso (Chapada dos
Veadeiros) e Vermelho: populacdes do Mato Grosso e oeste de Goids. O ponto preto mostra
um haplotipo intermediario (median vector) que pode ser um haplotipo ancestral extinto ou
nao amostrado no estudo (Forster ez al. 2000)..........ccuieiviieiiiieciie e
Figura 27. Freqiliéncia relativa do niimero de diferencas par a par resultante do teste de
‘mismatch distribution’ dos haplétipos de R. neglectus (linha pontilhada). A linha continua
mostra a distribuicdo esperada em populagdes estaveis, ou seja, com tamanho populacional
constante (Rogers & Harpending 1992)..........ccoiviiiiiiiiiiniieiecieee et
Figura 28. Arvore filogenética (Neighbour-joining) baseada no modelo de distancia
genética Kimura 2 parametros de seqiiéncias do citocromo b (567pb) das espécies de
Rhodnius do grupo R. prolixus (R. prolixus, R. robustus, R. neglectus e R. nasutus) ¢ R.
pictipes (grupo externo). Os numeros indicam o suporte estatistico a partir de 1000
PSCUAOTEPIICAS. ....eeuvieiiieie ettt ettt ettt e et et e bt e st e e bt esteeeaseesseeesseeessesnseessaeenseassseenseennseenseennns
Figura 29. Cladograma de consenso proveniente da analise de parcimonia de seqiiéncias do
citocromo b (567pb) das espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus (R. prolixus, R.
robustus, R. neglectus e R. nasutus) € R. pictipes (grupo externo). Comprimento = 114, CI =

0,56. Os nameros indicam o suporte estatistico a partir de 1000 pseudoréplicas......................
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Figura 30. Mapa fatorial mostrando a variacdo de forma de asas de espécimes de Rhodnius
neglectus com diferentes haplotipos do gene citocromo b (mt DNA). Os eixos representam
as variaveis canonicas CV1 e CV2 derivadas da andlise discriminante das varidveis de
forma (deformagdes parciais e componentes uniformes). A distribui¢do geografica dos
haplotipos e respectivas populacdes estdo apresentadas na Tabela 13..........cccooieviiiiiniinenee.
Figura 31. Dendrogramas UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Aritmetic
average) derivados das distdncias de Mahalanobis calculadas a partir das variaveis de forma
resultantes da morfometria geométrica de cépsulas cefalicas (acima) e asas (abaixo) das
populacdes de R. neglectus (Alto Paraiso-GO, Buritizal-SP, Taguatinga-TO, Diamantino-
MT e Nossa Senhora do Livramento-MT) e outras espécies de Rhodnius do grupo R.
prolixus: R. robustus [Maraba-PA, linhagem III segundo mapa biogeografico de Abad-

Franch & Monteiro (2007)], R. prolixus (Colombia) e R. nasutus (Sobral-

Figura 32. Dendrograma UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Aritmetic
average) baseado no modelo de distancia genética Kimura 2 parametros de seqiiéncias do
citocromo b (567pb) das populacdes e espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus: R.
neglectus (Alto Paraiso-GO, Buritizal-SP, Taguatinga-TO, Diamantino-MT e Nossa
Senhora do Livramento-MT), R. robustus [linhagens I, II, III e IV segundo Abad-Franch &
Monteiro (2007)], R. prolixus (Colombia) e R. nasutus (Sobral-CE)..........cccccceevieniieniennnne.
Figura 33. Hipotese de origem das linhagens de Rhodnius de ecorregides semi-aridas na
América do Sul a partir da genealogia baseada no citocromo b e tempos de divergéncia. A
linhagem de R. neglectus (Cerrado, Brasil central) compartilha um ancestral comum mais
recente com a linhagem R. prolixus/R. robustus 1, ao norte da Amazdnia (Llanos
Venezuelanos/Colombianos); o tempo estimado de separacdo entre R. neglectus, R. prolixus
e R. robustus 1 foi entre 2,6 e 3,8 milhdes de anos atrds (Maa) no Plioceno. Durante o final

do Tercidrio, movimentos de placas tectonicas e mudangas no nivel do mar resultaram em
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um alagamento extensivo da América do Sul, principalmente nas planicies amazodnicas
(Frailey et al. 1988). Segundo esse cenario, populagdes ancestrais de Rhodnius neglectus no
escudo brasileiro podem ter ficado isoladas das populagdes do escudo guianense (ancestrais
de R. prolixus/R. robustus I). No escudo brasileiro, os ancestrais de R. neglectus devem ter
evoluido em espécies de palmeiras de areas secas no Cerrado (Acrocomia aculeata, Syagrus
oleracea), colonizando também M. flexuosa em dareas Umidas (veredas). No escudo
guianense, as linhagens de Rhodnius evoluiram em palmeiras de ecorregides semi-aridas
nos Llanos (e.g. Acrocomia aculeata, Copernicia teCtOTUNM). ..........c..eeeeeeueeeceeesveeirreneeereenenes
Figura 34. Hipotese de diversificacdo das populagdes de Rhodnius do Brasil central a partir
da genealogia baseada no citocromo b. A alta diversidade nucleotidica observada nos
haplotipos das populagdes do Mato Grosso e Alto Paraiso (norte de Goids), principalmente
no Rne 9, sugere que esse seja o hapldtipo ancestral de R. neglectus, que foi observado nas
populacdes do oeste (O, circulo pontilhado) e leste (L, circulo continuo). Essas populagdes
podem ter tido contato secundario com as linhagens de Rhodnius de savanas amazonicas e
dos Llanos venezuelanos via corredores transamazonicos secos continuos no Pleistoceno,
principalmente no norte do Mato Grosso e de Tocantins. A 4rea continua cinza indica o
corredor seco transamazoOnico; os circulos presentes no corredor indicam a localizagdo
aproximada de savanas amazonicas de acordo Sombroek (2001). As setas continuas finas

indicam as areas onde R. neglectus ¢ encontrada atualmente no Brasil...........c.ccocceveeniniennnene.
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1.1 Triatomineos (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae), vetores do

Trypanosoma cruzi e T. rangeli

A Tripanossomiase Americana é uma zoonose endémica' do continente americano tendo
como agente etioloégico o parasito hemoflagelado Trypanosoma cruzi (Chagas 1909), que ¢
transmitido pelas fezes de insetos hematofagos da subfamilia Triatominae (Hemiptera,
Heteroptera, Reduviidae). Cerca de 200 espécies de mamiferos (Barretto 1979) sao susceptiveis
a infeccdo pelo parasito. Gambas, roedores, tatus e caes sdo conhecidos reservatdrios em
ambientes silvestres e domésticos (Yeo et al. 2005). Outro tripanossomatideo que infecta
humanos (porém sem agao patogénica comprovada), mamiferos e triatomineos silvestres em
algumas regides da América Central ¢ do Sul, incluindo o Brasil é o Trypanosoma
(Herpetosoma) rangeli (Tejera 1920). A comprovada co-existéncia de 7. rangeli com T. cruzi
nos mesmos hospedeiros vertebrados e invertebrados em uma extensa regido geografica e as
semelhangas morfologicas entre esses parasitos apresentam importantes implicagcoes
epidemiolodgicas, principalmente no que diz respeito ao diagnostico especifico da doenca de
Chagas (Cuba Cuba 1998).

A subfamilia Triatominae compreende atualmente 141 espécies, classificadas em seis
tribos e 18 géneros (Lent & Wygodzinky 1979, Galvao et al. 2003, Poinar Jr. 2005, Jurberg &
Galvao 2006, Galvao & Angulo 2006, Costa et al. 2006, Berenguer & Blanchet 2007, Costa &
Felix 2007, Sandoval et al. 2007, Martinez et al. 2007). A maioria dessas espécies ¢
predominantemente silvestre, apresentando pouca relevancia epidemioldgica no contexto da
doenca de Chagas. Entre as espécies consideradas vetores importantes devido a capacidade de
invadir e/ou colonizar o ambiente domiciliar e transmitir 7. cruzi ao homem estdo: Triatoma
infestans (Klug 1834), Rhodnius prolixus (Stal 1859), Panstrongylus megistus (Burmeister

1835), T. dimidiata (Latreille 1811) e T. brasiliensis (Neiva 1911).

! Palavras destacadas no texto em negrito fazem parte do Glossario (pagina 172).
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Os triatomineos sdo encontrados principalmente na regido Neotropical, apesar de algumas
espécies serem encontradas na ndia, China, Malasia, Indonésia e Australia (Poinar Jr. 2005,
Patterson 2007). Gaunt & Miles (2002) estimaram a divergéncia entre as duas principais tribos
de triatomineos (Rhodniini e Triatomini) entre 99,7 e 93,6 milhdes de anos (Creticeo)
coincidindo com a formagdo da América do Sul apdés a fragmentagdo de Gondwana e com o
aparecimento dos primeiros fosseis de palmeiras. Alguns autores sugerem que os triatomineos
evoluiram de reduvideos predadores de ninhos (Schofield 2000, Schaefer 2003). Porém, nao ha
consenso se a adaptacdo a hematofagia ocorreu uma vez e todas as espécies compartilham um
ancestral comum (Lent & Wygodzynsky 1979, Gaunt & Miles 2000, Hypsa et al. 2002) ou
originaram de diferentes linhagens de predadores resultando em um grupo polifilético (Dujardin
et al. 1999, Lyman et al. 1999, Marcilla ef al. 2001, Bargues et al. 2000, Paula et al. 2005). No
ultimo caso, ¢ argumentado que o monofiletismo do grupo seria inconsistente com os padrdes de
distribuicdo e especializacdo das espécies de triatomineos e com a andlise filogenética, que
claramente separa duas tribos: Rhodniini e Triatomini (Monteiro et al. 2000, Bargues 2000).
Essa divisdo também ¢ suportada por padrdes morfoldgicos de antenas (Catald 1997), variacao
de proteinas salivares (Soares et al. 2000), arquitetura de ovos (Barata 1998) e isoenzimas
(Dujardin et al. 1999a). Do ponto de vista polifilético, as caracteristicas compartilhadas seriam
resultado de convergéncia durante a passagem da vida predatdria para a hematofagica (Schofield
2000).

Os triatomineos sdo classificados pela morfologia (e.g. local de insercdo das antenas,
tamanho dos olhos, propor¢des de tamanho de segmentos de antenas e rostro, regido anteocular e
pos-ocular da cépsula cefilica) e caracteristicas cromaticas do exoesqueleto (pigmentacao e cor
das patas, pronoto e conexivo) que definem as tribos, géneros e espécies (Lent & Wygodzynsky
1979). Apesar dessa abordagem permitir a identificacdo da maioria das espécies, variagdes
cromaticas intra-especificas sdo observadas, como em 7. infestans (Noireau et al. 1997). Outras

espécies sdo muito similares, como R. prolixus e R robustus, dificultando a identificacdo
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especifica (Monteiro et al. 2003). Em alguns casos, a estrutura da genitalia é aplicavel para
identificacdo das espécies. A genitalia masculina ja foi empregada para caracterizar e separar
espécies similares; porém, nem sempre ¢ eficiente, como, por exemplo, para separar R. neglectus
e R. nasutus (Lent & Wygodzynsky 1979, Harry 1993).

Nesse sentido, novas ferramentas morfométricas e moleculares tém sido usadas para a
classificacdo dos triatomineos e resolu¢ao de problemas taxondmicos (Abad-Franch & Monteiro
2005). E importante ressaltar que a correta identificagdo das espécies ¢ fundamental para a
vigilancia entomolédgica da doenga de Chagas e tem importancia operacional nas atividades de
controle e/ou erradicagdo de espécies domiciliadas e de silvestres que apresentam tendéncias de

domiciliagao.

1.2 Sistematica e biogeografia das espécies de Rhodnius

O género Rhodnius (Hemiptera, Heteroptera, Reduviidae, Triatominae, Rhodniini) ¢
composto atualmente por 16 espécies (Lent & Wygodzinsky 1979, Barretto 1979, Galvao et al.
2003). A maioria dessas espécies encontra-se em hdabitats arboreos, vivendo na copa de
palmeiras, cavidades em arvores e bromélias epifitas, podendo alimentar-se em grande variedade
de animais, incluindo passaros, marsupiais, roedores, répteis e anfibios (Carcavallo et al. 1997).
O género ¢ amplamente distribuido em 28 provincias biogeograficas na América de Sul e Central
(Abad-Franch & Monteiro 2007) e inclui espécies sinantropicas com marcada tendéncia a
domiciliagao, sendo importantes vetores da doenca de Chagas, como R. prolixus na Venezuela e
Colombia, R. pallescens no Panama e R. ecuadoriensis no Ecuador e, provavelmente, norte do
Peru (Dujardin et al. 2002, Cuba Cuba et al. 2007).

No Brasil, algumas espécies de Rhodnius apresentam capacidade de invadir domicilos,
como R. neglectus na regido Centro-Oeste (Garcia-Zapata et al. 1985, Oliveira & Silva 2007), R.

nasutus na regiao nordeste (Bento ef al. 1992, Sarquis et al. 2004, 2006) ¢ R. robustus na regiao
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norte (Miles et al. 1983, Naiff et al. 1998). Espécimes adultos dessas espécies, infectados por 7.

cruzi, tém sido registrados no intradomicilio e, portanto, possuem potencial vetorial.

Estudos sobre a filogenia de Rhodniini sugerem que a tribo representa um grupo
monofilético com origem na bacia Amazonica. Evidéncias morfométricas e isoenzimaticas de
espécies do género Rhodnius revelaram agrupamentos consistentes, mostrando uma forte
estrutura geografica separando espécies a oeste e leste dos Andes (Dujardin ef al. 1999a, Chavez
et al. 1999, Schofield & Dujardin 1999, Monteiro et al. 2000).

Em revisdo recente, Abad-Franch & Monteiro (2007) suportam a existéncia de dois
grupos monofiléticos na tribo Rhodniini: as linhagens pictipes e robustus. A primeira, dando
origem a um grupo de espécies trans-andino (grupo R. pallescens) e outro amazonico (grupo R.
pictipes); a segunda, diversificando-se na Amazonia (grupo R. robustus) e sofrendo uma
radiagdo para ecorregides vizinhas (Orinoco, Cerrado-Caatinga-Chaco e Mata Altantica).
Segundo esses autores, varias evidéncias sugerem a origem das espécies de Rhodnius na bacia
Amazonica: 1) apenas trés das espécies conhecidas sdo totalmente trans-andinas (R.
ecuadoriensis, R. pallescens e R. colombiensis); i1) onze espécies foram registradas na Amazonia
(incluindo os rios das bacias do Tocantins/Araguaia e Orinoco) e iii) as palmeiras (ecotopos
principais das espécies de Rhodnius) evoluiram primeiro em florestas tropicais Uimidas de
Gondwana durante o Cretdceo e ocuparam areas secas posteriormente (Cox & Moore 2000).
Adicionalmente, a estimativa de divergéncia entre as duas linhagens mais distantes
filogeneticamente (R. pictipes e R. robustus) excede 20% sugerindo que o ancestral comum
dessas espécies viveu entre 10 e 12 milhdes de anos atras (Maa), quando as florestas imidas
alagadas (similares a varzea) prevaleciam na Amazdnia.

Genealogias baseadas em citocromo b sugerem que R. pictipes € R. pallescens-
colombiensis compartilharam um ancestral comum que viveu no Mioceno (~6 Maa, antes que 0s
Andes alcangassem 4.000 m de altitude (Cox & Moore 2000, Abad-Franch er al. 2003). A

diversificacdo das linhagens de Rhodnius na Amazonia provavelmente ocorreu em sincronia com
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mudangas hidrograficas e flutuagdes climaticas no Plioceno e Pleistoceno (Rossetti et al. 2005,
Haffer 1969). Algumas linhagens de Rhodnius podem ter dispersado para ecorregides aridas ou
semi-aridas, particularmente os Llanos Venezuelanos-Colombianos (R. prolixus/R. robustus 1 ao
norte) e Cerrado/Caatinga (R. neglectus/R. nasutus ao sul), estabelecendo associacdes ecologicas
com espécies de palmeiras de areas secas. Outras linhagens (e.g. R. domesticus, restrita a
Floresta Atlantica) ficaram isoladas das linhagens amazodnicas (e.g. R. robustus) quando os
corredores de floresta imida que ligavam essas regides desapareceram (Abad-Franch &
Monteiro 2007).

A distribuicdo geografica de algumas espécies de Rhodnius ndo € precisa devido a
dificuldade de identificacdo morfologica, particularmente das espécies R. prolixus, R. robustus,
R. neglectus e R. nasutus (Barrett 1991) (Tabela 1, Figuras 1 e 2). Monteiro et al. (2000)
sugeriram que os caracteres morfologicos usados tradicionalmente na identificagdo dessas
espécies ndo sdo totalmente confidveis e indicaram a necessidade de outras ferramentas de
identificacdo. Os erros de identificagdo podem dificultar o estabelecimento dos limites de
distribuicdo geografica dessas espécies, prejudicando as estratégias de controle vetorial.

Rhodnius neglectus e R. nasutus estdo mais adaptadas a vegetacdo aberta, com estagdes
secas longas, como os biomas Cerrado e Caatinga; R. neglectus ocorre mais freqlientemente em
areas de Cerrado, no Brasil central, e R. nasutus ocupa areas da Caatinga no nordeste do Brasil.
R. prolixus ocorre ao norte da Amazdnia nos Llanos Venezuelanos e América Central; as
linhagens de R. robustus estdo mais adaptadas a florestas tropicais Uimidas, com maior
precipitagdo, como a Amazonia (Lent & Wygodzinsky 1979, Abad-Franch & Monteiro 2007). A
distincdo entre R. neglectus e R. nasutus € entre ambos e as outras espécies do complexo,
baseada em morfologia (Harry 1994, Dujardin et al. 1999a) ¢ mais facil que a separagdo entre R.
prolixus e R. robustus, que pode ser muito problematica (Harry 1993, Monteiro et al. 2003).

Atualmente a relacdo entre populagdes de R. prolixus e R. robustus ¢ mais conhecida do

que entre populagdes de outras espécies do grupo R. prolixus. Um estudo filogeografico baseado
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no polimorfismo de seqiiéncias do citocromo b dessas duas espécies mostrou 21 haplétipos em
26 populacdes de 7 paises e indicou que R. prolixus e R. robustus sao espécies muito similares,
porém claramente separadas geneticamente (Monteiro et al. 2003). O estudo mostrou que as
populacdes de R. prolixus sdo muito homogéneas, com apenas trés hapldtipos, quando
comparadas com as populagdes altamente heterogéneas de R. robustus, com varios haplotipos e
estruturacdo filogeografica, sugerindo a existéncia de um complexo R. robustus. As arvores
filogenéticas consistiram de cinco clados, um composto por R. prolixus ¢ 4 clados de R.
robustus, o clado I representativo da Venezuela e os clados II a IV da Amazonia. A andlise
mostrou ainda que o clado I foi mais proximo de R. prolixus que os outros clados de R. robustus,
sugerindo parafiletismo em R. robustus e mostrando que hé a necessidade de reavaliar a situacdo

taxonOmica dessa espécie.
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Tabela 1. Distribuicdo, ecotopos, fontes alimentares e biomas preferenciais das espécies de

Rhodnius do grupo R. prolixus no Brasil.

Espécie Distribuicao Ecétopos Fontes alimentares Bioma
Rhodnius GO, DF, MT, MS, Palmeiras: Attalea, Aves, principalmente Cerrado
neglectus MG, SP, TO, BA, Mauritia, Acrocomia, furnarideos,

PR, MA, PI, PE Syagrus marsupiais, roedores,
morcegos. Galinhas em
ambiente doméstico
Rhodnius CE, PI, RN, PB, MA Palmeiras: Roedores, marsupiais. Caatinga
nasutus Copernicia prunifera Galinhas em ambiente
doméstico
Rhodnius AM Palmeiras: Attalea, Furnarideos, carcaras, = Amazonia
prolixus® Mauritia, Acrocomia, — marsupiais, tamanduas,
Cocos, Leopoldina, roedores, tatus,
bromélias, pteridofitas, lagartos. Pombos e
ninhos de aves e galinhas em ambiente
mamiferos doméstico.
Rhodnius AM, PA, MA, TO Palmeiras: Attalea, Roedores, marsupiais, = Amazonia
robustus Acrocomia, Mauritia; morcegos € aves.

Bromélias (Adechmea)

*A ocorréncia dessa espécie ¢ questionada ao sul da Amazonia (Dujardin et al. 1991, Abad-Franch &

Monteiro 2007). Fontes: Carcavallo et al. (1997, 1999), Gurgel-Gongalves ef al. (2004).
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Figura 1.

R. robustus R. prolixus

Espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus.

R. neglectus

R. nasutus
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Figura 2. Distribui¢do geografica conhecida das espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus

segundo Carcavallo et al. (1999).
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1.3 Distribuicio geografica e ecologia de Rhodnius neglectus

A primeira referéncia de R. neglectus em ambiente silvestre deve-se a Lent (1954), que
descreveu a espécie a partir de exemplares coletados em palmeiras do género Attalea em Minas
Gerais. Posteriormente, varios trabalhos indicaram a presenca da espécie em palmeiras no Brasil
(Barretto et al. 1969, Diotaiuti & Dias 1984, Gurgel-Gongalves et al. 2003, 2004).

Entre as espécies do género Rhodnius, R. neglectus ¢ a que possui maior distribui¢ao
geografica no Brasil, ocorrendo no Distrito Federal e 11 estados (GO, MS, MT, BA, PI, PE, MA,
TO, MG, PR, SP), sendo uma espécie caracteristica do bioma Cerrado. R neglectus ocorre
freqiientemente em palmeiras de diferentes géneros (Tabela 1), mas pode ser encontrada em
ninhos de passaros da familia Furnariidae (Phacellodomus) e refugios de mamiferos como
Didelphis (Carcavallo et al. 1997). Adicionalmente, ndo ha registros de ocorréncia de R.
neglectus fora do Brasil.

A distribuigdo geografica conhecida de R. neglectus (Figura 2) baseia-se na ocorréncia
domiciliar da espécie baseada somente em registros do Programa Nacional de Controle da
Doenga de Chagas, Ministério da Satude. Essa distribuicdo pode apresentar problemas devido a
possiveis erros de identificacdo de R. meglectus, pertencente ao grupo R. prolixus, que inclui
espécies similares como R. nasutus, R. prolixus € R. robustus. O esclarecimento da distribuicao
dessas espécies ¢ de grande importancia epidemiologica, visto que apresentam diferentes graus
de adaptacdo ao ambiente domiciliar: R. prolixus é o principal vetor da doenga de Chagas na
América Central, Venezuela e Colombia e tem sido alvo das campanhas de controle (Guhl
2007); em contraste, R. neglectus tem sido classificada como uma espécie de importancia
secundaria na transmissdo do 7. cruzi no Brasil (Dujardin et al. 2002) devido ao fato de ser
predominantemente silvestre, ocorrendo em palmeiras no Brasil central (Diotaiuti & Dias 1984,
Gurgel-Gongalves et al. 2004) e, eventualmente, colonizando o ambiente domiciliar, com baixos

indices de infeccdo por 7. cruzi (Oliveira & Silva 2007).
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Dujardin et al. (1991) discutiram o risco de domiciliagdo de populagdes de Rhodnius no
Brasil central, questionando qual espécie desse género era encontrada em casas no municipio de
Mambai-GO; colonias de R. prolixus e espécimes peridomésticos de R. neglectus de Mambai
apresentaram padrdes isoenzimaticos idénticos e ambos diferiram da populagdo de referéncia de
R. neglectus da FIOCRUZ. Entretanto, a maioria dos estudos tem registrado a invasdo de R.
neglectus no peridomicilio e intradomicilio em Goias, Minas Gerais, Tocantins, Sdo Paulo e
Parana (Silveira et al. 1984, Silva et al. 1999, Guilherme et al. 2001, Oliveira & Silva, 2007). Os
fatores que influenciam a domiciliacdo desses triatomineos ainda sdo pouco conhecidos, sendo
que a infestacdo das casas poderia estar associada a distancia entre o ambiente domiciliar e as
palmeiras (Forattini et al. 1971). Finalmente, Oliveira & Silva (2007) mostraram que R.
neglectus foi a segunda espécie mais capturada em ambiente domiciliar nos municipios de Goids,

destacando a sinantropia dessa espécie no Brasil central.

1.4 Métodos utilizados no estudo de populacoes de triatomineos

1.4.1 Morfometria

A descrigdo e a andlise da forma das espécies sempre foram usadas na classificagdao dos
organismos (Adams et al. 2004). Inicialmente, a morfometria era baseada na comparacdo de
valores médios de uma ou mais medidas da estrutura analisada. Entretanto, novas técnicas
modernizaram a morfometria, permitindo a descricdo da variagdo de forma entre grupos de
individuos e entre os individuos de cada grupo, além da andlise das causas das diferencas de
forma entre os organismos, sejam elas ecoldgicas ou filogenéticas (Monteiro & Reis 1999).

A morfometria geométrica ¢ baseada no uso de coordenadas cartesianas de marcos
anatomicos ¢ métodos de superposicao para analisar a variacao de forma entre espécimes (Rohlf
& Marcus 1993, Slice 2007). A partir da amostragem de um conjunto de pontos homologos
(marcos anatémicos) de uma determinada estrutura a configuracio consenso desses pontos em

varios individuos ¢ obtida. A técnica permite analisar a forma das estruturas, assim como
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apresentar de maneira grafica e clara as diferencas de forma, além de indicar com maior precisao
em quais regides se concentra a sua variagao.

Para remover os efeitos de tamanho, orientagcdo e posicdo ao comparar uma determinada
estrutura, os marcos anatomicos de diferentes espécimes sdo sobrepostos usando a Analise
Generalizada de Procrustes (AGP) (Adams et al. 2004) a partir do método dos minimos
quadrados (Bookstein 1991). Ao utilizar a AGP, um estimador de tamanho chamado Tamanho
do Centrdide (TC) ¢ extraido a partir da raiz quadrada da soma das distancias elevada ao
quadrado entre o centro de gravidade de cada estrutura (centrdide) e os marcos anatdmicos que a
definem. Dessa maneira, a forma e o tamanho das estruturas podem ser analisados
separadamente.

As divergéncias de forma das estruturas comparadas sdo medidas a partir das diferengas
na posic¢do relativa dos pontos de um espécime em relacdo a configura¢do consenso do grupo,
gerando varidveis de forma (deformacdes parciais e componentes uniformes) invariantes em
relacdo a posi¢do, orientagdo e tamanho. As mudangas de forma nas estruturas analisadas sdo
visualizadas em grides de deformag¢do usando a fun¢do “Thin Plate Spline — TPS” (Rohlf 1999)
amplamente utilizada em computacdo grafica para transformar suavemente uma estrutura em
outra. As deformacdes parciais dos espécimes de diferentes populacdes ou espécies podem ainda
ser analisadas em analises multivariadas, como por exemplo, Anilise de Componentes
Principais (ACP) e Analise de Func¢des Discriminantes (AFD).

As andlises multivariadas tradicionais t€ém como objetivo representar os individuos em
um espago de variaveis reduzido (Sorensen & Footit 1992). Em uma ACP, o objetivo ¢ verificar
se alguns componentes podem explicar a maior parte da variancia dos dados originais,
verificando se ha estrutura nas matrizes de dados e a natureza dessa estrutura. Se existe uma
estrutura, com uma tendéncia de formag¢ao de grupos de individuos, uma AFD pode ser feita para
testar a diferenca entre eles. A AFD ¢ um tipo de andlise multivariada em que os grupos sio

previamente definidos e as diferengas entre esses grupos (populagdes ou espécies) sdo analisadas
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a partir da magnificacdo da variagdo entre os grupos em relag@o a variagao dentro de cada grupo.
Quando as variaveis de forma sdo usadas na AFD, cada func¢do discriminante representa um
unico padrdo de variagdo de forma e pode ser usada para plotar individuos em um espaco
discriminante de forma (Monteiro & Reis 1999). No mapa fatorial resultante dessa andlise, os
pontos (espécimes) que possuem uma forma similar s3o agrupados. A distancia discriminante
entre os grupos se associa a uma probabilidade de pertencer a um grupo especifico. Essa
probabilidade tem uma utilidade taxondmica, pois se os grupos estdo naturalmente bem definidos
a probabilidade de reclassificagio em um grupo original ¢ alta. A AFD gera fungdes
discriminantes que permitem classificar posteriormente um individuo de origem desconhecida
em um grupo mais provavel. Essas reclassificagdes podem ser testadas pela estatistica Kappa
(Landis & Koch 1977), gerando um indice que avalia o poder estatistico do modelo
discriminante. Dessa forma, a morfometria geométrica aliada a andlise multivariada permite
identificar espécimes de espécies similares a partir da comparagdo com grupos de referéncia
previamente identificados. Essa abordagem pode ser muito 1til quando espécies cripticas ndo sao
reconhecidas em estudos de sistematica qualitativa. Nesse sentido, a abordagem quantitativa da
morfometria geométrica, mostrando padroes detalhados de diferencas de forma entre os
organismos com grande poder estatistico, acaba sendo uma ferramenta muito eficiente para
estudar problemas taxondmicos complexos (Baylac et al. 2003).

A morfometria geométrica também tem sido aplicada para estudar a variabilidade intra-
especifica. A diferenciacdo entre populagdes e a variacdo de forma e tamanho em relagdo as
variagdes ambientais ao longo da distribuicdo geografica de uma espécie podem ser exploradas
usando essa técnica. Para isso, matrizes de dados ambientais (e.g. temperatura, umidade,
precipitagdo, altitude, latitude e longitude) podem ser relacionadas com a variagdo de tamanho e
forma da espécie por meio de andlises de regressdo. Este tipo de andlise, aplicada a espécies com
ampla distribuigdo geografica, pode ser usada para testar regras ecogeograficas ou tendéncias

morfoldgicas ao longo de gradientes ambientais, como, por exemplo, a regra de Bergmann
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(Atkinson & Sibly 1997). Esta andlise ecogeografica permite também estudar a plasticidade
fenotipica, a capacidade de organismos geneticamente semelhantes apresentarem diferentes
fenotipos em resposta as condi¢cdes ambientais (Scheiner 1993). Bitner-Mathé & Klasczo (1999)
mostraram que a temperatura ¢ a densidade populacional podem alterar a morfologia de asas de
Drosophila melanogaster, a primeira influenciando o tamanho e a segunda a forma. O efeito da
temperatura no tamanho também foi observado em Musca domestica (Chapman & Goulson
2000). O microhabitat também pode influenciar o tamanho dos insetos; Carreira et al. (2006)
mostraram diferentes tamanhos de asas em moscas (Drosophila spp.) vivendo em diferentes
espécies de cactos e Stillwell et al. (2007) observaram que o tamanho corporal do besouro Stator
limbatus ¢ influenciado pela variagcdo do tamanho da semente hospedeira. Finalmente, o tamanho
do corpo de insetos pode ainda ser influenciado pela altitude (Rosemary et al. 2000).

Antes da década de 1990, somente a morfometria classica, baseada em medidas lineares ¢
razdes entre as mesmas, era usada na classificagdo das espécies de triatomineos. Posteriormente,
técnicas morfométricas tradicionais baseadas em andlises multivariadas foram introduzidas.
Gorla et al. (1993) mostraram diferengas morfométricas entre Triatoma sordida, T. guasayana e
T. patagonica, salientando a utilidade da técnica para resolver problemas taxondmicos.
Diferencas entre populagdes de Rhodnius prolixus e R. robustus na Venezuela também foram
detectadas mediante a aplicacdo de andlises multivariadas (Galindez Girén et al. 1994, Harry
1994). Estudos sobre a variabilidade morfométrica de outras espécies de Rhodnius mostraram
diferenciagdo entre R. pictipes, R. neglectus e R. nasutus (Harry 1994). Em seguida, estudos
morfométricos apresentaram diferenciagdo métrica de populacdes de 7. infestans (Dujardin et al.
1997), R. robustus (Galindez Giron & Torres 1999) e P. rufotuberculatus (Dujardin et al.
1998a). A partir destes ultimos estudos, a morfometria foi usada como ferramenta para estudar
diferencas métricas entre populacdes domésticas e silvestres, tendo aplicacdo para a vigilancia e

controle vetorial da doenga de Chagas.
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Ainda no final da década de 1990, outros estudos morfométricos foram realizados
mostrando relacdes filogenéticas entre espécies de triatomineos (Gorla et al. 1997, Dujardin et
al. 1999a) e variacdo intra-especifica (Dujardin et al. 1998a,b, 1999b, Soares et al. 1999). A
morfometria tradicional ainda tem sido utilizada em andlises de variacdo geografica e ecologica
de espécies de triatomineos (Bustamante et al. 2004, Borges et al. 2000, Fernandez et al. 2005) e
para abordar questdes sistematicas (Patterson et al. 2001). Entretanto, o uso das técnicas de
morfometria geométrica em estudos com triatomineos tem aumentado nos Ultimos anos. A
técnica tem sido aplicada para resolver problemas taxondmicos (Matias ef al. 2001, Villegas et
al. 2002, Gumiel et al. 2003, Patterson 2007), para estudar a variagdo morfologica intra-
especifica (Jaramillo et al. 2002, Gumiel et al. 2003, Schachter-Broide et al. 2004, Vargas et al.
20006) e para analisar o fendmeno de re-infestacao (Dujardin et al. 2007, Feliciangeli et al. 2007).
Entretanto, poucos estudos foram desenhados para relacionar a forma e o tamanho de populacdes
silvestres de uma espécie com caracteristicas ambientais ao longo de sua distribui¢do, apesar de
existirem alguns exemplos de plasticidade fenotipica em triatomineos (Dujardin et al. 1999c¢).

Os triatomineos sdo capazes de desenvolver mudancas morfoldgicas rapidas como
adaptacdes a novos habitats. Durante a transicdo do ambiente silvestre para o artificial observa-
se diminuicdo de tamanho corporal, da densidade de sensores de antena, do dimorfismo sexual e
da simetria, com aumento dos valores de assimetria flutuante (Dujardin et al. 1999b). Populagdes
de R. ecuadoriensis habitando diferentes ecotopos silvestres apresentaram tamanhos e padrdes
cromaticos diferentes apesar de geneticamente semelhantes (Abad-Franch ef al. 2003), e
populacdes de R. nasutus provenientes de diferentes espécies de palmeiras apresentaram
significativa variagdo morfologica (Diotaiuti et al. 2005). Por outro lado, linhagens de
triatomineos geneticamente diferentes podem apresentar morfologia similar ao habitar ecotopos
semelhantes, como observado em linhagens de Rhodnius do grupo R. prolixus, habitando as

mesmas espécies de palmeiras (Dujardin ef al. 1999c).
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Estudar a variabilidade morfologica de espécies e populagdes de triatomineos cuja
identificacdo € problematica usando taxonomia classica (e.g. espécies de Rhodnius do grupo R.
prolixus) tem aplicacdes importantes relacionadas a vigilancia entomologica da doenca de
Chagas, principalmente nos casos onde as espécies tém diferentes capacidades de domiciliagdo.
Dessa forma, os métodos de morfometria geométrica podem ser aplicados para a identificagdo
das espécies de Rhodnius que ocorrem em palmeiras e casas no Brasil central, respondendo a
uma pergunta formulada na década de 1990 (Dujardin et al. 1991): qual espécie de Rhodnius

ocorre em casas no Brasil?
1.4.2 Modelagem de nicho ecoldgico e distribui¢io potencial

O sensoriamento remoto ¢ um processo de aquisi¢do de informagdes a distancia sobre um
objeto, area ou fendmeno. A disponibilidade de informacdes geograficas fornecidas por sensores
remotos a bordo de satélites em oOrbita ao redor da Terra e os avancos nas técnicas de
geoprocessamento tém permitido analisar de forma eficiente a distribuicdo geografica de varios
organismos (Silva & Zaidan, 2004). Esta abordagem tem sido aplicada em estudos
epidemiologicos (Hay 2000, Herbreteau et al. 2005), incluindo andlise da distribui¢ao potencial
de vetores com interesse médico como mosquitos (e.g. Achee et al. 2006), caramujos (e.g.
Kristensen et al. 2001) e triatomineos (e.g. Gorla 2002).

A distribui¢do geografica dos organismos ¢ afetada por varidveis ambientais que sdo
estudadas usando sensoriamento remoto, geoprocessamento ¢ modelagem de nicho ecoldgico.
Os sensores remotos detectam e medem a intensidade da radiacdo eletromagnética emitida e
refletida por qualquer objeto na superficie terrestre. Essa informagdo ¢ transmitida para estagdes
especializadas na Terra, onde os dados sdo processados as imagens de satélite sdo geradas.
Dependendo das caracteristicas do sensor, a imagem pode ter baixa, média ou alta resolucao
espacial (o tamanho do pixel da imagem pode variar desde 1 m até mais que 1 km), resolucao
espectral (nimero de canais em que a energia eletromagnética ¢ discriminada) e resolucao

temporal (freqiiéncia com que o satélite passa sobre um mesmo ponto da superficie terrestre)
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(Hay 2000). Atualmente, as informagdes de varios sensores em satélites em Orbita ao redor da
Terra estdo disponiveis na ‘internet’, como Landsat (http://landsat.gsfc.nasa.gov), SPOT
(http://www.spotimage.fr), MODIS (http://modis.gsfc.nasa.gov) e NOAA-AVHRR (http://daac.
gsfc.nasa.gov/avhrr/global 8 km/). A partir de algoritmos baseados nos dados registrados por
esses sensores e nas informacdes de estagdes meteoroldgicas, as varidveis (temperatura,
precipitacdo, cobertura do terreno, altitude) sdo estimadas (Goetz et al. 2000).

O NDVI (Normalized Difference Vegetation Index) ¢ muito usado no estudo da
distribuicdo potencial de vetores (Herbreteau et al. 2005) por ser uma variavel que integra efeitos
da temperatura, da precipitacao e de algumas propriedades do terreno. O calculo desse indice ¢
baseado nas propriedades espectrais de diferentes tipos de solo e vegetagdo, representando a
capacidade de fotossintese da area medida; como conseqiiéncia, os biomas apresentam diferentes
perfis de NDVI (Hay 2000). Este indice foi o que melhor explicou a distribui¢do geografica de
Triatoma infestans na América Latina (Gorla 2002) em comparagdo com as outras variaveis
estudadas (temperatura do ar, temperatura de superficie, radiacdo infravermelha e déficit de
pressdo de vapor).

O uso da informacdo de imagens de satélite no contexto da epidemiologia das doencas
transmitidas por vetores inclui: i) a elaboracdo de mapas com a distribui¢do do vetor e casos da
doenga, ii) o uso de dados registrados pelos sensores remotos para estudar a distribui¢do de
caracteristicas bidticas e abioticas que podem influenciar a distribuicdo dos vetores, iii) a selecao
de varidveis que estdo mais fortemente associadas com a distribui¢do geografica e iv) a projecao
da distribuicdo das varidveis identificadas em outras areas para realizar predi¢des acerca da
distribuicdo geografica do vetor (modelagem de nicho ecoldgico e distribuicdo potencial) e/ou o
risco de transmissdao da doenca nessa arecas (Gorla et al. 2005). Nesse contexto, a coleta,
armazenamento e analise dos pontos de ocorréncia dos triatomineos pode ser um instrumento
fundamental para a avaliacdo e orientacdo das atividades de controle vetorial da doenga de

Chagas.
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A distribuicao geografica de R. neglectus foi descrita por Lent & Wygodzinsky (1979)

incluindo os estados brasileiros de Goids, Minas Gerais, S3o Paulo e Mato Grosso. A partir dos
dados de infestagdo domiciliar obtidos no Programa de Controle da Doenca de Chagas no
periodo de 1975/83, Silveira et al. (1984) listaram doze estados com ocorréncia de R. neglectus.
Entretanto, apenas oito estados foram citados por Galvao ef al. (2003). De acordo com os mapas
de distribui¢do geografica de triatomineos do género Rhodnius propostos por Carcavallo et al.
(1999), R. neglectus ¢ a espécie com a maior distibui¢do no Brasil, ocorrendo desde o nivel do
mar até cerca de 1000 m de altitude, entre 3 e 25° de latitude sul. Entretanto, essa distribui¢ao
pode ser inexata devido a possiveis erros de identificagdo. Adicionalmente, ndo ha registro de
mapas de distribuicdo de R. neglectus preditos usando varidveis ambientais. A relagdo entre a
distribuicdo geografica e varidveis ambientais (e.g. temperatura, precipitacdo e altitude) foi
apresentada de forma qualitativa para algumas espécies de triatomineos (e.g. Carcavallo et al.
1999). Outros estudos também relacionaram qualitativamente a distribui¢do dos triatomineos
com caracteristicas da vegetacdo, por exemplo, a associagdo entre espécies de Rhodnius e
palmeiras (e.g. Lent & Wygodzynsky 1979, Carcavallo et al. 1997, Romaiia et al. 1999, Gaunt &
Miles 2000, Gurgel-Gongalves et al. 2004). Entretanto, poucos estudos analisaram a influéncia
de variaveis ambientais na distribuicdo de triatomineos (Costa et al. 2002, Gorla, 2002,
Rodriguero & Gorla 2004).

Vérios métodos tém sido usados para predizer a distribuicao potencial de espécies usando
a modelagem de nicho ecoldgico, baseados nos pontos de ocorréncia e analise de variaveis
ambientais, apresentando geralmente bons resultados (ver referéncias em Tsoar et al. 2007). A
modelagem de nicho ecoldgico ¢ particularmente relevante no estudo de vetores, sugerindo areas
potenciais de ocorréncia do vetor e, conseqiientemente, areas de risco de transmissdo dos
patdgenos. Essa abordagem tem sido usada para estudar a distribuicao potencial de vetores como
mosquitos, carrapatos, flebotomos (ver referéncias em Herbreteau et al. 2005) e triatomineos

(Costa et al. 2002, Peterson et al. 2002).



45

Entre os algoritmos de modelagem do nicho ecoldégico desenvolvidos, destaca-se o
“Genetic Algorithm for Rule-set Production” (GARP) (Stockwell & Noble 1992, Stockwell &
Peters 1999). A modelagem de nicho ecoldgico usando GARP produz modelos de distribuicao
geografica de espécies com boa acuracia e sensibilidade (Peterson & Cohoon 1999, Anderson et
al. 2003, Tsoar et al. 2007). O GARP inclui vérios algoritmos distintos (e.g. BIOCLIM,
regressdo logistica) em uma abordagem iterativa. Estes algoritmos relacionam as condig¢des
ambientais (climaticas, topograficas, indices de vegetacdo) observadas nos pontos de ocorréncia
conhecidos da espécie com aquelas de pontos amostrados aleatoriamente na regido de estudo,
desenvolvendo uma série de regras que explicam os fatores associados a presenga da espécie
(Stockwell & Peters 1999). Como resultado, mapas de distribuigdo geografica potencial da
espécie sdo gerados. Alguns estudos tém confirmado a capacidade do GARP de produzir mapas
de distribuicao potencial de espécies de vetores de patogenos (Peterson et al. 2002, Levine et al.
2004, Peterson et al. 2004, Sweeney et al. 2006). A modelagem de nicho ecoldgico também ja
foi aplicada para diferenciar as condi¢des ecoldgicas de populagdes de Triatoma brasiliensis no
nordeste do Brasil (Costa et al. 2002) e para verificar relagdes entre a distribui¢do de mamiferos
reservatorios (Neotoma spp.) e vetores do 7. cruzi (grupo Triatoma proctata) no México
(Peterson et al. 2002).

Observacdes de campo (Gurgel-Gongalves obs. pess.) sugerem que a distribuicao
geografica de R. neglectus no Brasil pode ser mais ampla que a proposta por Carcavallo et al.
(1999) e Galvao et al. (2003). Analisar e predizer a distribui¢do geografica desta espécie
permitiria planejar estratégias de vigilancia vetorial da doenca de Chagas, esclarecendo os seus

limites de distribuicao geografica e os fatores que influenciam a sua distribuigao.
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1.4.3 Métodos moleculares e estudos filogeograficos

Ferramentas moleculares tém sido amplamente usadas no estudo dos triatomineos,
incluindo o seqiienciamento de genes do DNA mitocondrial (mtDNA) (ver referéncias em Abad-
Franch & Monteiro 2005). O uso de genes do mtDNA como marcadores moleculares ¢ atrativo
por varios motivos: grande numero de copias por célula, heranca materna, freqiiéncia
extremamente baixa de rearranjos por recombinacao e presenca de regides altamente variaveis.
Além disso, iniciadores universais podem ser usados para amplificar os genes mitocondriais de
interesse. Os genes mitocondriais também apresentam rapidas taxas de evolugdo quando
comparados com os nucleares e, conseqiientemente, sdo muito uteis para estudos de grupos com
divergéncia recente (Avise 2001).

O genoma mitocondrial foi seqiienciado para uma das espécies de triatomineos, Triatoma
dimidiata, com um comprimento de 17.019 pares de bases e contendo genes que codificam
proteinas para a respiracdo celular (Dotson & Beard 2001). Os genes mitocondriais estudados
incluem fragmentos de genes codificadores de proteinas como citocromo b, citocromo oxidase I
e subunidades do RNA ribossomico (12S e 16S). Alguns estudos usando seqlienciamento de
mtDNA examinaram a variabilidade genética e relacdes evolutivas em Triatominae (Stothard et
al. 1998, Garcia & Powel 1998, Lyman et al. 1999, Monteiro et al. 2000, Hypsa et al. 2002,
Sainz et al. 2004). Esses estudos tém confirmado a separa¢do entre as tribos Triatomini e
Rhodniini e a diferenciagdo de espécies morfologicamente similares como R. prolixus, R.
robustus, R. neglectus e R. nasutus. O seqiienciamento de genes mitocondriais também tem sido
usado para analisar a variabilidade genética de populacdes de triatomineos (Abad-Franch 2002,
Garcia et al. 2003, Monteiro et al. 1999, 2003, Monteiro et al. 2004, Fitzpatrick 2005),
permitindo detectar complexos de espécies cripticas em R. robustus (Monteiro et al. 2003) e T.
brasiliensis (Monteiro et al. 2004), sendo uma ferramenta muito 1til em estudos de sistematica e

filogeografia de espécies de triatomineos.
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Vérios métodos moleculares ja foram aplicados para separar R. neglectus das outras
espécies de Rhodnius, como eletroforese de proteinas salivares (Soares et al. 2000), padroes
isoenzimaticos (Chavez et al. 1999, Monteiro et al. 2002) e seqiienciamento de genes do DNA
mitocondrial (Lyman et al. 1999, Monteiro et al. 2000). Soares et al. (1999) estudaram duas
populacdes silvestres de R. neglectus (de Minas Gerais e Goids) usando isoenzimas, porém nao
documentaram diferengas nos padrdes enzimaticos. Embora vérios métodos tenham sido
utilizados para estudar e diferenciar R. neglectus das outras espécies de Rhodnius, pouco se sabe
sobre a estrutura genética e filogeografia dessa espécie no Brasil.

A filogeografia ¢ um campo de estudo relacionado com os principios € processos que
governam a distribui¢do de linhagens genealdgicas, especialmente as intra-especificas. Os
estudos filogeograficos analisam a influéncia de fatores histdricos na distribuicdo geografica das
linhagens de genes ou haplotipos; a andlise e interpretacdo da distribui¢do de linhagens requerem
o uso de ferramentas da genética molecular, demografia, sistematica filogenética, paleontologia e
geologia, o que faz da filogeografia uma disciplina integradora (Avise 2001).

Fatores biogeograficos historicos e contemporaneos (comportamentais e ecoldgicos) dos
organismos tém importante papel na estrutura genética das populagdes (Avise et al. 1987). Isso
permitiu formular as principais hipdteses filogeograficas conhecidas atualmente: i) as espécies
com estrutura filogeografica limitada ou fraca tém histéria de vida associada a dispersio e
ocupam areas livres de barreiras geograficas e ii) existem grupos intra-especificos monofiléticos
diferenciados por grandes distancias genéticas que usualmente sdo resultantes da existéncia de
barreiras geograficas duradouras impedindo o fluxo génico (Avise 2001). Essas hipoteses
aplicadas a vetores de patdgenos podem contribuir para entender mudangas na epidemiologia das
doengas, pois a capacidade de dispersdo desses vetores e sua habilidade de cruzar barreiras
geograficas podem ser estudadas usando métodos filogeograficos (Fairley et al. 2002). Por
exemplo, estudos de estrutura genética de Culex tarsalis (Venkatesan et al. 2007) mostraram

fraco isolamento por distincia ¢ panmixia, evidenciando expansdo populacional desse
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mosquito na regido do rio Nilo (Africa), resultado que tem importantes implicagdes
epidemioldgicas.

As principais hipdteses para explicar a formagdo de barreiras separando populagdes e
causando diferenciagdo de espécies na América do Sul sdo baseadas em diferentes fatores
historicos de vicarifdncia, entre eles: 1) transgressdo marinha do Mioceno (Résénen et al. 1995,
Webb 1995), ii) rios como barreiras geograficas no Pleistoceno (Wallace 1853) e iii) flutuacdes
climaticas do Pleistoceno e suas conseqiiéncias (Haffer 1969). Essas hipodteses ja foram
examinadas em estudos de genética de populacdes de diferentes grupos como vertebrados
(Moritz et al. 2000, Bates 2001, Aleixo 2004), borboletas (Brown et al. 1974, Brower 1994, Hall
& Harvey 2002), besouros (Erwin & Pogue 1988, Erwin 1998, Scataglini et al. 2006) e abelhas
(Dick et al. 2004).

Segundo a hipotese de transgressdo marinha, houve um alagamento extensivo da América
do Sul, principalmente nas planicies amazonicas, deixando trés escudos relativamente isolados:
o Planalto Central Brasileiro, o Guianense € o Andino (Frailey ef al. 1988). Para aves brasileiras
(Bates 2001) foi proposto que as populagdes ancestrais desses escudos comegaram a divergir e
eventualmente especiar, resultando em grandes areas de endemismo. Entre as predi¢cdes dessa
hipdtese estariam i) monofiletismo de linhagens presentes nos trés escudos acima citados, ii)
populacdes ancestrais encontradas nesses escudos e iii) populagdes recentemente derivadas
encontradas nas planicies amazonicas.

A hipétese de rios como barreiras geograficas (Wallace 1853) sugere que os rios
poderiam impedir a dispersdo das populacdes de cada margem, eventualmente resultando em
especiacdo. Esse processo poderia ter ocorrido entre o Plioceno/Pleistoceno, durante o
desenvolvimento do rio Amazonas (Campbell et al. 2006). Em termos filogeograficos, clados
intra-especificos irmaos deveriam existir ao longo dos rios neotropicais em vez de ocorrerem em

areas separadas pelos rios. Essa hipotese tem sido testada examinando os padrdes de
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diferencia¢do genética entre populacdes de diferentes taxons (ver referéncias em Gascon et al.
2000, Funk et al. 2007) incluindo insetos de interesse médico (Fairley et al. 2002).

A hipotese dos refugios do Pleistoceno foi proposta por Haffer (1969) para explicar a
diversificacdo de aves na Amazonia. Segundo essa hipdtese, mudancas climaticas durante o
Pleistoceno levaram a retracdo de areas de floresta e respectivas populagdes, que ficaram
isoladas e rodeadas por vegetacdo mais seca e aberta (savanas). Durante periodos mais quentes
essas ilhas de floresta (refugios) e suas populagdes se expandiam. As retracdes e expansoes
ocorriam ciclicamente e resultavam em cladogénese. Entre as predigdes dessa hipdtese estariam:
1) sinais de efeito “gargalo de garrafa” (bottleneck) associados a retragcdo e isolamento dos
refugios, ii) expansdo demografica associada com expansdo do reflgio, iii) baixa variabilidade
genética e pouca estrutura filogeografica.

Conn & Mirabello (2007) examinaram os padrdes de divergéncia e distribui¢do de
espécies de vetores neotropicais (triatomineos, flebotomos e mosquitos) em relagdo as trés
hipdteses acima listadas. Apenas uma espécie de triatomineo (R. prolixus) apresentou padriao
coincidente com a hipotese dos refugios. A estrutura filogeografica de R. robustus esteve de
acordo com as predicdes da hipdtese de transgressdo marinha. Os flebétomos e mosquitos
apresentaram elementos das hipoteses de transgressdo marinha e refugios, sugerindo uma
interacdo de fatores determinando seus padroes de distribuicdo. A hipdtese de rios como
barreiras geograficas foi levantada para o mosquito-prego Anopheles aquasalis (Fairley et al.
2002). Neste estudo, o seqiienciamento do gene citocromo oxidase I de cinco populagdes de A.
aquasalis da Amazodnia foi realizado, incluindo as margens direita e esquerda do rio Amazonas,
mostrando compartilhamento de hapldtipos entre as populagdes e sugerindo que o rio ndo seria
uma barreira importante para o fluxo génico de populacdes dessa espécie.

O processo de dispersao de individuos e o fluxo génico entre populacdes em uma regido
dependem de fatores instrinsecos das espécies (mobilidade e tolerdncia a fatores bidticos e

abidticos), fatores ambientais (qualidade, distribuicdo e caracteristicas ecoldgicas dos habitats) e
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fatores evolutivos (McKenna 1973, Haffer 1969). No Cerrado, espécies de Rhodnius estdo

associadas principalmente as palmeiras dos géneros Attalea, Acrocomia e Mauritia (Barretto
1979), sendo que a dispersdo de individuos (e conseqiientemente potencial fluxo génico) poderia
ocorrer ao longo das veredas, campos umidos onde sdo encontradas populacdes de Mauritia
flexuosa. Dessa forma, a similaridade genética entre duas popula¢des em uma mesma bacia seria
proporcional a distancia entre elas ao longo da bacia pelo mecanismo de isolamento por distancia
(Wright 1943).

Alguns estudos sobre a distribuicao de triatomineos em diferentes regides biogeograficas
tém sido publicados nas ultimas décadas (e.g. Forattini ef al. 1983, Carcavallo et al. 1998, Abad-
Franch & Monteiro 2007), mas ainda ha a necessidade de informagdes mais detalhadas sobre a
origem e dispersdo de espécies de triatomineos do Cerrado. Estudos sistemdticos e
filogeograficos de espécies de Rhodnius no Cerrado e ecotonos (dreas de transicdo com os
biomas Amazonia, Mata Atlantica e Caatinga) devem ser explorados. Esses estudos, além de
testar hipoteses biogeograficas, devem esclarecer a origem e a diversificagdo das populagdes de

Rhodnius no Brasil central.

1.5 Epidemiologia e controle da doenc¢a de Chagas

O controle da doenga de Chagas ¢ baseado em trés tipos de interveng¢do: 1) prevencao da
transmissdo vetorial do 7. cruzi a partir da elimina¢dao dos triatomineos domiciliados, ii)
prevengdo da transfusdo sanguinea com sangue contaminado e da transmissao congénita e iii) a
partir da educagdo em saude, tratamento dos infectados e melhoria das moradias em areas
endémicas. Entre as intervencdes mais eficientes estd o controle das populagdes domiciliadas de
triatomineos usando inseticidas residuais (piretroides). Esse método continua sendo usado com
sucesso nos programas de controle da América Latina. A melhoria das moradias também ¢ um

meio eficiente para prevenir a coloniza¢ao dos triatomineos, porém tem um custo mais elevado e
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depende de politicas governamentais, o que reduz a aplicabilidade dessa estratégia (Dias &
Schofield 1999, Dias 2007).

Entre as estratégias de controle bem sucedidas na América Latina estd a iniciativa
multinacional do cone sul, estabelecida em 1991 para o controle da transmissdo do 7. cruzi nos
paises participantes (Brasil, Argentina, Chile, Paraguai, Uruguai, Bolivia e Peru). O objetivo da
iniciativa foi erradicar populacdes domésticas e peridomésticas do principal vetor, Triatoma
infestans (Schofield et al. 2006). Iniciativas internacionais como estas reduzem as chances de
reinvasdo a partir de focos ndo tratados pelo movimento de pessoas através das fronteiras, que
tem sido apontado como principal mecanismo de dispersdo de 7. infestans a partir dos focos
primarios na Bolivia.

O numero de pessoas infectadas pelo 7. cruzi na América Latina foi estimado entre 16 e
18 milhdes em 1990 (WHO 1991). Atualmente, essa estimativa caiu para 9,8 milhdes,
evidenciando o sucesso das campanhas de controle vetorial com a significativa reducao das
populacdes domiciliadas do principal vetor, 7. infestans. Recentemente, o Brasil foi declarado
livre da transmissdo vetorial do 7. cruzi por essa espécie de triatomineo (Schofield et al. 2006).
Entretanto, ainda hé4 o risco de transmissdo do parasito por espécies de vetores silvestres que
podem invadir o ambiente doméstico e iniciar novos focos. Alternativamente, ha também a
possibilidade de ocorrer a transmissdo oral, hd bastante tempo conhecida e que tem sido
observada recentemente na AmazoOnia e outras regides do Brasil, a partir da ingestdo de
alimentos contaminados (e.g. caldo de cana, acai), resultando em formas agudas graves e
potencialmente letais da doenca de Chagas.

Populacgdes de varias espécies de Rhodnius apresentam capacidade de colonizacdo de
ambientes artificiais em diferentes regides; uma delas, R. prolixus ¢ o principal vetor da doenca
de Chagas cuja presenga foi questionada no Brasil Central (Dujardin et al. 1991). Populagdes de
triatomineos sinantropicos tem sido o alvo dos programas de controle baseados no uso de

inseticidas (e.g. Dias, 2007). Entretanto, a presenca de populagdes silvestres proximas das casas



52

limita as intervengdes de controle em muitas regides. Triatomineos adultos repetidamente
invadem as casas, mantendo o risco de transmissdo da doenga e eventualmente originando novas
colonias em ambiente domiciliar (Miles et al. 2003). Essa fendmeno ¢ comum na Amazodnia
(Aguilar et al. 2007) e em ecorregides mais secas no Brasil (Barretto e al. 1968, Silveira et al.
1984, Garcia-Zapata et al. 1985, Silva et al. 1992, Silva et al. 1999, Guilherme et al. 2001,
Oliveira & Silva, 2007). Grande parte desses vetores pertence ao grupo R. prolixus, que inclui R.
prolixus, R. robustus, R. nasutus ¢ R. neglectus (Barrett, 1991). Essas quatro espécies sao
morfologicamente similares e suas distribuicdes geograficas (nem sempre definidas
precisamente) se sobrepdem parcialmente. Além disso, elas apresentam diferentes capacidades
vetoriais. Considerando o cardter enzootico da infec¢do por 7. cruzi, o conhecimento da
ecologia, biologia, comportamento e sistematica das espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus ¢

fundamental para a adequacao da vigilancia vetorial da doenca de Chagas.
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2.1 Abordagens e enfoque da pesquisa

O estudo de populagdes de Rhodnius no Brasil central foi abordado de quatro formas,
focando na principal espécie encontrada no bioma Cerrado: Rhodnius neglectus. Na primeira
abordagem, foi feita a identificagdo das espécies de Rhodnius que ocorrem em palmeiras
(Mauritia flexuosa) e casas no Brasil central e uma analise da variagdo morfologica de
populagdes de R. neglectus a partir de técnicas de morfometria geométrica. Na segunda
abordagem, foi feita uma analise da infestacdo e dos indices de infecg¢do por tripanossomatideos
das populagdes capturadas em 40 areas de quatro bacias hidrograficas no Brasil. A terceira
abordagem foi realizada utilizando modelagem de nicho ecoldgico para predizer a distribuicao
potencial de R. neglectus baseada na relagdo entre variaveis ambientais e registros de ocorréncia
da espécie. Na quarta abordagem, foi apresentada uma andlise da estrutura genética e
filogeografica de R. neglectus baseadas no polimorfismo de seqiiéncias de citocromo b do DNA
mitocondrial, testando a hipotese de diferenciagdo entre populacdes pelo processo de isolamento
por distancia. Esta abordagem também permitiu levantar hipoteses sobre a origem das
populagdes de R. meglectus no Brasil central (Cerrado) a partir de linhagens ancestrais de
Rhodnius na Amazonia.

Essas abordagens permitiram estudar de forma multidisciplinar e, em diferentes escalas,
potenciais vetores da doenca de Chagas no Brasil central, com objetivo de responder algumas
questdes epidemiologicamente importantes como: 1) quais espécies de Rhodnius ocorrem em
palmeiras e casas no Brasil central?, ii) quais fatores influenciam os niveis de infestagcdo desses
triatomineos nas palmeiras e infec¢do por tripanossomatideos? iii) quais sdo os limites de
distribuicdo geografica de R. neglectus e quais fatores influenciam essa distribui¢do? iv) qual a
origem das populagdes de Rhodnius no Brasil central? Para responder essas questdes, ha a
necessidade de estudos em sistemadtica, ecologia e evolugdo dos vetores que podem trazer
informagdes importantes para otimizar a vigilancia entomoldgica da doenca de Chagas no Brasil

central, caracterizando o enfoque em satide da pesquisa.
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2.2 Objetivos especificos

Identificar quais espécies de Rhodnius ocorrem em palmeiras e casas no Brasil
central;

Estudar a variacao de forma e tamanho de asas e capsulas cefalicas de populacdes de
Rhodnius neglectus e analisar a influéncia de fatores ambientais no fendtipo das
populagdes;

Verificar a influéncia de fatores ambientais na infestagdo, densidade ¢ niveis de
infecgdo por tripanossomatideos de R. neglectus em palmeiras (Mauritia flexuosa);
Atualizar a distribuicdo geografica conhecida de R. neglectus, incluindo novos
registros de ocorréncia para essa espécie no Brasil;

Predizer a distribuicdo geografica potencial de R. neglectus usando modelagem de
nicho ecologico (GARP);

Comparar a distribuicao geografica de R. neglectus com a de espécies de palmeiras e
aves presentes na regido de estudo.

Analisar a estrutura genética e o padrao de distribuicao geografica de haplotipos de R.
neglectus e testar se ha diferenciacdo entre populagdes pelo processo de isolamento
por distancia;

Apresentar uma hipotese filogeografica para as populacdes de R. neglectus no Brasil
central.

Estudar as relagdes de parentesco entre R. neglectus e as outras espécies de Rhodnius

do grupo R. prolixus.
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3.1 Areas de estudo

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma do Brasil, ocupando aproximadamente 25% do
territorio nacional (Klink & Machado 2005). A regido apresenta clima tropical de savana, com
distribuicdo sazonal de chuvas que resulta em duas estagdes bem definidas: uma chuvosa
(outubro a abril) e outra seca (maio a setembro), quando a umidade relativa do ar pode apresentar
valores menores que 20%. Formacdes florestais, savanicas e campestres sdo encontradas no
bioma, totalizando onze fitofisionomias principais (Ribeiro & Walter 1998).

A amostragem das populacdes silvestres de Rhodnius foi realizada entre julho de 2005 e
janeiro de 2007 em veredas, campos umidos permanentes colonizados por populagdes de
palmeiras da espécie Mauritia flexuosa, conhecidas como “buritis” (Ribeiro & Walter, 1998).
Essa fitofisionomia tem um importante papel na manutengao dos recursos hidricos e, atualmente,
¢ considerada como Area de Protecio Permanente (APP) pelo o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), que proibe o desmatamento.

As palmeiras foram amostradas em veredas de quatro bacias hidrograficas (Figura 3).
Segundo o Conselho Nacional de Recursos Hidricos (Resolugdo n° 32, de 15 de outubro de
2003), o Brasil ¢ dividido em 12 regides hidrograficas. No Brasil central estdo presentes as
bacias do Tocantins/Araguaia, Parand, Paraguai e Sao Francisco. A bacia dos rios
Tocantins/Araguaia inclui territorios dos estados do Pard, Tocantins, Maranhdo, Goids, Distrito
Federal e Mato Grosso; os principais biomas da regido sdo a Amazonia ao norte e o Cerrado ao
sul. A bacia do Sao Francisco inclui areas dos estados de Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Bahia,
Goias, Distrito Federal e Minas Gerais. O rio Sao Francisco ¢ o principal curso d'dgua da bacia
com cerca de 2.700 km de extensdo, em areas de Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. A bacia do
Paraguai inclui areas de dois estados brasileiros (Mato Grosso € Mato Grosso de Sul) e de paises
vizinhos do Brasil (Argentina, Paraguai e Bolivia). O principal rio da bacia ¢ o Paraguai, que

nasce em territorio brasileiro na Chapada dos Parecis (MT). Os biomas predominantes na bacia
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sdo o Cerrado ¢ o Pantanal. Finalmente, a bacia do Parana inclui os estados de Minas Gerais,
Goias, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Parana ¢ Santa Catarina. O rio Parana é
o principal curso d'dgua da bacia, que inclui dreas de Mata Altantica, Cerrado e Mata de
Araucérias, fortemente desmatadas ao longo da ocupagio da regido (Agéncia Nacional de Aguas,
2007).

As coordenadas geograficas (latitude e longitude) das areas de estudo foram obtidas
usando um Sistema de Posicionamento Global (GPS 12 XL, Garmin®). Os valores das variaveis
climaticas (temperatura maxima, temperatura minima e precipitagao) e da altitude nos pontos de
coleta georreferenciados foram obtidos do projeto Worldclim (http://www.worldclim.org/).
Os dados das estacdes climaticas (média mensal dos valores no periodo entre 1950 e 2000)
foram interpolados gerando grids com resolucdo de 2,5 min (5x5 km); os detalhes do método de
interpolagdo e a distribuicdo das esta¢des climaticas foram descritos Hijmans et al. (2005). O
microhabitat foi descrito de acordo com o material predominante dos ninhos de aves presentes
nas bainhas foliares da palmeira Mauritia flexuosa (folhas, gravetos). As caracteristicas

ambientais das 40 areas de estudo estio listadas na Tabela 2.

3.2 Coleta dos triatomineos e indices entomologicos analisados

Os triatomineos foram coletados em palmeiras (M. flexuosa) de quatro bacias
hidrogréficas (Figura 3). Em cada area foi feita a busca de palmeiras que apresentavam
evidéncias de colonizacdo de vertebrados (principalmente aves) a partir da visualizagdo de folhas
e/ou gravetos nas bainhas foliares; posteriormente, essas palmeiras foram escaladas utilizando
escadas e cordas de seguranga. Matéria organica, vegetal e ninhos abandonados presentes entre a
bainha das folhas e a estipe foram coletados em sacos pléasticos para posterior triagem no
laboratério (Gurgel-Gongalves ef al. 2004). A coleta dos triatomineos foi feita com prévia

licenca do IBAMA (ver anexo). Os triatomineos presentes nas bainhas foliares no momento da
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coleta e os detectados na triagem do material coletado foram capturados, separados por sexo
(adultos), estadio ninfal (imaturos) e contados.

Foram calculados os seguintes indices entomoldgicos: 1) freqliéncia de palmeiras
infestadas, i1) nimero de triatomineos por palmeira (densidade), iii) razdo adulto/ninfa (n°. total
de adultos/ n°. total de ninfas), iv) razdo sexual (n°. total de machos/ n°. total de fémeas) ¢ v)
nimero de triatomineos infectados por tripanossomatideos (7rypanosoma cruzi e/ou T.
rangeli)/examinados a partir de exames de fezes e glandulas salivares. A identificacao
morfoldgica dos tripanossomatideos foi feita a partir da observacdo de amostras de fezes de
triatomineos infectados, fixadas com metanol e coradas pelo Giemsa®. A diferenciagdo entre T.
cruzi e T. rangeli foi feita de acordo com Cuba Cuba (1998).

Para analisar a variacdo do numero de triatomineos coletados nas areas e nos diferentes
microhabitats (palmeiras com ninhos produzidos com folhas, gravetos e sem ninhos) foi utilizado
o teste de Kruskal-Wallis com nivel de significancia de p<0,01. Este teste foi escolhido pois
nimero de triatomineos coletados nas palmeiras ndo apresentou distribuicdo normal. Altitude,
variaveis climaticas e microhdbitat (tipo de ninho) foram relacionados com a densidade de
triatomineos/palmeira usando o teste de correlagdo de Spearman para explorar a influéncia do
ambiente na densidade das populagdes. Os testes foram realizados com o programa Statistica”

(StatSoft Inc. 1996).
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Figura 3. Distribuicdo geografica das populacdes estudadas em quatro bacias hidrograficas do
Brasil. As linhas azuis claras representam os principais rios. Areas da bacia do
Tocantins/Araguaia (em verde): AE (Estacdo Ecoldgica Aguas Emendadas-DF), RA (Planaltina-
DF), CA (Cabeceiras-GO), AP (Alto Paraiso-GO), TZ (Terezina-GO), MA (Mambai-GO), PO
(Posse-GO), ML (Monte Alegre-GO), TG (Taguatinga-TO), PA (Palmas-TO), CO (Colinas do
Tocantins-TO) e AR (Araguaina-TO), GO (Cidade de Goias-GO), MO (Mozarlandia-GO), SM
(Sao Miguel do Araguaia-GO), NP (Novo Planalto-GO), RC (Riberdo Cascalheira-MT), NX
(Nova Xavantina-MT) e VP (Vila Pareddo-MT); Areas da bacia do Parana (em azul): IB
(Paranod, DF), AL (Alphaville, Divisa DF/GO), CR (Cristalina-GO), CL (Campo Alegre-GO),
IT (Ituiutaba-MG), UB (Uberlandia-MG), BL (Buritizal-SP), QU (Quirinépolis-GO), AO
(Aporé-GO), AC (Acreuna-GO); Areas da bacia do Sdo Francisco (em vermelho): SJ (Sdo José
dos Buritis-MG), BO (Buritizeiro-MG), MI (Mirabela-MG), PN (Parque Nacional Cavernas do
Peruagi-MG), SD (Sdo Desidério-BA) ¢ ST (Santa Rita de Cassia-BA). Areas da bacia do
Paraguai: AG (Alto Garga-MT), PL (Primavera do Leste-MT), NS (Nossa Senhora do
Livramento-MT), DI (Diamantino-MT) e PE (Porto Esperidiao-MT).
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Tabela 2. Coédigo, coordenadas geograficas, altitude, bacia hidrografica, microhabitat,

temperatura maxima (Tmax.), temperatura minima (Tmin.) e precipitacdo (Prec.) das 4reas de

coleta.
Codigo® Coordenadas Altitude Bacia Microhabitat® Tmax. Tmin. Prec.
(latitude/longitude) (m) hidrografica (°O) (°C) (mm)

AE 15°34'S/47°36'W 1154 Tocantins Gravetos 26,0 16,7 236
AP 14°09'S/47°33'W 1225 Tocantins Folhas 25,9 17,4 264
AR 07°28'S//48°22'W 270 Tocantins Folhas 30,1 20,7 276
CA 15°49'S/46°58'W 744 Tocantins Folhas/Gravetos 27,7 17,7 262
CcO 08°13'S/48°27'W 216 Tocantins Sem ninho 30,6 20,6 297
GO 15°54'S/50°12'W 410 Tocantins Sem ninho 29,0 20,4 333
MA 14°27'S/46°09'W 747 Tocantins Folhas/Gravetos 29,1 19,3 200
ML 13°09'S/46°51'W 650 Tocantins Sem ninho 27,8 20,8 290
MZ 14°48"S/50°32'W 348 Tocantins Gravetos 30,7 21,7 330
NP 13°14"S/49°33'W 294 Tocantins Gravetos 31,3 22,0 307
NX 14°44'S/52°20'W 325 Tocantins Gravetos 31,0 19,8 244
PA 09°58'S/48°19"W 231 Tocantins Folhas 30,9 21,1 292
PO 14°03'S/46°16'W 800 Tocantins Gravetos 29,0 19,4 253
RA 15°46'S/47°36'W 1125 Tocantins Folhas/Gravetos 27,0 17,5 234
RC 12°58'S/51°50'W 342 Tocantins Gravetos 30,9 21,1 278
SM 13°15'S/50°07'W 289 Tocantins Folhas/Gravetos 31,4 21,8 317
TG 12°23'S/46°24'W 600 Tocantins Folhas 30,4 20,2 302
TZ 13°47'S/47°15'W 700 Tocantins Folhas 28,3 19,6 294
VP 15°33'S/53°24'W 527 Tocantins Gravetos 29,1 17,8 320
BO 17°22'S/44°57'W 474 Sao Francisco Gravetos 30,0 19,9 233
MI 16°06'S/44°13'W 830 Sao Francisco Folhas 29,2 16,8 200
PN 15°01'S/44°20'W 696 Sdo Francisco Gravetos 29,3 18,5 172
SJ 18°43'S/45°07"W 596 Sao Francisco Folhas 30,7 19,1 213
SD 12°23'S/45°52'W 716 Sao Francisco Gravetos 30,2 19,2 281
ST 11°04'S/44°37'W 450 Sdo Francisco Folhas 31,3 18,9 150
AC 17°24'S/50°23'W 432 Parana Gravetos 30,4 20,4 262
AL 16°03'S/47°32'W 1026 Parana Gravetos 27,0 16,8 231
AO 19°00'S/51°51'W 512 Parana Folhas/Gravetos 30,1 20,1 278
BL 20°11'S/47°42'W 830 Parana Gravetos 26,9 17,7 298
CL 17°39'S/47°45'W 907 Parana Gravetos 29,0 18,1 257
CR 16°54'S/47°41'W 1074 Parana Gravetos 27,9 16,5 221
1B 15°55'S/47°54"W 1105 Parana Gravetos 26,7 16,7 292
IT 18°57'S/49°35'W 540 Parana Gravetos 30,6 19,7 271
QU 18°34'S/50°26'W 432 Parana Folhas 29.8 20,1 276
UB 19°09'S/48°09'W 847 Parana Gravetos 28,1 17,6 280
AG 16°51'S/53°54'W 680 Paraguai Gravetos 29,1 18,0 274
DI 14°27"S/56°15'W 440 Paraguai Gravetos 31,0 19,7 281
PE 15°42"S/58°37"W 148 Paraguai Gravetos 33,0 22,1 266
PL 15°31"S/54°13'W 604 Paraguai Gravetos 28,8 18,0 317
NS 15°44"S/50°33'W 253 Paraguai Gravetos 31,7 21,5 194

#Conforme Figura 3. ° De acordo com o material predominante dos ninhos de aves presentes nas bainhas foliares da

palmeira Mauritia flexuosa.
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3.3 Morfometria

3.3.1 Populacdes estudadas para a identificacdo das espécies de Rhodnius do grupo R.
prolixus

Duzentos e trinta espécimes adultos de Rhodnius de 19 populagdes (cinco de palmeiras,
duas de colonias de laboratério e 12 de casas de cinco estados brasileiros) foram analisados
(Tabela 3). Os espécimes de referéncia de R. neglectus foram obtidos de uma colonia do Centro
de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ - MG) fundada com espécimes da localidade tipo.
Espécimes de R. prolixus foram obtidos de uma colonia (Laboratorio de Investigaciones en
Parasitologia Tropical, Universidad del Tolima, Ibagué, Colombia) fundada com espécimes
coletados no vale de Magdalena, uma area onde ndo sdo encontrados outros membros do grupo
R. prolixus (Abad-Franch & Monteiro 2007).

Espécimes domésticos de Rhodnius foram coletados durante as buscas de rotina dos
agentes do Programa Brasileiro de Controle da Doenga de Chagas (PBCDC) entre 2006 ¢ 2007.
Todos os triatomineos foram identificados preliminarmente usando chaves descritas por Lent &
Wygodzinsky (1979). Espécimes com identificagdo duvidosa foram tratados como ‘espécimes
problema’ nas andlises morfométricas. Entre esses espécimes estavam os coletados em Mambai-
GO [area em que a presenca de R. neglectus foi questionada por Dujardin ef al. (1991)] e todos

os espécimes coletados nas casas pelos agentes do PBCDC (Rhodnius sp. na Tabela 3).
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3.3.2 Populacdes estudadas para a analise intra-especifica de Rhodnius neglectus

Foram analisadas 684 asas e 672 cépsulas cefalicas de 23 populacdes de Rhodnius
neglectus de quatro bacias hidrograficas brasileiras: Tocantins/Araguaia, Sdo Francisco, Parana e
Paraguai. O numero de asas e capsulas cefalicas de machos e fémeas estd detalhado na Tabela 4.
A identificacdo dos espécimes usados nas andlises morfométricas foi realizada a partir de
critérios morfologicos usando as chaves de identificacdo de Lent & Wygodzinsky (1979) e
confirmada usando técnicas moleculares. Adicionalmente, os padrdes cromaticos dos espécimes
de todas as populagdes foram observados e documentados a partir de uma fotografia dorsal e
outra ventral de pelo menos um espécime adulto de cada populagdo. Todos os insetos analisados
foram depositados no Laboratorio de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores, Faculdade de

Medicina, Universidade de Brasilia.

3.3.3 Morfometria geométrica

Os hemiélitros (asas anteriores) dos triatomineos foram montados entre lamina e laminula
com resina (Entellan®) e posteriormente escaneados (HP Scanjet 3670, 1200 dpi, escala de cinza)
e separados por sexo, populacdo e espécie. Seis marcos anatomicos do tipo I (interseccdo das
veias) e um do tipo II (ponto de maxima curvatura) (Bookstein 1991) foram digitalizados (Figura
4). As céapsulas cefalicas foram montadas em triangulos (montagem dupla) e fotografadas com
uma cimera digital (Sony® Ciber-shot 5.1 Mp) adaptada a um estereomicroscopio NOVA®
(aumento: 25x). Oito marcos anatomicos na capsula cefalica (quatro do tipo I e quatro do tipo II)
foram usados nas anélises morfométricas (Figura 5). As coordenadas (x e y) de cada marco

anatomico foram digitalizadas usando o programa #psDig 1.18 (Rohlf 1999a).
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Tabela 4. Codigo, bacia hidrografica e nimero de asas e capsulas cefalicas das populacdes de

Rhodnius neglectus analisadas no estudo morfométrico.

Codigo* Bacia hidrografica Asas” Capsulas cefalicas n° total n° total
asas capsulas
cefalicas

Machos Fémeas Machos Fémeas

AR Tocantins/Araguaia 16 18 16 17 34 33
TG Tocantins/Araguaia 17 12 14 16 29 30
AP Tocantins/Araguaia 17 14 18 16 31 34
MA Tocantins/Araguaia 17 14 14 16 31 30
CA Tocantins/Araguaia 16 16 12 17 32 29
RA Tocantins/Araguaia 15 16 15 16 31 31
NX Tocantins/Araguaia 18 15 15 20 33 35
RC Tocantins/Araguaia 15 16 12 15 31 27
MZ Tocantins/Araguaia 14 13 12 13 27 25
GO Tocantins/Araguaia 13 9 14 9 22 23
ST Sao Francisco 10 13 5 7 23 12
SD Sao Francisco 15 16 17 18 31 35
PN Sao Francisco 16 14 15 18 30 33
MI Sao Francisco 12 16 15 16 28 31
BO Sdo Francisco 14 14 6 12 28 18
CR Parana 14 14 9 15 28 24
CL Parana 14 16 13 21 30 34
UB Parana 16 15 15 17 31 32

IT Parana 17 15 20 13 32 33
BL Parana 16 16 18 15 32 33
QU Parana 16 11 14 11 27 25
DI Paraguai 17 14 18 14 31 32
NS Paraguai 17 15 15 19 32 34

* Conforme Figura 3. "Asas direitas.



66

Figura 4. Asa direita de Rhodnius neglectus com sete marcos anatomicos usados nas analises
morfométricas. De acordo com Bookstein (1991), o ponto 4 corresponde a um marco anatomico

do tipo II (ponto de maxima curvatura) e os restantes sao do tipo I (interseccao das veias).
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Figura 5. Cépsula cefélica de Rhodnius prolixus ilustrando os oito marcos anatomicos usados
nas andlises morfométricas. De acordo com Bookstein (1991), os pontos 1, 2, 5 e 6 sdo marcos
anatomicos do tipo I (justaposi¢do de tecidos) e os pontos 3, 4, 7 e 8 sdo marcos anatdmicos do

tipo II (pontos de maxima curvatura).
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3.3.4 Variacido de tamanho e forma

Para analisar a variacao de tamanho de asas e capsulas cefalicas dos espécimes foi usado
um estimador de tamanho (tamanho do centréide — TC) derivado das coordenadas dos marcos
anatomicos (Bookstein 1991). Os valores de TC foram extraidos da matriz de coordenadas de
cada uma das estruturas dos espécimes (média das duas digitalizagdes de cada estrutura) usando
o programa fpsRelw versao 1.18 (Rohlf 1999b) e foram transformados (logaritmo). As varidveis
de forma foram obtidas usando a Andlise Generalizada de Procrustes (Rohlf 1996). Primeiro,
uma configuragdo consenso baseada na sobreposicao das configuragdes geométricas de cada
estrutura (asa ou capsula cefalica) foi derivada da matriz de coordenadas usando o método de
minimos quadrados (Bookstein 1991). A configuragdo consenso representou a média entre os
espécimes de todas as populagdes analisadas. Deformagdes parciais (localizadas) e componentes
uniformes (deformacgdes globais) foram posteriormente calculadas baseadas nas deformagoes de
cada estrutura em relacdo a configuracdo consenso. Esses dois conjuntos de variaveis foram
combinados em uma matriz W (Monteiro & Reis 1999), representando as varidveis de forma que
descreveram a variagdo nas asas e capsulas cefalicas das populagdes e espécies de Rhodnius

analisadas. As varidveis de forma foram obtidas usando o programa tpsRelw 1.18 (Rohlf 1999b).

3.3.5 Variaveis ambientais usadas na analise de variacdo intra-especifica em

Rhodnius neglectus

As variaveis macroambientais (bacia hidrografica, latitude, longitude e altitude),
climaticas (temperatura maxima, temperatura minima e precipitacio do més de janeiro) e
microambientais (material de construcdo do ninho presente na bainha foliar da palmeira:
gravetos ou folhas) (Tabela 2) foram relacionadas com o TC e com as variaveis de forma para
testar a influéncia do ambiente na variagdo de tamanho e forma das populagdes. A densidade

média de triatomineos por palmeira também foi relacionada com TC.
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3.3.6 Analises estatisticas

3.3.6.1 Identificacio as espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus

A variagdo de tamanho (valores de TC de asas e capsulas cefélicas) entre as populagdes
foi analisada por ANOVA e pelo teste de Tukey (p<0,01), sendo ilustrada por diagramas de
caixas apresentando a média, o erro padrao e o desvio padrdo. A homogeneidade das variaveis de
forma (deformagdes parciais e componentes uniformes) nos grupos foi testada por MANOVA e
posteriormente usadas em Andlises de Fun¢des Discriminantes (AFD) para estudar as diferengas
de forma entre os grupos definidos a priori (Monteiro & Reis 1999). Na primeira analise foram
exploradas as relagdes entre os ‘espécimes problema’ e as populacdes de referéncia de R.
prolixus e R. neglectus. As variaveis de forma foram usadas para produzir um modelo
discriminante em que R. prolixus, R. neglectus (espécimes silvestres de Tocantins e Sdo Paulo e
espécimes da FIOCRUZ) e a populacao de Rhodnius de Mambai-GO foram definidos como
grupos a priori. As fungdes discriminantes geradas por esse modelo foram usadas para
classificar a posteriori os individuos de identificagdo desconhecida (‘espécimes problema’)
coletados em casas de cinco estados brasileiros. Os ‘espécimes problema’ que ndo foram
classificados nos grupos acima foram incluidos em um segundo modelo discriminante com
populacdes de R. nasutus, R. robustus e R. neglectus definidas a priori. Mapas fatoriais foram
produzidos para mostrar a distribuicdo dos espécimes e populagdes no espago de forma definido
pelos dois primeiros fatores discriminantes. Para melhorar a clareza dos graficos, poligonos
convexos agrupando todos os espécimes dos grupos foram produzidos e os pontos dos espécimes
do grupo foram removidos (exceto para os ‘espécimes problema’ cuja posicdo deveria ser
avaliada).

A reclassificagdo dos espécimes nos grupos de origem foi verificada usando tabelas de
contingéncia e a estatistica Kappa (Landis & Koch 1977). Finalmente, foi analisada a
contribui¢cdo do tamanho na variacdo da forma (alometria) usando regressao simples dos fatores

discriminantes de forma contra os valores de TC de asas e de capsulas cefalicas. AFD, ANOVA,
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MANOVA, regressao, testes de Tukey foram computados com o programa Statistica® (StatSoft
Inc. 1996) e a estatistica Kappa foi computada com o programa JMP® (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA).

3.3.6.2 Variacio morfométrica intra-especifica em Rhodnius neglectus

A variagdo de tamanho (valores de TC de asas e capsulas cefalicas) entre as populacdes e
sexos foi avaliada por ANOVA e teste t respectivamente, sendo ilustrada em graficos
apresentando as médias e os intervalos de confianca (95%). Para avaliar a varia¢do de TC entre
os microhdbitats também foi utilizado o teste t. A influéncia das outras varidveis ambientais no
TC foi verificada usando regressdo multipla. Os valores das varidveis que apresentaram maior
contribui¢do para a varia¢do de tamanho foram plotados contra os valores de TC para ilustrar as
relacdes entre essas variaveis.

As varidveis de forma resultantes da andlise de deformacdes parciais (obtidas com o
programa fpsRelw) foram usadas em analises multivariadas (Analise de Componentes Principais-
ACP) para explorar a variagdo de forma entre as populagdes/bacias estudadas apds a
homogeneidade das varidveis de forma nos grupos ter sido testada por MANOVA. A
distribuicdo dos espécimes das diferentes bacias hidrograficas no espago de forma definido pelos
dois primeiros componentes principais foi mostrada graficamente. Para melhorar a clareza dos
graficos, poligonos convexos agrupando todos os espécimes dos grupos foram produzidos e os
pontos dos espécimes do grupo foram removidos. A contribui¢do do tamanho para a variagao de
forma (alometria) foi analisada usando regressdo simples dos componentes principais de forma
contra os valores de TC de asas e de capsulas cefalicas. ACP, ANOVA, regressdo e testes de

média foram feitos com o programa Statistica® (StatSoft Inc. 1996).
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3.4 Distribuicao geografica potencial

3.4.1 Obtencao dos registros de ocorréncia de Rhodnius neglectus, palmeiras e aves

Os registros de ocorréncia de R. neglectus foram obtidos de: 1) dados de distribui¢do dos
triatomineos capturados em ambiente domiciliar pelo Programa de Controle da Doenca de
Chagas no periodo de 1975/83 (Silveira et al. 1984) e no periodo de 2000/2006 a partir de
levantamentos realizados nas se¢des de Entomologia dos Laboratorios Centrais dos Estados de
Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Tocantins, Bahia e Pernambuco (n=192
registros), ii) registros em ambiente silvestre provenientes de estudos publicados (Barretto &
Carvalheiro 1968, Diotaiuti & Dias 1984, Bento et al. 1992, Teixeira et al. 2001, Emperaire &
Romana 2006) (n=12) e iii) registros de coleta de R. neglectus em palmeiras (Mauritia flexuosa)
no Brasil georreferenciados entre 2003 e 2007 (n=37). As fontes 1) e ii) descreviam apenas o0s
nomes dos municipios; as coordenadas geograficas da sede do municipio foram obtidas a partir
da base de dados dos municipios brasileiros do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica —
IBGE (http://www.ibge.gov.br) usando o software ArcView” (ESRI 2004). A amplitude de
distribuicao (limites de ocorréncia da espécie) de R. neglectus foi tracada unindo os registros de
ocorréncia extremos (em ambiente silvestre ¢ doméstico). O mesmo procedimento foi usado para
determinar a amplitude de distribui¢do baseada nos modelos de nicho ecolégico. Ambos os
mapas de amplitude de distribui¢do foram comparados com o apresentado por Carcavallo et al.
(1999).

Mapas de distribui¢do geografica de palmeiras (Acrocomia aculeata, Attalea speciosa,
Mauritia flexuosa e Syagrus oleracea) e aves (Phacellodomus ruber e Pseudoseisura cristata)
foram obtidos dos estudos de Lorenzi et al. (2004) e Ridgely et al. (2005), respectivamente.
Estes mapas foram sobrepostos com os registros de ocorréncia de R. neglectus. A escolha das
espécies de palmeiras e aves foi baseada em registros de ocorréncia e fontes alimentares de R.

neglectus em ambiente silvestre (Diotaiuti & Dias 1984, Carcavallo et al. 1997, Gurgel-
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Gongalves et al. 2004, Gurgel-Gongalves & Cuba 2007). Os mapas foram produzidos e editados

usando o software ArcView” (ESRI 2004).

3.4.2 Modelagem de nicho ecologico

Os mapas de distribuicdo potencial foram produzidos usando o software DesktopGarp
(Scachetti-Pereira 2002). As varidveis climdticas e de terreno foram obtidas do projeto
Worldclim (http://www.worldclim.org/) descritas por Hijmans et al. (2005). Os indices de
vegetacao usados foram o NDVI (Normalized Difference Vegetation Index), estimado a partir de
dados do sensor AVHRR do satélite NOOA (http://daac.gsfc.nasa.gov/avhrr/) e a cobertura
florestal, estimada a partir de imagens do satélite MODIS (http://modis.gsfc.nasa.gov). A base de
dados ambientais utilizada nas analises com GARP cobre todo o territorio brasileiro, além de
alguns paises da América do Sul (Bolivia, Paraguai, Peru e parte da Argentina) apresentando
uma resolucdo espacial de 2,5 minutos (5 x 5 km por pixel). Vinte e quatro varidveis foram
usadas para constru¢do dos modelos no DesktopGarp, entre elas altitude, temperatura (e.g. média
diurna, maxima, minima, anual, trimestral), precipitacdo (e.g. média anual, maxima, minima,
trimestral) e cobertura do terreno (NDVI e cobertura florestal) (Tabela 5). Registros de
ocorréncia de R. neglectus em palmeiras (n=37) foram usados para gerar os modelos de predicao.
A identificagdo da espécie nessas areas foi baseada em parametros morfométricos € moleculares.
Modelos baseados em mais de 20 pontos de ocorréncia sdo considerados confiaveis,
apresentando boa acurécia e sensibilidade (Anderson et al. 2003).

O GARP funciona em um processo iterativo de sele¢do, avaliagdo, teste e incorporacao
de regras, dividindo os registros de ocorréncia em pontos de treino (usados para a construcdo do
modelo) e pontos de teste (usados para testar o modelo). Um método ¢ escolhido a partir de uma
série de possibilidades (e.g. regressdo logistica, regras bioclimaticas) aplicadas aos pontos de

treino. A capacidade de predi¢do ¢ avaliada a partir de 1250 pontos reamostrados considerando
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as caracteristicas ambientais dos pontos de teste em comparagdo com outros 1250 pontos
aleatoriamente amostrados na regido de estudo (Tosar et al. 2007)

Todas as analises foram realizadas utilizando os seguintes parametros do software: 50%
dos pontos para gerar o modelo e 50% para testd-lo; 20 replicagdes (rums); limite de
convergéncia 0,01 e 1000 iteracdes (condi¢des de parada para as iteragdes). Todas as regras
foram utilizadas (atomic, range, negated range e logistic regression) (Stockwell & Peters 1999).
A fungdo bestsubset foi ativada para selecionar somente os 10 melhores modelos, sendo
admitido 5% de erro de omissdo (registros de ocorréncia da espécie fora da area predita pelo
modelo) e 40% de erro de sobreprevisao (areas preditas pelo modelo em que ndo ha registro de
ocorréncia conhecido). A escolha destes erros de omissdo e sobreprevisao adicionou um
componente conservador na predicdo do GARP, que poderia extrapolar muito as areas potenciais
(Anderson et al. 2003, Costa et al. 2007). A comparacdo entre o sucesso observado na predi¢do
da distribuicdo dos pontos de teste e o esperado aleatoriamente foi feita usando testes qui-
quadrado. Os mapas gerados pelo modelo GARP foram importados para o programa ArcView"
(ESRI 2004), sendo sobrepostos usando a fungdo Map Calculator para gerar um Unico mapa de

distribuicdo com um ranking de probabilidade de ocorréncia.
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Tabela 5. Descrigdo, origem e grupo das variaveis ambientais usadas na modelagem de nicho

ecologico.
Variaveis Descricao Origem Grupo
ambientais
1. NDVI Indice normalizado de vegetagio Imagem resultante de uma PCA com Vegetagao
imagens mensais do periodo 1982 a
1992 (fonte: satélite NOAA)
2. Contfield Percentagem de cobertura florestal ~ Produto MODIS mostrando a Vegetacdo
percentagem de cobertura florestal
(fonte: MODIS, imagem de 2000)
3. Altitude ~ Modelo digital de terreno Projeto Worldclim Terreno
4. BIO1 Temperatura média anual Projeto Worldclim Clima
5. BIO2 Temperatura - Faixa média diurna Projeto Worldclim Clima
[Média do més*(Max — Min)]
6. BIO3 Isotermalidade (Bio2/Bio7)*100 Projeto Worldclim Clima
7. BI04 Sazonalidade da temperatura (DP *  Projeto Worldclim Clima
100)
8. BIOS Temperatura maxima no més mais  Projeto Worldclim Clima
quente
9. BIO6 Temperatura minima no més mais Projeto Worldclim Clima
frio
10. BIO7 Faixa anual da temperatura (Bio5-  Projeto Worldclim Clima
Bio6)
11. BIOS8 Média da temperatura no trimestre ~ Projeto Worldclim Clima
mais umido
12. BIO9 Média da temperatura no trimestre ~ Projeto Worldclim Clima
mais seco
13. BIO10 Média da temperatura no trimestre ~ Projeto Worldclim Clima
mais quente
14. BIO11 Média da temperatura no trimestre ~ Projeto Worldclim Clima
mais frio
15. BIO12 Precipitacdo media anual Projeto Worldclim Clima
16. BIO13 Precipita¢do no més mais umido Projeto Worldclim Clima
17. BIO14 Precipitagdo no més mais seco Projeto Worldclim Clima
18. BIO15 Sazonalidade da precipitacao Projeto Worldclim Clima
(coeficiente de variag¢do)
19. BIO16 Precipitagdo no trimestre mais Projeto Worldclim Clima
umido
20. BIO17 Precipitagdo no trimestre mais seco Projeto Worldclim Clima
21. BIO18 Precipitagdo no trimestre mais Projeto Worldclim Clima
quente
22.BIO19 Precipitac@o no trimestre mais frio  Projeto Worldclim Clima
23. T.max.  Média anual da temperatura maxima Projeto Worldclim Clima
24. T.min.  Média anual da temperatura minima Projeto Worldclim Clima
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3.5 Estrutura genética e filogeografia

3.5.1 Populacées estudadas

Os insetos analisados foram capturados em palmeiras (M. flexuosa) presentes em 33
areas. Os individuos capturados foram identificados morfologicamente usando-se chaves
descritas por Lent & Wygodzinsky (1979). Para as anélises filogeograficas foram utilizados de 1
a 9 individuos de cada uma das populagdes R. neglectus (Tabela 6).

3.5.2 Extracao, amplificacio e seqiienciamento do DNA

A extracdo do DNA foi feita a partir da maceracdo de patas dos individuos fixados em
alcool absoluto ou 70%, usando o kit de extragdo Dneasy ™ Tissue (QIAGEN) seguindo as
instrucdes do fabricante. Um fragmento do DNA mitocondrial (gene citocromo b) foi
amplificado via Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando os seguintes iniciadores:
CYTB7432F, 5 -GGACG(AT)GG(AT) ATTTATTATGGATC e  CYTB7433R, 5’-
ATTACTCCTCCTAGCTTATTAGGAATTG descritos por Monteiro et al. (2003). As reagoes
de PCR seguiram o seguinte padrdo: solucao tampao 1X (10 mM de Tris-HCI pH 8,3; 50 mM de
KCl e 1,5 mM de MgCl,); dNTPs (0,2 mM); iniciadores CYTB7432F e CYTB7433R (10 mM/ul
de cada); Taq polimerase (0,5 U; Phoneutria, BR) e 20-40 ng de DNA, totalizando 25 ul de
volume final. Os ciclos da reacdo foram: denaturacdo (94°C por 5 min), seguida de 35 ciclos de
denaturagdo (94°C, 30 s), anelamento (50°C, 30 s) e extensdo (72°C, 1 min); apOs a extensdo
final (72°C, 5 min) as amostras foram estocadas a 10°C. A amplifica¢do foi confirmada usando
eletroforese em gel de agarose (1%) com brometo de etidio, usando 4 pl de produto de PCR e 3
pl de tampao de carregamento. As reagdes foram consideradas positivas quando bandas de ~700
pb (detectadas usando marcador de peso molecular de 1 kb) foram detectadas.

Os produtos das PCRs foram purificados usando o kit Exo/SAP (enzimas ‘Exonuclease I’
e ‘Shrimp Alkaline Phosphatase’). Esse procedimento foi usado para permitir uma leitura

eficiente no seqiienciamento; a ‘Exonuclease I’ degrada qualquer excesso de primer do produto
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amplificado enquanto a SAP age sobre os ANTPs da PCR original. A purificacdo foi feita a partir

da seguinte da reacgdo: 1,0 U de EXO/SAP e 5,0 ul de produto PCR (90 min a 37°C seguido de
20 min a 80°C). Os produtos de PCR foram mantidos a -20°C até o uso. As reagdes de
seqiienciamento foram realizadas usando o ‘DYEnamic™ ET terminator cycle sequencing kit’
(Amersham Pharmacia Biotech, Suécia) seguindo o protocolo do fabricante.

As seqiliéncias foram analisadas em um seqiienciador automatizado de DNA (ABI 377,
Applied Biosystems), em condigdes padronizadas pelo fabricante. As duas fitas de cada
fragmento amplificado foram seqiienciadas com os iniciadores acima descritos e comparadas
com o auxilio do programa Seqscape v. 2.1 (Applied Biosystems, CA), que foi usado também
para produzir a seqiiéncia consenso, avaliar a qualidade dos eletroferogramas e editar as
seqiiéncias. Finalmente, as seqiliéncias foram alinhadas usando o programa Clustal X (Thompson
et al., 1997).

3.5.3 Analise da estrutura genética

As seqiiéncias alinhadas foram analisadas usando o programa MEGA versao 3.1 (Kumar,
Tamura & Nei 2004) que forneceu as estatisticas basicas (composi¢do nucleotidica, freqiiéncia
de aminodcidos e niimero de sitios varidveis e informativos para parcimonia).

Para estudar a estrutura genética das populacdes de R. neglectus foi feita uma andlise
hierarquica da diversidade nucleotidica usando o programa Nucleodiv (Holsinger & Mason-
Gamer 1996). Esse método usa um indice (Gst) que estima a propor¢ao da diversidade genética
entre as populagdes, construindo um dendrograma que possibilita a identificacdo do padrao
hierarquico da estrutura genética dos dados. A topologia do dendrograma reflete os padroes de
fluxo génico entre as populagdes. Essa analise permite detectar os padrdes de estrutura genética
entre as populacdes sem a necessidade de apresentar uma hipdtese de agrupamento prévia. A
significancia dos valores de Gst de cada né do dendrograma ¢ testada comparando os valores
observados com os valores gerados a partir de um modelo de distribuicdo aleatoria apos

reamostragem (1000 réplicas).
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Foi realizada também uma analise de variancia molecular (AMOVA, Excoffier et al.
1992) para analisar a variabilidade genética intra e interpopulacional de R. neglectus e testar a
hipotese de diferenciacdo entre populagdes a partir do indice de fixacdo (0), relacionado a
estatistica Fst de Wright. Adicionalmente, foram estimados os indices de diversidade genética
das populagdes (numero de haplétipos, diversidade nucleotidica - m, diversidade haplotipica - /#
numero meédio de diferencas nucleotidicas entre populagdes pelo modelo de substituicao
nucleotidica Kimura 2 parametros). Essa analise foi feita utilizando o programa Arlequim v2.2.2
(Schneider et al., 2000).

3.5.4 Analise filogeografica

A relagdo genética entre os haplotipos de R. neglectus foi descrita por meio de uma rede de
haplétipos gerada pelo método ‘median-joining’ (Bandelt et al. 1999) no programa Network
(Forster et al. 2000). Utilizando o critério de parcimoOnia, o programa encontra os vetores
medianos, que representam a seqiiéncia consenso entre as seqiiéncias mais proximas aquele
vetor, interpretados biologicamente como seqiiéncias que ndo foram amostradas ou seqiiéncias
de ancestrais extintos (‘median vectors’). Para esta analise, os caracteres (sitios) tiveram pesos
iguais.

Utilizando o modelo de ilhas com equilibrio entre mutacdo e deriva (Wright 1943),
também foi estimado o fluxo génico entre pares de populagdes (Nm — nimero de migrantes por
geragdo) a partir da estimativa do indice de fixagao (0). Finalmente, para testar a hipotese de que
as mutagdes observadas nas seqiiéncias de citocromo b das populacdes de R. neglectus sao
seletivamente neutras foram utilizados os teste de Tajima (1989) e Fu (1997) implementados no
programa Arlequim v2.2.2 (Schneider et al. 2000). Esses testes também foram usados para
detectar evidéncias de selegdo ou ‘bottleneck’ (efeito gargalo de garrafa) e grandes mudancgas
populacionais; valores negativos significativos do teste de Fu indicam excesso de mutacdes

recentes e rejeitam a hipotese de neutralidade.



78

O programa DNASP (Rozas et al. 2003) foi usado para analisar a distribui¢do do nimero
de diferencas entre pares de haplotipos (‘Mismatch distribution’) testando a hipotese de
expansdo populacional; populagdes em equilibrio demografico por longos periodos geralmente
exibem distribuicdo multimodal, mas se as populagdes apresentam distribui¢cdo unimodal ¢ um
indicativo de expansdo populacional recente (Rogers & Harpending 1992). Adicionalmente, foi
realizado o teste de Mantel para verificar a relagdo entre as distancias genéticas e geograficas e
testar a hipotese de isolamento por distancia. Esta andlise foi feita utilizando o programa
Arlequim v2.2.2 (Schneider et al., 2000).

3.5.4 Analise filogenética

Métodos baseados em distancias genéticas e em parcimonia foram utilizados para realizar
as analises filogenéticas de R. neglectus e outras espécies do grupo R. prolixus. No caso de R.
neglectus, apenas um representante de cada haplétipo foi incluido nas analises. As seqiiéncias de
outras espécies e linhagens de Rhodnius (Tabela 6) foram obtidas com a colaboracdo dos Drs.
Fernando Abad-Franch (FIOCRUZ-AM) e Fernando Monteiro (FIOCRUZ-RJ).

A arvore filogenética de distancia genética foi construida baseada no modelo Kimura 2
parametros (K2-p, Kimura 1980) usando o algoritmo de agrupamento de vizinhos ‘neighbour-
joining’ (NJ, Saitou & Nei 1987) implementado no programa MEGA versao 3.1 (Kumar et al.
2004). O suporte estatistico foi estimado usando o método de ‘bootstrap’ (Felsenstein, 1985)
com 1000 pseudoréplicas. Os cladogramas foram construidos a partir de analises de parcimdnia
usando o programa PAUP 4.0b 10 (Swofford 1998) e com o algoritmo de busca ‘branch-and-
bound’. Este algoritmo realiza uma procura inicial para obter uma arvore proéxima do 6timo e o
escore dessa arvore ¢ usado como limite superior para corte (Hendy & Penny 1982). Nestas
andlises R. pictipes foi considerado como grupo externo. Os dados obtidos nas analises de
parcimonia foram: i) comprimento das arvores, ii) indices de consisténcia (IC) e retencao (IR)
e iii) grau de suporte de ‘bootstrap’ com 1000 pseudoréplicas e considerando valores maiores

que 75% bem suportados (Hillis & Bull, 1993).
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Tabela 6. Espécie, codigo, bacia hidrografica e numero de seqiiéncias das populagdes de

Rhodnius analisadas no estudo filogeografico e filogenético.

Espécie Codigo” Bacia hidrografica Numero de seqiiéncias
R. neglectus AP Tocantins 7
R. neglectus AR Tocantins 5
R. neglectus CA Tocantins 9
R. neglectus CO Tocantins 1
R. neglectus GO Tocantins 1
R. neglectus MA Tocantins 8
R. neglectus PA Tocantins 5
R. neglectus PO Tocantins 2
R. neglectus RA Tocantins 7
R. neglectus RC Tocantins 1
R. neglectus TG Tocantins 7
R. neglectus TZ Tocantins 4
R. neglectus ML Tocantins 7
R. neglectus NX Tocantins 1
R. neglectus BO Sao Francisco 5
R. neglectus CP Sao Francisco 5
R. neglectus MI Sao Francisco 6
R. neglectus SD Sao Francisco 6
R. neglectus SJ Sao Francisco 2
R. neglectus ST Sao Francisco 6
R. neglectus AC Parana 2
R. neglectus AL Parana 3
R. neglectus AO Parana 2
R. neglectus BL Parana 6
R. neglectus CL Parana 8
R. neglectus CR Parana 6
R. neglectus IB Parana 4
R. neglectus IT Parana 5
R. neglectus UB Parana 6
R. neglectus AG Paraguai 1
R. neglectus DI Paraguai 3
R. neglectus PL Paraguai 1
R. neglectus NS Paraguai 2
R. robustus 1 robl Orinoco” 1
R. robustus 11 robll Amazonica® 1

R. robustus 111 roblII Amazbnica’ 1
R. robustus V. robIV Amazonica® 1
R. prolixus pro Orinoco” 1
R. nasutus nas ?° 1
R. pictipes pic86 ?¢ 1

* Siglas das populagdes de R. neglectus conforme Figura 3. As outras siglas sdo abreviagdes dos haplotipos das
outras espécies de Rhodnius obtidas com a colaboragdo dos Drs. Fernando Abad-Franch (FIOCRUZ-AM) e
Fernando Monteiro (FIOCRUZ-RJ).” Segundo Monteiro ef al. (2003). ©Origem geografica desconhecida.
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4.1 Identificacido das espécies de Rhodnius que ocorrem em palmeiras e casas

no Brasil central

4.1.1 Variacido de tamanho

Como esperado, diferencas de tamanho entre os sexos foram observadas. Asas e capsulas
cefalicas de fémeas foram signicativamente maiores que as de machos. O tamanho da asa foi
maior em R. robustus € menor em R. nasutus. O tamanho da cépsula cefalica foi muito menor em
R. prolixus quando comparado com outras espécies e populacdes analisadas (Figura 6). Essas
diferengas foram estatisticamente significativas entre as asas (Machos: ANOVA Fa4; = 41,5;
p<0.01; Fémeas: ANOVA F4¢5 = 43,3; p<0.01) e principalmente capsulas cefalicas (Machos:
ANOVA F476 = 102,3; p<0.01; Fémeas: ANOVA F,;5 = 98,6; p<0.01) das espécies e
populagdes de Rhodnius. As céapsulas cefalicas e asas de R. neglectus de Taguatinga-TO foram

maiores em média que as de Buritizal-SP, mas essa diferenga nao foi significativa.

4.3.2. Variacio de forma e alometria

Os mapas fatoriais de asas e capsulas cefalicas revelaram diferencas claras entre os
espécimes problema e a populacdo de R. prolixus de referéncia (Figura 7). Os espécimes
problema de Goias (incluindo a populagdo de Mambai), Minas Gerais ¢ Mato Grosso do Sul
foram indistinguiveis das populacdes de referéncia de R. neglectus. Alguns espécimes de
Tocantins e Mato Grosso foram também identificados como R. neglectus, enquanto outros foram
significativamente diferentes de R. neglectus e R. prolixus. Os valores de reclassificacao
baseados na AFD foram altos para as variaveis de forma de asa e capsula cefalica. Todos os R.
prolixus foram corretamente reclassificados, enquanto os espécimes de Mambai e R. neglectus
freqiientemente mudaram de grupos (Tabela 7).

As diferencas de forma de capsulas cefélicas e asas entre R. neglectus e R. prolixus foram

visiveis. Capsulas cefalicas de R. meglectus apresentaram forma estreita e alongada quando
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comparadas com as de R. prolixus. Adicionalmente, olhos maiores foram observados em R.
prolixus. As diferencas na forma da asa foram observadas analisando a posicdo relativa dos
marcos anatdmicos 6 (dpice da asa anterior), 7 (veia média), e 1 (veia subcosta) (Figura 7). A
regressdo multipla dos fatores discriminantes (variacdo de forma) contra o TC ndo revelou
tendéncias alométricas para asas (R’=0,004; p=0,84), mas alometrias foram observadas
analisando a forma da cépsula cefalica (R2=0,45; p<0,01).

Os mapas fatoriais derivados da segunda analise discriminante (comparando populagdes
de R. neglectus com R. robustus ¢ R. nasutus) mostraram que R. neglectus € R. robustus ocorrem
simpatricamente nos estados de Tocantins e Mato Grosso (Figura 8). R. neglectus também foi a
unica espécie encontrada em casas de Minas Gerais, Goids e Mato Grosso do Sul. Nessas
analises os valores de reclassificagdes corretas foram muito altos para asas e capsulas cefalicas
(Tabela 8). A regressdo multipla revelou alometria relacionada ao primeiro fator discriminante
(p<0.01); o tamanho explicou 18% da variagcdo de forma da asa e 19% da cépsula cefalica. Em
relacdo a variagdo de forma, o apice de asa (marco anatomico 4) ficou mais distante do final da
veia cubital (marco anatdmico 2) em R. robustus quando comparado com R. neglectus. A
posicdo relativa dos marcos anatomicos 1 e 7 também foi importante na discriminag¢do dessas

espécies. Adicionalmente R. robustus apresentou olhos maiores que R. neglectus (Figura 8).
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Figura 6. Variacdo do tamanho do centréide de asas e céapsulas cefalicas entre sexos e

populacdes de Rhodnius. Os diagramas de caixas mostram a média, o erro padrao e o desvio

padrao para cada populagdo. Legenda: Rna (R. nasutus Ceard), RneSP (R. neglectus Sao Paulo),

RneTO (R. neglectus Tocantins), Rp (R. prolixus) ¢ Rr (R. robustus). Letras acima de cada

diagrama de caixa indicam populagdes estatisticamente diferentes usando o teste de Tukey

(p<0,01).
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Figura 7. Mapas fatoriais baseados nos dois fatores discriminantes da variacdo de forma (CV1 e
CV2) de asas e capsulas cefalicas, mostrando a distribui¢do dos espécimes das populagdes de
Rhodnius neglectus e R. prolixus. Os poligonos correspondem aos grupos analisados no modelo
discriminante. Os simbolos representam a origem dos espécimes de Rhodnius capturados nas
casas. A porcentagem de contribuicdo de cada fator discriminante estd entre parénteses. As
figuras ao lado dos mapas fatoriais representam a configuracao consenso das asas e capsulas

cefalicas de R. prolixus e R. neglectus. As setas indicam as modifica¢des de forma.
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Figura 8. Mapas fatoriais baseados nos dois fatores discriminantes da variacdo de forma (CV1 e
CV2) de asas e capsulas cefalicas, mostrando a distribui¢do dos espécimes das populagdes de
Rhodnius neglectus, R. nasutus e R. robustus. Os poligonos correspondem aos grupos analisados
no modelo discriminante. Os simbolos representam a origem dos espécimes de Rhodnius
capturados nas casas. A porcentagem de contribuicdo de cada fator discriminante estd entre
parénteses. As figuras ao lado dos mapas fatoriais representam a configuragao consenso das asas

e capsulas cefélicas de R. robustus e R. neglectus. As setas indicam as modifica¢des de forma.
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4.2 Variabilidade fenotipica das populacoes de Rhodnius neglectus

4.2.1 Variacido de tamanho

Um dimorfismo sexual consistente foi observado nas analises de variacao de Tamanho do
Centroide (TC): asas de fémeas (TCr=0,71£0,02) foram significativamente maiores que as de
machos (TCy\=0,67£0,02) (teste tes1=-24,5; p<0,001). Para céapsula ceféalica o resultado foi
semelhante (TCg=0,56+0,03; TCy\=0,53+0,03) (teste ts7,=-14,5; p<0,01). Houve diferenca
significativa de tamanho entre asas (ANOVA Fy;¢55=6,6; p<0,01) e, principalmente, capsulas
cefalicas (ANOVA Fy;51=14,1; p<0,01) das populagdes de R. neglectus, com uma tendéncia de
diminui¢do de tamanho dos espécimes nas populagdes localizadas em areas mais frias (Figura 9).
Por exemplo, as asas e capsulas cefalicas de insetos coletados em Cabeceiras foram claramente
menores que as de Sdo Desidério (Figura 10).

Nao foi observada influéncia do microhdbitat no tamanho dos espécimes de R. neglectus;
os valores de TC nas palmeiras com ninhos de gravetos nao foram estatisticamente diferentes
dos observados nas palmeiras com ninhos de folhas para cépsulas cefalicas (ts90=1,21; p=0,23) e
asas (t39,=1,19; p=0,23). Foi observada influéncia das varidveis ambientais analisadas no TC de
capsulas cefalicas (R*=0,160; p<0,01); a temperatura foi a varidvel mais importante na
correlacdo multipla. Resultados similares foram obtidos analisando as asas, porém com
coeficiente de determinagdo menor (R?=0,097; p<0,01). Os maiores espécimes de R. neglectus
foram coletados em areas com maiores temperaturas (Figura 11). Finalmente, o tamanho do
centrdide de asas e capsulas cefalicas também variou de acordo com a densidade de insetos por
palmeira, porém nao de forma linear; espécimes grandes foram observados tanto em condigdes

de alta como de baixa densidade (Figura 12).
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Figura 9. Variacdo do tamanho do centréide de capsulas cefalicas e asas entre populagdes de Rhodnius
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(Mozarlandia-GO), IT (Ituiutaba-MG), TG (Taguatinga-TO), SD (Sao Desidério-BA), AR (Araguaina-
TO), BO (Buritizeiro-MG), QU (Quirindpolis-GO), PN (Parque Nacional Cavernas do Peruacgt), MI
(Mirabela-MG), MA (Mambai-GO), GO (Cidade de Goias-GO), CL (campo Alegre-GO), UB
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Figura 10. Variagdo do tamanho de asas e capsulas cefalicas entre duas populagdes de Rhodnius

neglectus. A. Sao Desidério-BA. B. Cabeceiras-GO.
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4.2.2 Variaciao de Forma

As analises de componentes principais (ACPs) usando as variaveis de forma de asas e
capsulas cefalicas ndo mostraram diferengas entre machos e fémeas; dessa forma, todas as
analises seguintes foram feitas agrupando os sexos, aumentando o tamanho da
amostras/populagdes e o poder estatistico. As ACPs com as variaveis de forma de asas e capsulas
cefalicas ndo mostraram agrupamentos populacionais bem estruturados. Juntos, os componentes
principais 1 e 2 (PC1 e PC2) explicaram quase 70% da variacdo total de forma de capsula
cefélica e 45% da variacao total de forma de asa. Também ndo foram observadas divergéncias de
forma entre as populagdes de diferentes bacias hidrograficas, que apresentaram grande
sobreposicdo nos mapas fatoriais (Figura 13). Na andlise da forma da capsula cefalica PC1,
explicou 52,9% da variacdo de forma e foi relacionado com o alongamento da regido anteocular,
que variou entre as populacdes de uma mesma bacia (ANOVA Fz651=21,9; p<0,01). As
populagdes de Araguaina-TO, Sao Desidério-BA e Santa Rita de Céssia-BA apresentaram os
maiores valores de PC1 e regido anteocular mais alongada (Figura 14). PC2 foi relacionado com
o alongamento da regido pos-ocular, explicando 15,4% da variagdo de forma. Esse componente
principal também variou entre as populacdes (ANOVA Fy;51=5,4; p<0,01), porém de forma
mais discreta; as populacdes de Alto Paraiso-GO e Rajadinha-DF apresentaram altos valores de
PC2, com capsulas cefalicas possuindo regido pds-ocular mais alongada (Figura 14).

A forma da asa também apresentou variacdo significativa (PC1l: ANOVA F655=6,4;
p<0,01; PC2: ANOVA Fj;658=4,2; p<0,01; Figura 15); porém, os valores foram menores que na
analise de capsulas cefalicas. PC1 foi relacionado com a posigao relativa dos pontos 2 e 3 (ver
Figura 4 com marcos anatdmicos), ou seja, a veia de ligacao das veias cubital e média; valores
negativos foram associados a asas com veias de ligacdo mais curtas e valores positivos a asas
com veias de ligagdo mais longas. Esse fator explicou 25,6% da variagdo de forma de asas; as

populagdes de Buritizal-SP, Sdo Desidério-BA e Ituiutaba-MG apresentaram maiores valores de
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PC1 (Figura 15). PC2 explicou 19,5% da variacdo de forma, estando relacionado com a posi¢ao
relativa do ponto 5 (ver Figura 4), o encontro da veia radial com a subcosta; nas asas com valores
negativos o encontro ocorreu numa regiao mais posterior da asa e nas asas com valores positivos
esse encontro ocorreu mais anteriormente, promovendo um encurtamento da asa. As populagdes

de Cabeceiras-GO e Rajadinha-DF apresentaram os maiores valores de PC2 (Figura 15).

4.2.3 Alometrias

Nao foram observados grandes efeitos alométricos nas andlises de regressdo entre as
variaveis de forma e o TC analisando as asas (PC1: R?=0,007; p=0,03; PC2: R*=0,012; p=0,01).
Para capsulas cefélicas os coeficientes de determinagdo foram significativos somente para PC1
(PC1: R?=0,057; p<0,01; PC2: R*<0,01; p=0,85); 5,7% da variagdo de forma de capsula cefalica
foi explicada pelo tamanho, mostrando que a forma dessa estrutura ¢ mais influenciada pelo

tamanho, quando comparada com a forma da asa.

4.2.4 Varia¢ao cromatica

Nenhuma populacdo de R. neglectus analisada apresentou espécimes melanicos, como ja
observado para R. nasutus (Dias 2007). A mancha clara ventral longitudinal descrita por Lent
(1954) apresentou variagdo: em algumas populacdes ndo esteve presente (e.g. Aporé-GO), sendo
a regido ventral escura; em outras estava bem marcada (e.g. Rajadinha-DF) ou pouco marcada
(e.g Araguaina-TO). A coloracao geral do corpo também variou de castanho escuro (com patas
apresentando coloracao uniforme) a castanho claro (com patas apresentando coxas, trocanteres e

articulacdo fémur/tibia mais claros) (Figura 16).
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Figura 14. Analise de variancia dos componentes principais 1 ¢ 2 que sumarizam a varia¢do de forma de
capsulas cefalicas de Rhodnius neglectus. PC 1 (acima) explicou 52,9% e PC 2 (abaixo) 15,4% da
variagdo de forma da capsula cefalica. O pontos representam a média e as linhas os intervalos de
confianga (95%) para cada populacio. A forma esperada para capsula cefalica associada a valores
minimos (negativos) ¢ maximos (positivos) de PC1 e PC2 esta representada ao lado do grafico. PC1 esta
relacionado com o alongamento da regido anteocular; valores negativos estdo associados a céapsulas
capsulas cefalicas mais curtas e largas e valores positivos a capsulas cefalicas mais longas e estreitas. PC2
esta relacionado com o alongamento da regido poés-ocular; valores negativos estdo relacionados a uma
regido pos-ocular mais curta e valores positivos a uma regido pds-ocular mais longa. Cddigos das

populagdes conforme a Figura 9.
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Figura 15. Analise de varidncia dos componentes principais 1 e 2 que sumarizam a varia¢ao de forma de
asas de Rhodnius neglectus. PC1 (acima) explicou 25,6% e PC2 (abaixo) 19,5% da variagdo de forma da
asa. Os pontos representam a média e as linhas os intervalos de confianga (95%) para cada populagdo. A
forma esperada para asa associada a valores minimos (negativos) e maximos (positivos) de PC1 e PC2
estd representada ao lado do grafico. PC1 esté relacionado com a posicao relativa dos pontos 2 e 3 (ver
Figura 4 com marcos anatdmicos), ou seja, a veia de ligagdo das veias cubital e média; valores negativos
estdo associados a asas com veias de ligagdo mais curtas e valores positivos a asas com veias de liga¢do
mais longas. PC2 esta relacionado com a posi¢ao relativa do ponto 5 (ver Figura 4), o encontro da veia
radial com a sub-costa; nas asas com valores negativos o encontro ocorre numa regido mais posterior da
asa e nas asas com valores positivos esse encontro ocorre mais anteriormente. Codigos das populagdes

conforme Figura 9.
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Hln°

Figura 16. Variagao cromatica na regido dorsal e ventral em Rhodnius neglectus. A) Rajadinha-
DF; B) Aporé-GO e C) Araguaina-TO. Notar mancha ventral longitudinal clara no espécime A
em comparacao com o espécime B; notas patas com coloragdo uniforme no espécime C em
comparagdo aos espécimes A e B, que apresentam coxas, trocanteres e articulagdo fémur/tibia

mais claros.
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4.3 Infestacao de Mauritia flexuosa por Rhodnius neglectus no Brasil central

4.3.1 Freqiiéncia de palmeiras infestadas
Entre 2005 e 2007 foram examinadas 324 palmeiras em 40 areas de estudo, sendo 177
encontradas infestadas por R. neglectus. A infestagdo média nas areas foi de 65% variando de 11

a 100% (Tabela 9).

4.3.2 Densidade de insetos por palmeira

No total, foram coletados 1.581 espécimes de R. neglectus, apresentando uma densidade
média de 9,0 insetos por palmeira variando de 1 a 124 insetos. Foi observada diferencga
significativa comparando o numero de triatomineos coletados nas palmeiras infestadas das 40
areas (Kruskal-Wallis H3g 177=72,7; p<0,01), sendo os maiores valores de densidade encontrados
em Rajadinha-DF, Novo Planalto-GO, Nova Xavantina-MT e Diamantino-MT, com mais de 20
insetos por palmeira (Tabela 9). Um numero maior de triatomineos foi observado nas palmeiras
com a presenca de ninhos produzidos com gravetos (Kruskal-Wallis H, ;77=23,2; p<0,01) (Figura
17). Adicionalmente, ninfas foram mais abundantes que adultos (razao adulto/ninfa médio=0,5) e
machos mais abundantes que fémeas (razao macho/fémea médio=2,0) (Tabela 9).

Nao houve relagdo significativa entre a densidade de insetos por palmeira e as variaveis
ambientais das areas analisadas: altitude (r=0,22; p=0,17); temperatura maxima (r = -0,13;

p=0,40); temperatura minima (r=-0,15; p=0,33) e precipitacao (r=0,12; p=0,45).

4.3.3 Infecgao por tripanossomatideos

Foram examinadas 517 amostras de fezes de R. neglectus. No total, 20 insetos estavam
infectados por Trypanosoma spp. (3,8%). A andlise fenotipica dos tripanossomatideos nas
amostras de fezes positivas coradas com Giemsa demonstrou presenca de 7rypanosoma cruzi e

T. rangeli; um dos insetos examinados (proveniente de Ituiutaba-MG) apresentou infec¢dao mista
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T. cruzi/T. rangeli, ¢ os outros insetos infectados apresentaram formas morfologicamente
similares a 7. cruzi. Nenhuma das 40 amostras de hemolinfa analisadas foi positiva para T.
rangeli. As areas que apresentaram maiores indices de infeccdo foram Uberaba-MG, Ituiutaba-

MG, Quirindpolis-GO e Riberdo Cascalheira-MT (Tabela 9).
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Figura 17. Numero de espécimes de Rhodnius neglectus (logaritmo) coletados em diferentes

microhabitats na copa da palmeira Mauritia flexuosa nas areas de estudo.
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4.4 Predicio da distribuicdo geografica de Rhodnius neglectus usando

modelagem de nicho ecologico

4.4.1 Mapas de registros de ocorréncia

O mapa de registros de ocorréncia de R. neglectus em ambiente silvestre e domiciliar
(Figura 18) mostra que a espécie tem ampla distribuicdo no Brasil, ocorrendo entre 2° e 23° de
latitude sul e 36° e 59° de longitude oeste, desde o nivel do mar até cerca de 1.200 m de altitude.
R. neglectus ocorre em todo o bioma Cerrado e areas de transi¢do (ecotonos) na caatinga (oeste
da Bahia), pantanal (Mato Grosso do Sul) e floresta amazonica (norte de Mato Grosso e

Tocantins), mostrando ser uma espécie caracteristica (ndo endémica) do bioma Cerrado.

4.4.2 Modelagem de nicho ecologico

Os modelos resultantes da andlise de nichos ecologicos (GARP) foram significamente
diferentes de uma distribuicao aleatoria e apresentaram baixos erros de omissao e sobreprevisao
(Tabela 10), indicando alta capacidade de predicdo e sumarizando as condi¢des ecologicas
necessarias para a ocorréncia de R. neglectus. Os modelos de distribuicdo baseados somente em
variaveis climaticas (temperatura e precipitagao) apresentaram maiores erros de sobreprevisao e
omissao quando comparados com os modelos baseados em todas as variaveis, sugerindo que a
altitude e os indices de vegetacdo contribuem para aumentar a capacidade de predicao do
modelo. O mapa gerado a partir da sobreposi¢ao dos modelos de distribui¢do potencial mostrou
alta probabilidade de ocorréncia de R. neglectus no Brasil Central, principalmente em Tocantins,
Maranhao (sul), Piaui (centro-sul), Ceard (sul), Pernambuco (noroeste), Bahia (oeste), Goias,
Mato Grosso (centro-sul), Rondonia (sudeste), Mato Grosso do Sul (nordeste) e Sao Paulo
(noroeste). O mapa também indicou areas com potencial de ocorréncia da espécie em outros

estados brasileiros e na Bolivia (Figura 19).
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Figura 18. Distribuicao dos registros de ocorréncia de Rhodnius neglectus no Brasil. A area em
cinza representa os limites do bioma Cerrado. Os quadrados pretos sdo registros de R. neglectus em
palmeiras (Mauritia flexuosa) usados na modelagem de nicho ecologico. Os circulos vazios sao
registros de R. neglectus em ambiente domiciliar obtidos pelo Programa de Controle da Doenca de
Chagas. Os quadrados brancos sdo registros de R. neglectus em ambiente silvestre obtidos na

literatura.



Tabela 10. Parametros estatisticos para os dez melhores modelos resultantes da modelagem de

nicho ecologico (GARP) usando todas as variaveis e somente as variaveis climaticas.
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Modelos 1 P Sobreprevisao Omissao
Todas as variaveis 5639 <0,001 14,1 1,1
Somente variaveis 3458 <0,001 22,5 1,5

climaticas

¥’ teste qui quadrado (média); P: probabilidade de que uma predigio aleatoria tenha o mesmo nimero de pontos
corretamente preditos que os gerados pelo DesktopGarp. Sobreprevisdo (média): porcentagem da area predita que

excede a ocorréncia observada. Omissdo (média): porcentagem de pontos que foram preditos como ausentes, mas sdo

registros da presenca da espécie. As variaveis usadas nos modelos estdo descritas na Tabela 5.
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Figura 19. Distribuicao geografica potencial predita de Rhodnius neglectus na América do Sul e
estados brasileiros usando modelagem de nicho ecologico (GARP). A escala colorida ao lado do
mapa representa distribui¢do predita considerando um (azul) a dez modelos (vermelho escuro). As

areas em branco representam a auséncia predita pelos modelos e os circulos abertos os registros de

ocorréncia usados na modelagem.
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4.4.3 Comparaciao das amplitudes de ocorréncia

Comparando as amplitudes de distribuicdo baseadas nos pontos de ocorréncia de R.
neglectus em ambiente silvestre e domiciliar, da distribuicdo conhecida para R. neglectus no Brasil
(Carcavallo et al. 1999) e da distribuicdo potencial usando GARP obtida no presente estudo,
percebe-se claramente duas diferengas na distribui¢do geografica da espécie. Primeiro, uma
amplia¢do da distribui¢do a oeste, principalmente em areas do estado do Mato Grosso; segundo,
uma ampliacdo na regido nordeste, principalmente nos estados da Bahia e Pernambuco (Figura 20).
A primeira diferenca foi confirmada por registros em ambiente silvestre no extremo oeste do Mato
Grosso; a segunda deve ser investigada futuramente, pois o Unico registro com identificagdo

confiavel de R. neglectus na regido nordeste ¢ o de Curagd, na Bahia.

4.4.4 Comparacio entre a distribuicdo de R. neglectus, palmeiras e aves

Adicionalmente, foi observada grande sobreposicdo entre a distribui¢do de R. neglectus,
palmeiras (Figura 21) e aves (Figura 22) mostrando que as interagdes bidticas podem também
auxiliar a analisar os padrdes de distribui¢do dessa espécie de triatomineo. As maiores areas de
sobreposi¢do entre os registros de ocorréncia de R. neglectus e a distribuicdo de palmeiras e aves
foram observadas para Acrocomia aculeata/Syagrus oleracea e Phacellodomus ruber/

Pseudoseisura cristata, respectivamente.
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Figura 20. Amplitude de distribuicdo de Rhodnius neglectus adaptada de Carcavallo et al. (1999)
(A), em ambiente domiciliar e silvestre (B) e baseada na distribui¢do potencial usando GARP (C).

A area em cinza representa os limites do bioma Cerrado.
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Figura 21. Sobreposicdo entre os registros de ocorréncia de Rhodnius neglectus (pontos pretos) e as
amplitudes de distribui¢do das espécies de palmeiras ja descritas como habitat da espécie. Linha
verde: Mauritia flexuosa; Linha azul pontilhada: Attalea speciosa; Linha vermelha: Syagrus

oleracea; Linha preta pontilhada: Acrocomia aculeata.
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Figura 22. Sobreposicao entre os registros de ocorréncia de Rhodnius neglectus (pontos pretos) e as
amplitudes de distribuicdo das espécies de aves ja descritas como fontes alimentares da espécie.

Linha azul: Phacellodomus ruber; Linha vermelha: Pseudoseisura cristata.
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4.5 Estrutura genética e filogeografia de Rhodnius neglectus baseadas no

polimorfismo de seqiiéncias de citocromo b

4.5.1 Polimorfismo das seqiiéncias de citocromo b e composi¢cao nucleotidica

O seqlienciamento da por¢ao 5° do gene citocromo b em 144 individuos de 33 populagdes
resultou em um fragmento de 567 pares de bases (pb), revelando a existéncia de 13 diferentes
haplotipos e 22 sitios variaveis (4,4%) compostos somente por substituigdes (Tabela 11). Quatorze
individuos da bacia do Paraguai apresentaram seqiiéncias menores (entre 285 e 498 pb) e os sitios
restantes foram tratados como dados faltantes (?, na Tabela 11). O alinhamento dos 13 hapldtipos
apresentou 15 sitios variaveis informativos para parcimonia e sete autapomorfias (mutagdo que
ocorre somente em um haplétipo). Como esperado para genes codificadores de proteinas, a terceira
posicao do codon foi a mais variavel (83%), seguido da segunda e primeira.

Nao foram observadas delegdes, adi¢des nem transversdes. A identidade da seqiiéncia do
citocromo b foi confirmada comparando com a seqiiéncia completa do gene (1132pb) de Triatoma
dimidiata (Dotson & Beard 2001; GeneBank AF301594); o fragmento de 567pb correspondeu aos
sitios 354 a 921 do gene e ndo apresentou codon de parada. A composi¢dao nucleotidica média dos
13 haplotipos foi T=32,9%; A=30,3%; C=22,8% e G=13,8%, sendo muito similar entre os

haplétipos.

4.5.2 Analise da estrutura genética

Para a andlise intra e interpopulacional foram consideradas apenas as populacdes com mais
que quatro individuos (19 populagdes) e com seqiiéncias de 567 pb. A diversidade nucleotidica
(numero médio de diferencas por sitio) nas populacdes de R. neglectus foi de 0,0043 (DP=0,0019).

De forma geral, R. neglectus apresentou uma baixa, mas significativa, diferenciagdo entre as
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populagdes (AMOVA Fs1=0,099; p=0.019). As maiores estimativas de diversidade genética foram
obtidas nas populagoes de Alto Paraiso-GO e Teresina-GO (bacia do Tocantins, localizadas na
Chapada dos Veadeiros, noroeste de Goias); a maioria das populagdes apresentou apenas 2
haplotipos e baixos valores de diversidade nucleotidica (Tabela 12).

Nas comparagdes par a par, a distancia genética (indice de fixagdo-0) entre as populagdes
variou de 0,0 a 0,45. De forma geral, os valores de 6 foram baixos, ndo sendo significativos
(p>0,01). Os maiores valores de 6 foram observados entre as populacdes de Alto Paraiso-Palmas
(6=0,45; p<0,01) e Palmas-Taguatinga (6=0,43; p<0,01). Essas popula¢des também apresentaram os
menores valores de Nm (nimero de migrantes) (Alto Paraiso-Palmas = 0,61; Palmas-Taguatinga =
0,32). O numero de migrantes entre as populacdes foi maior que 1 para a maioria dos pares de
populagdes atingindo valores muito altos (inclusive infinitos) para popula¢des muito distantes
geograficamente como Araguaina-TO e Buritizal-SP (distancia aproximada de 1.700 km).

A analise da estrutura populacional de R. neglectus usando o programa Nucleodiv (Holsinger
& Mason-Gamer 1996) mostrou que algumas populacdes apresentaram valores Gst muito similares
e nao significativos (dados ndo apresentados); dessa forma, algumas populacdes foram agrupadas
quando os niveis de diferenciagdo foram baixos e nao significativos (p>0,10). O dendrograma com a
analise hierarquica da diversidade nucleotidica a partir das populagdes agrupadas mostrou que a
maior parte da variacdo genética € explicada pela separacdo entre as populacdes do Mato
Grosso/oeste de Goids e a populacdo de Alto Paraiso, nordeste de Goiés (variacao leste-oeste). Outra
parcela significativa da variagdo foi explicada pela distancia genética entre Alto Paraiso e as
populacdes do norte de Tocantins (Palmas e Colinas) e entre estas e o restante das populagdes de

Minas Gerais, Bahia e Goias, localizadas mais ao sul (Figura 23).
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Tabela 11. Sitios variaveis para o fragmento de 567pb de gene citocromo b observados em 13

haplotipos de Rhodnius neglectus.

Haplétipos Sitios variaveis

122222 2333334445

55
35
18

1136013677 7334782340

3660622834 6062179277
Rnel GATGATGACC AGAGTGCGGC
Rne2  +t st Y T
Rned -+ ++---" T. ...A..... T
Rned At ittt i i e e e e
Rne5 Ao, G.T ..........
Rne6 777, C
Rne7 *c e G.o...... A.
Rne§ - - GA...... A.
Rne9 ..C.G.A.. T ..G..A.A..

Rnelo -+ C-GCA..T ..G..A.A..

Rnell ?2?7?7.G.A..T ..G..AAA..

Rnel2 - CAG.A?77 9999999999

Rnel3 ?GCAG.A..T ,9999299999

AC

??

GT

GT

GT

GT

??

??

??

Pontos de interrogagdo: dados faltantes; pontos: mesmo nucleotideo observado

no hapldtipo Rnel. Distribuigdo geografica dos hapldtipos na Tabela 13.
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Tabela 12. Estimativas de diversidade genética das populagdes Rhodnius neglectus de diferentes
bacias hidrogréaficas do Brasil. N=ntimero de individuos; H=numero de haplotipos; h=diversidade
haplotipica; n=numero de substitui¢cdes; n=diversidade nucleotidica; Pi=numero médio de diferencas

nucleotidicas (modelo de substitui¢ao nucleotidica Kimura 2 parametros).

Areas® N H h n T Pi
AP 7 2 0,57 9 0,00900 5,14
AR 5 2 0,53 7 0,00423 2,40
BL 6 3 0,60 5 0,00435 2,46
BO 5 2 0,60 4 0,00423 2,40
CA 9 3 0,66 5 0,00431 2,44
CL 8 2 0,57 4 0,00403 2,28
CP 5 2 0,60 4 0,00423 2,40
CR 6 2 0,53 4 0,00376 2,13
IT 5 3 0,70 5 0,00493 2,80
MA 8 2 0,43 4 0,00302 1,71
MI 6 2 0,53 4 0,00376 2,13
ML 7 1 0,00 0 0,00000 0,00
PA 5 3 0,70 7 0,00494 2,80
RA 7 3 0,52 7 0,00487 2,76
SD 6 2 0,53 4 0,00376 2,13
ST 6 2 0,33 7 0,00411 2,33
TG 7 2 0,28 4 0,00202 1,14
TZ 4 2 0,50 10 0,00881 5,00
UB 6 3 0,60 6 0,00352 2,00

* Siglas conforme Figura 3



116

Alto Paraiso
0,26
Norte de Tocantins
p=0,04
0,26
p<0,01
Divisa Goias/Bahia/Tocantins (Serra Geral)
0,04
0.01 Minas Gerais
p=0,
0,03
6,060 p=0,09
p<0,01 Sul de Goias
Sul do Mato Grosso
0,16
p=0,05
Divisa Goias/Mato Grosso

Figura 23. Relacdes genéticas entre as populacdes amostradas inferidas a partir da andlise
hierarquica da diversidade nucleotidica. Os valores significativos de Gst sdo apresentados antes de

cada n6 do dendrograma e representam a proporcao da diversidade genética total explicada pelo

agrupamento.
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4.5.3 Analise filogeografica

Dos 13 haplotipos encontrados, os haplotipos Rnel e Rne7 foram os mais freqiientes,
ocorrendo na maioria das populacdes (Tabela 13). Os haplotipos Rne2, Rne3 e RnelO foram
exclusivos da Bacia do Tocantins; os haplotipos Rnell, Rnel2 ¢ Rnel3 foram exclusivos da bacia
do Paraguai, enquanto os haplétipos Rne6 e Rne8 foram exclusivos da bacia do Parana. A bacia do
Sao Francisco apresentou somente um haplotipo exclusivo (Tabela 13).

O haplotipo Rnel apresentou quatro conexdes na rede de haplotipos (Figuras 24 e 26),
estando relacionado com Rne2 (duas mutagdes), Rne4 (uma mutagdo), Rne6 (uma mutagdo) e a um
‘median vector’ (haplotipo ancestral extinto ou nao amostrado no estudo). A partir do ‘median
vector’, duas linhagens foram observadas; uma levando ao hapldtipo Rne7 (o mais freqiiente) com
duas mutacdes e outra ao haplotipo Rne9, com sete mutacdes. Este haplotipo mostrou mais trés
conexoes, estando relacionado com os hapldtipos da bacia do Paraguai, a oeste do Brasil. Na rede de
haplétipos agrupando as areas por bacias hidrograficas (Figura 24) os hapldtipos mais freqilientes
(Rnel e Rne7) e Rne9 foram encontrados em trés bacias hidrograficas. Adicionalmente, 80
espécimes (59%) compartilharam o mesmo haplotipo (Rne7) mesmo estando separados por
distancias maiores que 1.700 km; hapldtipos compartilhados também foram observados nas areas
localizadas nas margens esquerda e direita dos principais rios (Sdo Francisco, Grande, Tocantins,
Araguaia, Sao Lourenco) e também de ambos os lados da Serra Geral de Goias (Figura 25).
Entretanto, os haplétipos Rne9, Rnel0, Rnell, Rnel2 e Rnel3, apresentaram uma distribui¢ao a
oeste do Brasil, separados dos outros haplotipos que formaram um agrupamento a leste, sendo
observada uma moderada variagao longitudinal (leste-oeste, Figura 25).

Na rede de hapldtipos agrupando as areas de acordo com a estrutura sugerida pela analise
hierarquica da diversidade nucleotidica usando o programa Nucleodiv (Figura 26) também

observou-se a formacao de dois agrupamentos separados por sete mutacdes; o do oeste, formado



118
pelas populagdes do Mato Grosso/oeste de Goids e o do leste, formado pelo restante das populacdes
de R. neglectus do Brasil. Apesar de haplétipos amplamente distribuidos e freqiientes terem ocorrido
no no agrupamento do leste (Rnel e Rne7) € possivel observar uma tendéncia a separacdo do
haplotipo Rne4 ocorrendo principalmente em areas ao sul, na bacia do Parand (Figura 25). Esses
resultados sugerem que as populacdes de R. neglectus apresentam moderada estruturacao
filogeografica (leste/oeste) que pode estar relacionada a variagdo entre populacdes do Cerrado e
Pantanal. Adicionalmente, as populagdes de R. neglectus do Cerrado podem estar estruturadas no
sentido norte/sul.

Os testes de neutralidade de Tajima (1989) e Fu (1997) ndo foram significativos para as
populagdes de R. meglectus analisadas (Tabela 14) ndo mostrando evidéncias de sele¢do ou
‘bottleneck’ (efeito gargalo de garrafa) e grandes mudangas populacionais. Nenhuma populagdo
apresentou valores positivos significativos que pudessem indicar isolamento em longo prazo. A
distribui¢dao observada das diferencas genéticas par a par das populagdes de R. neglectus apresentou
um padrao multimodal (Figura 27), ndo apresentando evidéncias de expansao populacional recente.
Adicionalmente, ndao houve evidéncia de isolamento por distincia comparando as matrizes de
diferenga genética entre as populacdes (0) e de distancias geograficas (Mantel, p = 0,446). Esses
resultados indicam a existéncia de intenso fluxo génico entre as populacdes analisadas de R.

neglectus, independentemente da distancia geografica.
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Tabela 13. Localidades, bacia hidrografica e freqiiéncia dos 13 haplotipos (seqiiéncias do gene

citocromo b, 567pb) observados em Rhodnius neglectus.

Haplétipo Localidades” Bacia hidrografica Freqiiéncia do
haplétipo®
Rnel AR, BL, BO, CA, CL, CP, CR, IB, Tocantins 32
IT, MA, M1, SD, SJ, TG Sdo Francisco
Parana
Rne2 PA, CO, RA Tocantins 5
Rne3 PA Tocantins 1
Rne4 BL, CA, IB, IT, RA, UB Tocantins 7
Parana
RneS ST Sao Francisco 1
Rne6 AO Parana 1
Rne7 AL, AP, AR, BL, BO, CA, CL, CP, Tocantins 80
CR, IB, IT, MA, ML, M1, PA, PO, Sdo Francisco
RA, SD, ST, TG, TZ, UB Parana
Rne8 UB Parana 1
Rne9 AG, AP, AC, GO, NX, RC, PL, DI Tocantins 11
Parana
Paraguai
Rnel0 TZ Tocantins 1
Rnell DI Paraguai 1
Rnel2 NS Paraguai 2
Rnel3 DI Paraguai 1

*Siglas conforme Figura 3. ® Nimero de individuos seqiienciados que apresentou o haplétipo.
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Figura 24. Rede de hapldtipos (Median-joining) mostrando as relagdes entre os haplotipos de
citocromo b (567pb) de Rhodnius neglectus. Os haplotipos sdo representados por circulos (o
tamanho dos circulos ¢ proporcional ao nimero de individuos em cada haplotipo). As linhas
conectando os circulos mostram a relagao entre os haplotipos e as mutagdes até o aparecimento do
proximo haplétipo (e.g. CH13 entre os haplotipos Rnel e Rne4). As cores representam a origem dos
individuos de R. neglectus de acordo com as bacias hidrograficas: Amarelo: Sao Francisco; Verde:
Tocantins, Azul: Parand, Vermelho: Paraguai. O ponto preto mostra um haplotipo intermediario
(median vector) que pode ser um haplétipo ancestral extinto ou ndo amostrado no estudo (Forster et

al. 2000).
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Figura 25. Distribui¢do geografica dos 13 haplotipos (seqiiéncias do gene citocromo b, 567pb)
observados em Rhodnius neglectus em quatro bacias hidrograficas do Brasil. As linhas azuis claras
representam os principais rios. As siglas das areas estdo descritas na Figura 3. As linhas representam
os agrupamentos de haplotipos do “Oeste” (linha rosa), do “Leste” (linha bege) e do “Sul” (linha
azul). Os quadrados de diferentes cores representam os haplotipos: Rnel (preto), Rne2 (amarelo),
Rne3 (verde), Rne4 (azul), Rne5 (branco), Rne6 (vermelho), Rne7 (bege), Rne8 (laranja), Rne9
(rosa), Rnel0 (roxo), Rnell (azul claro), Rnel2 (marrom) e Rnel3 (rosa choque). As setas indicam
potenciais barreiras geograficas para populagdes proximas: seta 1 (Serra Geral de Goias), seta 2 (rio

Sao Francisco), seta 3 (rio Grande), seta 4 (rio Araguaia) e seta 5 (rio Sao Lourenco).
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Figura 26. Rede de hapldtipos (Median-joining) mostrando as relagdes entre os haplotipos de
citocromo b (567pb) de Rhodnius neglectus. Os haplotipos sdo representados por circulos (o
tamanho dos circulos ¢ proporcional ao nimero de individuos em cada haplotipo). As linhas
conectando os circulos mostram a relacao entre os haplotipos e as mutagdes até o aparecimento do
proximo haplotipo (e.g. CH13 entre os haplotipos Rnel e Rne4). As cores representam a origem dos
individuos de R. neglectus de acordo com a estrutura sugerida pela andlise hierdrquica da
diversidade nucleotidica usando o programa Nucleodiv (ver Figura 23). Azul: populagdes da Serra
Geral, Minas Gerais e Sul de Goias; Verde: populacdes do norte de Tocantins; Amarelo: populacao
de Alto Paraiso (Chapada dos Veadeiros) e Vermelho: populagdes do Mato Grosso ¢ oeste de Goias.
O ponto preto mostra um haplotipo intermediario (median vector) que pode ser um haplotipo

ancestral extinto ou ndo amostrado no estudo (Forster et al. 2000).
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Tabela 14. Valores dos testes de neutralidade de Tajima (1989) e Fu (1997) para o fragmento de

567pb do gene citocromo b das populagdes de Rhodnius neglectus.

Areas® TajimaD P’ Fu p°
AP 2,12 0,99 6,23 0,99
AR 1,64 0,97 3,02 0,91
BL 0,70 0,72 1,41 0,75
BO 1,64 0,91 3,02 0,91
CA 1,39 0,93 2,28 0,89
CL 2,10 0,99 3,93 0,96
CP 1,64 0,97 3,02 0,92
CR 1,18 0,88 3,14 0,91
IT 1,12 0,82 1,21 0,72
MA 0,48 0,73 3,14 0,92
MI 1,18 0,90 3,14 0,92
ML 0,00 1,00 ¢ ¢
PA -1,16 0,07 1,21 0,73
RA -0,17 0,44 2,01 0,85
SD 1,18 0,87 3,14 0,92
ST -1,39 0,05 3,36 0,93
TG -1,43 0,06 2,04 0,83
TZ -0,83 0,11 4,00 0,94
UB -1,36 0,04 1,01 0,72

*Siglas conforme Figura 3. "alfa = 0,01. ¢ O teste de Fu ndo pode ser calculado se

apenas um haplétipo é observado na populacéo.
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Figura 27. Freqiiéncia relativa do nimero de diferencas par a par resultante do teste de ‘mismatch
distribution’ dos haplotipos de R. neglectus (linha pontilhada). A linha continua mostra a

distribui¢do esperada em populacdes estaveis, ou seja, com tamanho populacional constante (Rogers

& Harpending 1992).
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4.5.4 Analise filogenética

As arvores filogenéticas de distancia (Neighbour-joining — NJ) e parcimonia (MP) das
espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus (R. prolixus, R. robustus, R. neglectus e R. nasutus)
(Figuras 28 e 29) apresentaram topologias similares mostrando que R. neglectus ¢ uma espécie
claramente separada das outras espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus (Bootstrap NJ=98;
MP=99) e que a linhagem de R. neglectus compartilha um ancestral comum mais recente com a
linhagem R. prolixus/R. robustus 1.

A divergéncia intra-populacional de R. neglectus (K2-p) foi maior que a conhecida para
populagdes de R. prolixus coletadas em diferentes paises e menor que a conhecida para as linhagens
de R. robustus na Amazonia e Orinoco (Tabela 15). Adicionalmente, o tempo estimado de separacao
entre R. neglectus, R. prolixus e R. robustus foi entre 2,6 ¢ 3,8 milhdes de anos atrds (Maa), no
periodo Plioceno, sendo que a diferenciacao das populacdes de R. neglectus poderia ter ocorrido ha
cerca de 1 Maa, coincidindo com o periodo Pleistoceno. Finalmente, a moderada estruturacao
genética nas populagdes de R. neglectus contrasta com a forte estruturagdo filogeografica

apresentada para as linhagens de R. robustus da Amazdnia/Orinoco.
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Figura 28. Arvore filogenética (Neighbour-joining) baseada no modelo de distdncia genética

Kimura 2 parametros de seqiiéncias do citocromo b (567pb) das espécies de Rhodnius do grupo R.

prolixus (R. prolixus, R. robustus, R. neglectus ¢ R. nasutus) e R. pictipes (grupo externo). Os

numeros indicam o suporte estatistico a partir de 1000 pseudoréplicas.
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Figura 29. Cladograma de consenso proveniente da andlise de parcimonia de seqiiéncias do
citocromo b (567pb) das espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus (R. prolixus, R. robustus, R.
neglectus e R. nasutus) e R. pictipes (grupo externo). Comprimento = 114, CI = 0,56. Os numeros

indicam o suporte estatistico a partir de 1000 pseudoréplicas.
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Tabela 15. Divergéncia (Kimura 2 parametros) e tempo estimado de separacao de populacdes de R.

neglectus R. prolixus e R. robustus com base no polimorfismo de seqiiéncias do citocromo b.

R. neglectus R. prolixus R. robustus
N° de populacdes 33 12 14
N° de individuos 144 47 40
Fragmento 567 pb 663 pb 663 pb
N° de haplotipos 13 3 18
Divergéncia intra- 2,1 0,3 4.4°
populacional K2-p (%)
Tempo estimado de separacio 0,9"a1.2° d 1,9°22,4¢
em Maa
Divergéncia entre R. neglectus - 6,0 7,0
e Rhodnius spp. K2-p (%)
Tempo estimado de separacio - 2,6"a3,3¢ 3,0"a 3,8¢

em Maa

"Considerando as linhagens II e Il de R. robustus (Monteiro et al. 2003). "Assumindo uma taxa de
divergéncia de 2,3%/Maa para o mtDNA de artrépodes (Brower 1994). “Assumindo uma taxa de divergéncia

de 1,8%/Maa para o gene cytb de Triatoma rubida (Pfeiler et al. 2006). Ndo foi possivel calcular.
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5. Discussao
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5.1 Identificacdo das espécies de Rhodnius que ocorrem em palmeiras e casas no

Brasil central

O uso da morfometria em sistematica se baseia na suposicao de que a variagcdo de forma ¢ a
expressao de diversidade genética; a divergéncia de caracteristicas fenotipicas entre dois grupos ¢
considerada como uma medida de distancia evolutiva, com diferengas morfométricas claras
usualmente sinalizando isolamento entre os grupos (Sorensen & Foottit 1992). Para sustentar esse
principio, as duas principais fontes de variabilidade (genética e ambiental) devem ser separadas; por
1sso, as técnicas morfométricas objetivam separar a contribui¢do do tamanho (resultante da variacao
ambiental) e da forma (resultante da variagdao genética) (Dujardin et al. 2002, Baylac et al. 2003). A
morfometria geométrica foi explorada no presente estudo para a identificacdo de ‘espécimes
problema’ de Rhodnius coletados no Brasil central, comparando-os com populacdes de referéncia
previamente identificadas. Os resultados mostraram que a forma de asas e capsulas cefalicas pode
ser usada para a identificacdo acurada, em nivel especifico, de espécimes similares do grupo R.

prolixus.

5.1.1. Variacio de tamanho

Grandes diferengas de tamanho sdo freqlientemente usadas na sistematica de triatomineos.
As descrigdes de espécies invariavelmente se referem a medidas lineares, desde comprimento total
do corpo até dimensdes de estruturas como capsula cefélica, pronoto, patas ou segmentos da antena
(Lent & Wygodzinsky 1979). Desde a década de 1990, quando J.P. Dujardin e seus colaboradores
introduziram técnicas morfométricas modernas para o estudo de triatomineos (Dujardin et al. 2002),
os resultados de muitas pesquisas sugeriram que a variagdo de tamanho ¢ muito influenciada pela
heterogeneidade ambiental (e.g. Dujardin et al. 1997, 1998, 1999b; Schachter-Broide et al. 2004).

Similaridade ou diferenca de tamanho entre triatomineos podem ser resultado de convergéncia
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(quando duas linhagens geneticamente distintas ocupam o mesmo microhabitat) ou divergéncia
(quando populagdes geneticamente homogéneas ocupam diferentes microhébitats) (Abad-Franch et
al. 2003). Conseqiientemente, a variagao de tamanho deve ser interpretada com cuidado no contexto
da identificacdo de espécies; a avaliacao das tendéncias alométricas em cada um dos grupos deve ser
incorporada nestes estudos comparativos (Dujardin et al. 2002).

Os resultados apresentados nesta tese fornecem varios exemplos de como o tamanho pode
variar entre as populacdes e espécies do grupo R. prolixus. Era esperado que R. prolixus
apresentasse maior tamanho que R. neglectus (e.g. Lent & Wygodzynsky 1979), mas os resultados
das analises de variancia usando TC revelaram o contrario para a maioria dos espécimes de R.
neglectus. Da mesma forma, asas e capsulas cefélicas de R. robustus sdao geralmente maiores que as
de R. neglectus, mas o TC de alguns espécimes de R. neglectus de Tocantins foi similar ao de R.
robustus. Os resultados ainda revelaram diferencas de tamanho entre populagdes de R. neglectus
com diferentes origens geograficas, como ja observado por Soares et al. (1999). Adicionalmente,
variacdo de tamanho relacionada ao hébitat foi detectada entre populagdes de R. nasutus coletadas

em diferentes espécies de palmeiras (Diotaiuti ef al. 2005).

5.1.2. Variacao de forma e alometrias

Padrdes de forma tendem a divergir significativamente entre organismos geneticamente
distintos. Entretanto, as diferencas podem ser t€nues, permanecendo visualmente indetectaveis. Esse
¢ geralmente o caso quando espécies cripticas ndo sdo reconhecidas em estudos de sistematica
qualitativa. A morfometria geométrica ¢ uma abordagem quantitativa que mostra e compara padrdes
de forma, sendo muito eficiente para estudar problemas taxondomicos complexos (Baylac et al.

2003).
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Os padroes de forma da asa sdo pouco usados na sistematica tradicional de triatomineos,
enquanto que caracteres cefalicos sdo importantes marcadores taxondmicos. Entretanto, analises
multivariadas de caracteristicas métricas das asas podem discriminar espécies similares e também
revelar os padrdes de estruturacdo espacial de populagdes de uma espécie (Matias et al. 2001,
Villegas et al. 2002, Schachter-Broide et al. 2004, Feliciangeli et al. 2007). Quando usada para
identificar espécimes do grupo R. prolixus (R. prolixus, R. neglectus, R. nasutus e R. robustus), a
analise discriminante das variaveis de forma das asas apresentou melhores resultados que a das
capsulas cefalicas. Portanto, o uso de asas seria recomendado para identificagdo de ‘espécimes
problema’ no contexto dos programas de vigilancia entomologica da doenga de Chagas; nos casos
duvidosos, a capsula cefalica poderia ser analisada.

O primeiro modelo discriminante revelou claras diferengas entre R. prolixus e R. neglectus
(Figura 7). Os resultados da variagdao de forma da cépsula cefalica entre essas espécies foram
semelhantes as diferencas qualitativas apontadas por Lent (1954) na descrigdo original de R.
neglectus. A partir de comparagdes de asas e capsulas cefalicas foi possivel concluir que a maioria
dos ‘espécimes problema’ analisados (incluindo a populacio de Mambai) apresentava forma
semelhante a R. neglectus.

Os resultados também mostraram divergéncia significativa de forma entre R. neglectus e R.
robustus (o ultimo com capsulas cefalicas e asas mais alongadas), mesmo quando o tamanho dos
espécimes era similar. O 4pice da asa (marco anatomico 4) ficou mais distante do fim da veia cubital
(marco anatdmico 2) em R. robustus. Villegas et al. (2002) apresentaram resultados similares,
salientando a contribui¢cdo desses dois marcos anatomicos nas modificagdes de forma das espécies
do grupo R. prolixus. Mudangas de forma (e.g. apice da asa e posicao relativa dos ocelos e olhos)

também foram observadas entre R. neglectus e R. nasutus.
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A auséncia de tendéncias alométricas nas comparagdes da forma das asas em R. neglectus e

R. prolixus sugere que a variacdo de forma desta estrutura deve refletir principalmente variacao
genética. Por outro lado, as diferencas na forma da cépsula cefalica foram significativamente
influenciadas pelo tamanho. Esses resultados indicam que diferencas de forma de asa devem ser
menos sensiveis as mudangas de tamanho quando comparada com a capsula cefalica; porém, os
mecanismos associados a esta tendéncia nao sdo evidentes e devem ser investigados. Finalmente, os
componentes alométricos nas analises morfométricas das asas de R. neglectus-robustus-nasutus

foram menores que os descritos para R. prolixus € R. robustus por Villegas et al. (2002).

5.1.3 Qual espécie de Rhodnius ocorre em casas no Brasil central?

O grupo R. prolixus ¢ formado por quatro espécies similares com diferente importancia
epidemiologica. R. prolixus € o principal vetor domiciliado de 7. cruzi ao norte da Amazodnia;
espécimes de R. meglectus invadem e eventualmente colonizam ambientes artificiais no Cerrado
brasileiro, enquanto que os de R. nasutus possuem um comportamento similar em areas semi-aridas
na Caatinga. Finalmente, espécimes do complexo R. robustus invadem (mas ndo colonizam) casas
nas bacias do Amazonas e do Orinoco (Venezuela). Para qualquer uma das espécies desse grupo,
alguns registros de ocorréncia baseados na identificagdo dos espécimes usando morfologia
qualitativa e padrdes cromaticos podem ter sido feitos incorretamente. Registros incorretos podem
ser usados para definir a distribui¢do geografica da espécie, levando a interpretacdes biogeograficas
erradas e estimativas de risco de transmissao equivocadas (Monteiro et al. 2001).

O questionamento da presenga de R. prolixus (um vetor extremamente eficiente) no Brasil
ilustrou essas dificuldades (Dujardin er al. 1991). Colonias de R. prolixus e espécimes
peridomésticos de R. neglectus de Mambai apresentaram padrdes isoenzimaticos idénticos € ambos

diferiram da populagdo de referéncia de R. neglectus da FIOCRUZ. Foi entdo sugerido que outra
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espécie além de R. neglectus, e relacionada a R. prolixus, estava invadindo as casas na areas de
estudo (Dujardin et al. 1991). Essas conclusdes foram apenas sugestivas, pois se basearam na
analise de colonias de laboratdrio antigas que podem ter sido contaminadas ao longo dos anos de
manuten¢do. Esse ¢ um problema sério quando as espécies investigadas sdo similares e possuem
ainda compatibilidade reprodutiva (Barrett 1996, Pavan & Monteiro 2007).

No presente estudo, os resultados baseados na comparagao de espécimes coletados no campo
(palmeiras e casas) apresentam fortes evidéncias morfométricas sugerindo que espécimes de R.
neglectus estdo invadindo (e eventualmente colonizando) as casas e anexos no Brasil central. R.
robustus € R. nasutus também devem ocorrer em casas na Amazonia e Caatinga, respectivamente,
mas R. prolixus estd ausente na area de estudo. Esses resultados foram confirmados usando

seqiiéncias de DNA mitocondrial (citocromo b) de alguns espécimes e populagdes analisadas.

5.2 Variacao de tamanho entre as populacoes de Rhodnius neglectus

A variacdo de tamanho intra-especifica permite distinguir populagdes de triatomineos que
ocupam ecoétopos diferentes. Esta abordagem foi usada para discriminar populagdes
silvestres/domésticas e aplicada para estudar o fenomeno de reinfestacdo domiciliar apods
intervencdes de controle quimico (Dujardin ef al. 2002). Ha uma clara redu¢do de tamanho em
triatomineos durante a transi¢do dos ambientes silvestres para os domésticos. Adicionalmente,
populagdes de triatomineos mantidas em condigdes de laboratorio tendem a mostrar reducao de
tamanho em relagdo as populacdes silvestres da mesma espécie (Jaramillo et al. 2002, Rodriguez-
Rodriguez et al. 2007). Espécimes grandes em ambientes silvestres aumentariam a capacidade de
estoque de alimento (sangue), caracteristica que poderia trazer vantagens em ambientes instaveis,
onde as fontes alimentares ndo estdo constantemente disponiveis. Por outro lado, individuos

menores poderiam sobreviver mais em condi¢cdes de laboratorio (ou domésticas), onde a
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disponibilidade de alimento ¢ menos restrita (Dujardin et al. 1997). Entretanto, a variagao de
tamanho também pode ser resultante de divergéncias genéticas causadas por isolamento geografico.
Para R. neglectus, a primeira hipotese ¢ mais congruente com os resultados moleculares
apresentados, ja que ndo houve evidéncia de isolamento geografico por distancia das populagdes
estudadas. A variacdo de tamanho em relacdo ao sexo, com fémeas de R. neglectus maiores que
machos ja era esperada, sendo uma caracteristica conhecida dos triatomineos (Lent & Wygodzinsky
1979).

A variagdo intra-especifica de tamanho foi estudada para algumas espécies de Rhodnius,
como R. prolixus (Dujardin et al. 1998a), R. ecuadoriensis (Abad-Franch 2003) e R. nasutus
(Diotaiuti et al. 2005, Dias 2007). Adicionalmente, Soares et al. (1999) apresentaram um estudo
morfométrico preliminar de R. neglectus, mostrando clara divergéncia de tamanho entre populacdes
de Goids e Minas Gerais. Entretanto, poucos estudos foram feitos relacionando a variagao
morfomeétrica intra-especifica com variaveis climaticas ou ao longo de outros gradientes ecoldgicos.
Abad-Franch (2003) apresentou evidéncia de um cline norte-sul de reducdo de tamanho em
populagdes de R. ecuadoriensis, desde espécimes grandes coletados em palmeiras (Pichincha, norte
do Ecuador) até espécimes sinantropicos pequenos coletados no sul do Ecuador e norte do Peru;
espécimes silvestres coletados 250 km ao sul de Pichincha (Manabi) apresentaram tamanho
intermedidrio. Diotaiuti et al. (2005) mostraram divergéncia de tamanho entre populacdes de R.
nasutus coletadas em diferentes espécies de palmeiras; o tamanho de espécimes provenientes de
Copernicia prunifera (carnauba) foi significativamente menor que o dos provenientes de Attalea
speciosa (babagu), mostrando a influéncia do microhabitat sobre o tamanho desses triatomineos. O
presente estudo ndo mostrou variagdo de tamanho em populagdes de R. neglectus coletadas em

ninhos de gravetos ou de folhas presentes na palmeira Mauritia flexuosa; porém, estudos posteriores
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comparando o tamanho de populacdes de R. neglectus em diferentes espécies de palmeiras poderiam
apresentar resultados semelhantes aos observados por Diotaiuti et al. (2005).

Foi observada correlacdo positiva e significativa entre tamanho das asas e, principalmente,
capsulas cefalicas dos espécimes das populacdes de R. meglectus e a temperatura. Apesar do
resultado ser inédito para triatomineos, alguns estudos experimentais t€ém mostrado a influéncia da
temperatura na morfologia de insetos (e.g. Bitner-Mathé & Klaczko 1999). Vérios padrdes
ecologicos e evolutivos (regras ecogeograficas) associando tamanho com varidveis ambientais
foram descritos, entre eles a regra de Bergmann (Atkinson & Simbly 1997) e a regra de Bergmann
reversa (Mousseau 1997). De acordo com a primeira regra, espécimes maiores sdo esperados em
ambientes mais frios, uma conseqiiéncia da sele¢do relacionada a conservagao do calor. Ja a segunda
regra sugere o oposto, que espécimes menores sdo esperados nos polos e ambientes frios devido a
ciclos mais curtos em resposta as curtas estacdes, que limitariam o tempo necessdrio para
alimentacdo e, conseqiientemente, o crescimento. Em uma andlise comparativa recente sobre a
aplicacdo dessas regras ecogeograficas na variacdo de tamanho de varias espécies de artropodes
Blanckenhorn & Demont (2004) mostraram que ambas as regras (Bergmann e Bergmann reversa)

sa0 muito comuns entre os artropodes.

5.3 Comparacio entre a analise morfométrica (asas/capsulas cefalicas) e

molecular (citocromo b) das populacoes de Rhodnius

Nas andlises morfométricas ndo foram observadas divergéncias significativas de forma de
asas e capsulas cefalicas entre as populacdes de diferentes bacias hidrograficas, concordando com a
andlise filogeografica de R. neglectus do Brasil central baseada em seqiiéncias do citocromo b.
Apesar de diferencas de forma (principalmente o alongamento da regido anteocular das capsulas

cefalicas) terem sido observadas entre populagdes de uma mesma bacia e até entre individuos de



137
uma mesma populacao, nao foi possivel relacionar essa caracteristica morfoldgica com as diferengas
genéticas entre as populacdes. Adicionalmente, espécimes com haplotipos diferentes apresentaram
forma de asa muito semelhante, ndo permitindo a separagdo em grupos distintos na analise
discriminante de asa (Figura 30).

Em andlises morfométrias intra-especificas, o alongamento da cdapsula cefalica esta
relacionado com o tamanho dos espécimes e, conseqiientemente, pode ser influenciado por variaveis
ambientais como mostrado para R. neglectus no presente estudo. Individuos maiores t€ém cabecas
mais alongadas enquanto individuos menores apresentam cabecas mais curtas e compactas. Esse
padrao foi observado na andlise morfométrica de populacdes de R. neglectus: valores elevados de
PC2 foram relacionados com cabecas mais alongadas enquanto valores menores foram relacionados
com cabegas mais curtas. Adicionalmente, PC2 apresentou relacdo com tamanho dos individuos,
confirmando a relacdo entre tamanho ¢ forma da cabeca. Analisando este fenomeno em diferentes
espécies de triatomineos, Patterson (2007) sugeriu um mecanismo de evolugdo da cépsula cefalica
dos triatomineos relacionado com a capacidade de ingestao de sangue. Capsulas cefélicas longas e
estreitas permitiriam uma hematofagia continua a distancia. Essa estratégia alimentar dificultaria a
percepgao dos hospedeiros a presenca do triatomineo e, conseqiientemente, uma hematofagia mais
eficiente para populagdes/espécies maiores. Ja triatomineos com cabecas curtas dependeriam de uma
associagdo mais proxima com seus hospedeiros; nesse caso tamanho menor seria uma adaptacao
eficiente para ficar sobre o hospedeiro sem serem percebidos, garantindo também uma hematofagia
eficiente.

Segundo Lent & Wygodzinsky (1979), a cépsula cefalica dos triatomineos possui
caracteristicas muito importantes para a classificacdo das espécies. Entretanto, em analises
populacionais a variagdo morfométrica das capsulas cefalicas pode ser resultado da plasticidade

fenotipica e de pressdes seletivas, ndo estando fortemente relacionada com a variagdo genética.
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Patterson (2007) também comparou a morfometria alar e cefalica com os resultados de analises
genéticas em triatomineos; os resultados sugerem que a forma das asas esta mais influeciada pelas
diferengas genéticas entre as populagcdes do que a forma das capsulas cefilicas, cuja variagdo
depende de diferencas ecoldgicas. Assim, as capsulas cefélicas provavelmente refletem o efeito de
pressoes seletivas em curto prazo, enquanto a taxa de variacdo de forma das asas se correlaciona
mais fortemente com a taxa de acimulo de mutagdes. Resultado semelhante foi obtido para R.
neglectus; as capsulas cefélicas apresentaram maior variacdo de tamanho, sinais de alometria e fraca
relacdo entre forma e haplotipos especificos. Dessa forma, essa estrutura ndo seria um bom

marcador para estimar diferencas genéticas entre populagdes de Rhodnius.
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Figura 30. Mapa fatorial mostrando a variagdo de forma de asas de espécimes de Rhodnius
neglectus com diferentes hapldtipos do gene citocromo b (mt DNA). Os eixos representam as
variaveis canonicas CV1 e CV2 derivadas da analise discriminante das varidveis de forma
(deformagdes parciais e componentes uniformes). A distribuicdo geografica dos hapldtipos e

respectivas populacdes estdo apresentadas na Tabela 13.
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Por outro lado, Fitzpatrick (2005), comparando morfometria geométrica de asas,
seqiienciamento do citocromo b e uso de microssatélites para estudar populagdes de R. prolixus na
Venezuela, mostrou que, apesar da morfometria detectar diferengas importantes de forma entre as
populagdes domésticas e silvestres, houve uma convergéncia de forma nas populacdes que
ocuparam um mesmo ecotopo, indicando que a morfometria alar também teria um uso limitado para
estimar distancias genéticas entre populacdes. Os resultados obtidos no presente estudo para
populagdes de R. neglectus (Figura 30) também estdo de acordo com Fitzpatrick (2005).

Em analises interespecificas os resultados da morfometria geométrica de capsulas cefalicas e
asas nao apresentaram resultados similares analisando os dendrogramas UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method with Aritmetic average) derivados das distancias de Mahalanobis (Figura 31). A
morfometria da capsula cefalica agrupou R. nasutus e R. robustus, sendo estes claramente separados
de R. prolixus. Mais uma vez, esses resultados refletiram a principal alteracdo morfologica das
capsulas cefalicas de Rhodnius, o alongamento da regido anteocular; R. prolixus foi a espécie mais
divergente apresentando capsulas muito curtas quando comparado com as outras espécies do ‘grupo
R. prolixus’. Usando esse critério morfoldgico dois grupos de R. neglectus foram observados:
espécimes de Alto Paraiso-GO e Buritizal-SP apresentaram capsulas cefalicas mais curtas do que
espécimes de Diamantino-MT, N.S. Livramento-MT e Taguatinga-TO. Esse agrupamento constrasta
claramente com os dados moleculares que agruparam os espécimes de Alto Paraiso e populagdes do
Mato Grosso, separando estes ultimos da populacdo de Taguatinga-TO (Figura 32).

O dendrograma UPGMA de asas (Figura 31) apresentou uma pequena distancia entre as
populagdes de R. neglectus de Taguatinga-TO e Mato Grosso (N.S. Livramento e Diamantino).
Entretanto, essas populacdes apresentaram relevante divergéncia genética baseada no
seqiienciamento do fragmento do citocromo b analisado. Esses resultados sugerem que as asas

também ndo sdo bons marcadores para analisar a estrutura genética de populagdes. Analisando as
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relagdes interespecificas a partir desse dendrograma, observa-se que R. meglectus estaria mais
proximo de R. nasutus, concordando com outros estudos baseados em padrdes isoenzimaticos
(Chavez et al. 1999, Monteiro et al. 2002) e morfologia (Lent & Wygodzinsky 1979, Harry 1993).
Entretanto, analises usando marcadores nucleares e mitocondriais tém incluido R. neglectus em
linhagens proximas a R. robustus e R. prolixus (Lyman et al. 1999, Monteiro et al. 2000, Hypsa et
al. 2002, Paula et al. 2005), o que esta de acordo com o presente estudo. Futuras analises incluindo
mais populagdes de R. nasutus podem ajudar a esclarecer as relagdes evolutivas entre as espécies de

Rhodnius do grupo R. prolixus.
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Figura 31. Dendrogramas UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Aritmetic average)
derivados das distancias de Mahalanobis calculadas a partir das variaveis de forma resultantes da
morfometria geométrica de cépsulas cefalicas (acima) e asas (abaixo) das populagdes de R.
neglectus (Alto Paraiso-GO, Buritizal-SP, Taguatinga-TO, Diamantino-Mt e Nossa Senhora do
Livramento-MT) e outras espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus: R. robustus [Maraba-PA,
linhagem III segundo mapa biogeografico de Abad-Franch & Monteiro (2007)], R. prolixus

(Colombia) e R. nasutus (Sobral-CE).
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Figura 32. Dendrograma UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Aritmetic average)
baseado no modelo de distdncia genética Kimura 2 pardmetros de seqiiéncias do citocromo b
(567pb) das populagdes e espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus: R. neglectus (Alto Paraiso-
GO, Buritizal-SP, Taguatinga-TO, Diamantino-MT e Nossa Senhora do Livramento-MT), R.
robustus [linhagens 1, II, IIT e IV segundo Abad-Franch & Monteiro (2007)], R. prolixus (Coldmbia)

e R. nasutus (Sobral-CE).
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5.4 O status taxonomico de Rhodnius neglectus

O estudo suporta o argumento que R. neglectus € uma espécie claramente separada das outras
espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus, confirmando uma série de evidéncias morfologicas (Lent
& Wygodzinsky 1979, Harry 1993, Catala & Schofield 1994) e moleculares (Chavez et al. 1999,
Monteiro et al. 2000, 2002, Soares et al. 2000). A arvore filogenética baseada em seqiiéncias do
citocromo b também mostrou que R. neglectus estaria mais proximamente relacionada com R.
robustus 1/R. prolixus do que com R. nasutus. Tradicionalmente, R. neglectus tem sido relacionada a
R. nasutus a partir de caracteristicas morfologicas similares (Lent & Wygodzinsky 1979, Harry
1993) e padrdes isoenzimaticos (Chavez et al. 1999, Monteiro et al. 2002). Entretanto, analises
usando marcadores nucleares e mitocondriais tem incluido R. neglectus em linhagens proximas a R.
robustus e R. prolixus (Lyman et al. 1999, Monteiro et al. 2000, HypSa et al. 2002, Paula et al.
2005), o que esta de acordo com o presente estudo.

Adicionalmente, o presente estudo ndo suporta a existéncia de um complexo R. neglectus
formado por grupos monofiléticos separados por grandes distdncias genéticas e estruturados
geograficamente, como ja demonstrado para R. robustus na Amazdnia (Monteiro et al. 2003).
Apesar de alguns espécimes das populagdes da Chapada dos Veadeiros (nordeste de Goias,
principalmente Alto Paraiso) e da bacia do Paraguai (sul do Mato Grosso) terem sido separados de
outros das populacdes de R. neglectus do Brasil por uma distancia de até 2,1% (Kimura 2-p), ndo foi
possivel relacionar nenhum padrao morfologico (coloragdo, forma da asa e capsula cefalica) com as
diferencas genéticas. Além disso, a analise de parcimdnia mostrou que os haplotipos de R. neglectus
formaram um grupo monofilético bem suportado (Bootstrap=99) claramente separado das outras
espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus. Essas evidéncias sugerem que R. neglectus seja uma

unidade taxondmica em vez de um agrupamento de duas espécies cripticas.
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Entretanto, em Alto Paraiso, haplétipos de ambos os agrupamentos foram encontrados em

uma mesma palmeira (Rnel pertencente ao clado que incluiu a maioria das populagdes do leste do
Brasil e Rne9, encontrado somente em Alto Paraiso ¢ populagdes do oeste de Goias e Mato Grosso)
e ndo foram observadas diferencas morfologicas marcantes entre esses individuos. Como os
caracteres morfologicos ndo permitiram testar essa hipotese (auséncia de relacdo clara entre a
morfologia e haplétipos), futuros estudos analisando outro gene (preferencialmente nuclear) com um
nuimero maior de seqii€ncias dessas populagoes (Alto Paraiso e populacdes do leste de Goias e Mato
Grosso) sdo necessarios para avaliar se ha mais de uma unidade panmictica nas areas onde os grupos

leste e oeste ocorrem em simpatria, como no caso de Alto Paraiso.

5.5 Infestacao de Mauritia flexuosa por Rhodnius neglectus no Brasil central

5.5.1 Freqiiéncia de R. neglectus em M. flexuosa

Aspectos populacionais de R. neglectus sao conhecidos em condigdes de laboratorio (Mello
1977, Heitzmann-Fontenelle 1984, Canale et al. 1999, Rocha et al. 2001) e em palmeiras em
ambientes silvestres (e.g. Diotaiuti & Dias 1984, Gurgel-Gongalves & Cuba 2007). Especificamente
em M. flexuosa, os estudos mostram que ha grande variacao na freqiiéncia de ocorréncia e densidade
de R. neglectus. Em Uberaba-MG, a freqiiéncia de R. neglectus em 32 palmeiras amostradas foi de
93,7% com densidade de 15,6 individuos por palmeira (Barretto et al. 1969), em Mambai-GO essa
freqiiéncia foi de 65,6% e densidade de 4,2 individuos por palmeira, pesquisando 0 mesmo niimero
de palmeiras (Mello 1982) e em Frutal-MG a frequéncia foi 69,2% e densidade de 9,5 individuos
por palmeira, em treze palmeiras amostradas (Forattini et al. 1983). Gurgel-Gongalves et al. (2004)
apresentaram uma freqiiéncia de 12 a 40% e densidade de 3,3 a 9,8 individuos por palmeira nas

cinco areas amostradas no Distrito Federal. No presente estudo a freqiiéncia variou de 11 a 100% e
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densidade de 1 a 124 individuos por palmeira nas 40 areas amostradas no Cerrado. A variagao
observada nos valores de freqliéncia e densidade deve ser resultante dos métodos de amostragem
(Gurgel-Gongalves et al. 2003) e também do tamanho da amostra, entretanto, esses resultados
indicam que a palmeira M. flexuosa € um ecétopo favoravel para a manutencdo de populagdes de R.

neglectus no bioma Cerrado.

5.5.2 Estrutura etaria das populacoes

O predominio de ninfas de R. neglectus nas populacdes esta de acordo com a estrutura etaria
geralmente observada em populacdes de Rhodnius em palmeiras, com razao adulto/ninfa inferior a
1,00 variando entre 0,36 e 0,90 (Pizarro & Romafia 1998). Os machos foram mais abundantes na
maioria das populagdes (razdo macho/fémea, média: 2,0); na cidade de Goias 82% dos adultos eram
machos. Esse padrdo também ja foi observado por Mello (1981) em populagdes de R. neglectus
coletadas na palmeira Acrocomia aculeata, apresentando razao macho/fémea (média) de 1,5; em
algumas palmeiras 90% dos insetos adultos eram machos. Seria interessante analisar a razdo
macho/fémea em outros estudos populacionais de R. neglectus; entretanto a maioria desses estudos
apresenta somente a quantidade de adultos nas populagdes, ndo separando por sexo.

A razdao macho/fémea em condigoes de laboratério ¢ aproximadamente 1 (I macho: 1
fémea). Entretanto, em populagdes silvestres de triatomineos essa propor¢ao pode variar, como
observado em Panstrongylus geniculatus, com uma maior quantidade de machos capturados durante
a estagdo seca (Naiff et al. 1998). Em populagdes silvestres de Triatoma dimidiata também foi
observada uma maior quantidade de machos em diferentes regides na Costa Rica, variando de 1,4 a
6,5 machos/fémea (Zeledon et al. 2001). Adicionalmente, Monroy et al. (2003) sugerem haver uma
relagdo entre abundancia dos machos e mobilidade em populagdes de 7. dimidiata, pois machos tém

maior capacidade de voo que fémeas. Esses autores sugerem ainda que quanto maior a estabilidade
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ambiental, menores sdo as diferencas na propor¢do de machos e fémeas. Dessa forma, futuros
estudos comparando a razdo macho/fémea entre populacdes silvestres e respectivas geracdes de
laboratorio de R. neglectus poderiam contribuir para elucidar essa questdo. Para outros grupos de
insetos, a alimentagdo influencia a propor¢do de machos e fémeas na populagdo; em Lepidoptera
(e.g. Thyrinteina arnobia) a razdo macho/fémea foi quatro vezes maior em populagdes cuja dieta

incluiu eucalipto (Santos et al. 2000).

5.5.3 Fatores relacionados a variacao da densidade de insetos por palmeira e indices de

infeccio por tripanossomatideos

Fatores climaticos podem afetar a duragao do ciclo bioldgico, a distribui¢ao, a dispersao pelo
v00, o numero de repastos e até a probabilidade de transmissao de 7. cruzi pelos triatomineos (Curto
de Casas et al. 1999). O ciclo bioldgico de R. neglectus em condi¢des de laboratério € muito rapido
em comparacdo a outras espécies de triatomineos, variando de 81 a 225 dias, dependendo das
condicdes de temperatura e umidade relativa (Silva & Silva 1988, Canale et al. 1999). Para R.
neglectus, Rocha et al. (2001) mostraram nitida correlagdo entre temperaturas mais altas e
diminui¢cdo do periodo embrionario e periodo médio de desenvolvimento ninfal em condi¢des de
laboratdrio. No presente estudo ndo foi observada relacdo entre a densidade de insetos por palmeira
e caracteristicas ambientais das 40 areas estudadas. Em condi¢des naturais, a influéncia das
varia¢des climaticas do ambiente pode ser minimizada para as espécies de triatomineos que vivem
em palmeiras. Segundo Lorenzo et al. (2003), a variacdo de temperatura e umidade na base das
folhas das palmeiras ¢ menor do que a do ambiente externo, favorecendo o desenvolvimento das
coldnias silvestres em condigdes climaticas mais estaveis.

O microhabitat (tipo de material presente na bainha foliar da palmeira) influenciou a

densidade de insetos por palmeira. Esse resultado confirma em uma escala mais ampla (bioma
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Cerrado) observagoes ja realizadas por Gurgel-Gongalves et al. (2004) e Gurgel-Gongalves & Cuba
(2007) mostrando que a existéncia de ninhos de aves (principalmente Phacellodomus ruber,
construidos com gravetos) nas bainhas foliares da palmeira ¢ um dos principais fatores
determinantes da abundancia de R. neglectus em M. flexuosa. A presenga de populagdes de R.
neglectus em ninhos de aves explicaria os baixos indices de infeccdo observados no presente estudo
(indice global: 3,8%), quando comparados com outras espécies de Rhodnius em palmeiras na
Amazonia que apresentam indices de infecgdo muito altos alimentando-se principalmente de
mamiferos (e.g. Miles et al. 1983). Entretanto R. neglectus também alimenta-se de forma eficiente
em mamiferos (Diotaiuti & Dias 1987) e altos indices de infec¢do dessa espécie por T. cruzi e T.
rangeli ja foram descritos na literatura (Ramirez et al. 2002); a aparente preferéncia alimentar por
sangue de ave (demonstrada em varios estudos usando reacdes de precitipina, e.g. Diotaiuti & Dias
1984) deve ser circunstancial e ndo seletiva na busca por sangue com o qual o triatomineo obteria
melhor desenvolvimento. Finalmente, em algumas palmeiras onde foram encontrados espécimes de
R. neglectus infectados por 7. cruzi (e.g. Riberdo Cascalheira-MT), gambas (Didelphis albiventris) e
tamanduds (Tamandua tetradactyla) foram observados na bainha foliar de M. flexuosa. Dessa forma,
o baixo indice de infeccdo de R. neglectus por tripanossomatideos observado no presente estudo nao
deve ser interpretado como uma evidéncia de menor suceptibilidade dessa espécie de triatomineo ao

parasito.
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5.6 Influéncia de variaveis ambientais na distribuicio geografica de Rhodnius

neglectus

Os resultados indicaram areas potenciais de ocorréncia de R. neglectus na América do Sul
usando modelagem de nicho ecoldgico (GARP) baseada em variaveis ambientais como temperatura,
precipitacao e indices de vegetagcdo. Alguns estudos avaliaram a influéncia de fatores climaticos na
distribuicdo e abundancia de triatomineos (e.g. Curto de Casas et al. 1999, Costa et al. 2002),
mostrando os limites de temperatura e precipitacdo dentro dos quais cada espécie pode ocorrer.
Elevadas densidades populacionais de triatomineos estdo associadas a temperaturas altas e biomas
com estagdes secas prolongadas (Carcavallo 1999). Segundo Gorla (2002) a temperatura ¢ um bom
indicador da distribuigdo geografica de 7. infestans na América do Sul. Implicacdes para a
vigilancia vetorial da doenca de Chagas podem ser obtidas a partir desses estudos. Por exemplo,
Abad-Franch & Monteiro (2007) sugerem que a infestacdo domiciliar de triatomineos esta restrita as
regides mais secas da Amazonia, enquanto que populagdes adaptadas a microhabitats extremamente
umidos teriam limitada capacidade de colonizar ambientes artificiais. Adicionalmente, todas as
espécies de Rhodnius que apresentam capacidade de colonizar ambientes artificiais (principalmente
R. prolixus, mas também R. neglectus e R. nasutus) derivaram de linhagens ancestrais adaptadas a
climas aridos e semi-aridos. Nesse sentido, mapas de risco mostrando o potencial de domiciliagdo de
vetores poderiam ser produzidos a partir de dados climatologicos, sendo uma ferramenta
potencialmente importante para auxiliar as estratégias de vigilancia vetorial. Além disso, a
influéncia das mudancas climaticas globais pode ser avaliada futuramente nos modelos para estudar
as suas conseqiiéncias nos padrdes de distribuicdo desses insetos, incluindo R. neglectus.

Os indices de vegetagdo também foram varidveis importantes para predizer a distribuicdo
geografica potencial de R. neglectus. O NDVI ¢ muito usado no estudo da distribui¢ao potencial de

vetores (Herbreteau et al. 2005) por ser uma variavel que integra efeitos da temperatura,
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precipitacdo e propriedades do terreno. Esse indice foi o que melhor explicou a distribuigdo
geografica de T. infestans na América Latina (Gorla 2002) em comparagdo com as outras varidveis
estudadas (temperatura do ar, temperatura de superficie, radiagdo infravermelha e déficit de pressao
de vapor).

A interacdo entre R. neglectus e algumas espécies de palmeiras também deve explicar os
padroes de distribui¢do observados. No bioma Cerrado, um dos principais indicadores da ocorréncia
de populacdes de R. neglectus ¢ a presenga da palmeira Mauritia flexuosa (Gurgel-Gongalves et al.
2003, 2004, 2007). Porém, a modelagem de nicho ecologico de R. neglectus ndo mostrou areas
potenciais de ocorréncia da espécie na bacia Amazonica, onde M. flexuosa ¢ freqiliente, sugerindo
que essa palmeira ndo seria um bom indicador de R. neglectus fora do bioma Cerrado. Outras
espécies de palmeiras sao consideradas hébitats relevantes de R. neglectus no Brasil (Carcavallo et
al. 1997). A sobreposigdo entre os registros de ocorréncia de R. neglectus obtidos no presente estudo
e os limites de ocorréncia dessas palmeiras indicou que Syagrus oleracea € Acrocomia aculeata
também favorecem a manutencdo de populagdes de R. neglectus no bioma Cerrado. Por outro lado,
palmeiras como Attalea speciosa favorecem a ocorréncia de R. neglectus fora dos limites deste
bioma, principalmente em areas de transicao Cerrado-Amazonia e Cerrado-Caatinga.

A presenca de manchas de Cerrado na Caatinga e Amazonia (Prance, 1982) e a ocorréncia de
R. neglectus em dareas de transi¢do também sustentariam a distribuicdo geografica potencial
apresentada no presente estudo. As areas de transicdo sdo mosaicos de dois ou trés tipos de
vegetacao que podem ser observadas no limites do Cerrado com outros biomas, incluindo vegetacao

intermedidria (e.g. babaguais).
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5.7 Influéncia de fatores historicos na distribuicio geografica atual de Rhodnius

neglectus

Virias evidéncias sugerem que a tribo Rhodniini ¢ de origem amazonica (Abad-Franch &
Monteiro 2007). Algumas linhagens de Rhodnius dispersaram para ecorregides aridas ou semi-
aridas, particularmente os Llanos Venezuelanos-Colombianos (ao norte) e o Cerrado/Caatinga (ao
sul). Algumas dessas linhagens devem ter estabelecido associacdes ecoldgicas com espécies de
palmeiras de areas secas (R. prolixus-Copernicia tectorum, R. nasutus-C. prunifera e R. neglectus-
Acrocomia spp.) ou de areas umidas presentes nesses biomas (R. neglectus € R. nasutus-M. flexuosa
em brejos e veredas da Caatinga e Cerrado, respectivamente). Outras linhagens (e.g. R. domesticus,
restrita a Floresta Atlantica) ficaram isoladas das linhagens amazonicas (e.g. complexo R. robustus)
quando os corredores de floresta umida que ligavam essas regides desapareceram. A evidéncia de
um “corredor de savana” ou de “formacdes abertas em diagonal”, formado pelas provincias
biogeograficas Chaco-Cerrado-Caatinga (Prado & Gibbs 1993, Morrone 2006) deve ter favorecido a
dispersdo de R. neglectus na provincia do Cerrado e, eventualmente, na Caatinga do nordeste do
Brasil. Dessa forma, a hipotese biogeografica ¢ que a distribuicdo de R. neglectus acompanha o
“corredor de savana”. A distribuigdo potencial apresentada no presente estudo esta de acordo com
esta hipdtese, pois, apesar de indicar o Cerrado como principal area de ocorréncia de R. neglectus,
sugere que a espécie estd provavelmente presente na Caatinga e no Chaco boliviano.

Uma amostragem mais ampla de R. neglectus nessas regioes permitiria confirmar as areas
preditas e reforgar essa hipdtese. A andlise genética das populacdes do oeste (e.g. Mato Grosso do
Sul, Bolivia) e nordeste (e.g. Pernambuco, Paraiba) também permitiria verificar as relagdes entre os
haplétipos do Brasil central observados neste estudo com os observados nas areas extremas desse
corredor savanico, analisando com mais detalhes os possiveis processos e rotas de dispersao de R.

neglectus nessas areas. O padrao biogeografico descrito acima nao esta de acordo com o apresentado
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por Paula et al. (2006), sugerindo que R. neglectus tem origem na Floresta Atlantica. Finalmente,
futuros estudos usando modelagem de nicho ecoldgico para predizer a distribuicdo geografica de

outras espécies da tribo Rhodniini podem auxiliar a esclarecer esses padrdes biogeograficos.

5.8 Mecanismos de dispersao de Rhodnius neglectus

Estudos pioneiros sobre dispersdo de triatomineos foram feitos com Rhodnius prolixus na
Venezuela. Inicialmente, verificou-se a possibilidade de transporte passivo, a partir de materiais de
constru¢do e de animais (Gamboa 1962). Posteriormente, com a utilizagdo da técnica de marcagao
radioativa, foi comprovada a existéncia de dispersdo ativa (Gomez-Nuiiez 1969). No Brasil, a
capacidade de dispersdao de R. neglectus foi estudada usando galinheiros artificiais proximos de
palmeiras (Forattini et al. 1971, 1979). A invasdao dos galinheiros durante os 15 meses de
acompanhamento demonstrou a ocorréncia e dispersdo ativa de R. neglectus. O voo ¢ um dos
principais mecanismos envolvidos em deslocamentos de longa distancia em insetos. Fatores como
temperatura, estado nutricional, reprodugdo e densidade populacional podem influenciar a dispersao
ativa pelo voo em triatomineos (Schofield et al. 1992, McEwen & Lehane 1993, 1994, McEwen et
al. 1993, Noireau & Dujardin 2001).

Espécies da tribo Rhodniini, incluindo os géneros Psammolestes € Rhodnius, possuem
substancias secretadas durante a oviposi¢do que aderem seus ovos ao substrato (Carcavallo et al.
1997). Adicionalmente, estagios imaturos dessas espécies freqiientemente ficam agarrados nas penas
das aves ap6s a hematofagia. Esses mecanismos poderiam facilitar a dispersao passiva e favorecer a
expansao da distribui¢do geografica desses triatomineos, pois as aves tém grande capacidade de
deslocamento. R. neglectus ¢ freqiientemente encontrado em ninhos aves da familia Funariidae,
como Phacellodomus ruber (Gurgel-Gongalves et al. 2004, Gurgel-Gongalves & Cuba 2007) e

Pseudoseisura cristata (Carcavallo et al. 1997). Sobrepondo os registros de ocorréncia de R.
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neglectus observados no presente estudo com as distribuigdes geograficas dessas espécies de aves
(Figura 22) observa-se relevante area de sobreposi¢do. Essas evidéncias sugerem que um dos
principais mecanismos de dispersdo de R. neglectus no Brasil (incluindo dispersdo entre as bacias
hidrograficas) seja passivamente a partir de aves, o que suportaria a distribuicdo geografica
potencial a oeste/nordeste do Brasil e, conseqilientemente a hipdtese biogeografica de distribui¢do ao
longo do ‘corredor de savana’. A dispersdo passiva de triatomineos a partir de deslocamentos de
populagdes humanas seria outro mecanismo; ha evidéncia que esse tipo de transporte possa ter
ocorrido com R. prolixus na América Central (Dujardin ef al. 1998). Entretanto, esse mecanismo
deve ser pouco provavel para espécies que ndo desenvolvem grandes colonias em ambiente

domiciliar, como R. neglectus.

5.9 Analise filogeografica de Rhodnius neglectus

A andlise das seqiiéncias do gene citocromo b do DNA mitocondrial mostrou ser uma
ferramenta apropriada para realizar inferéncias sobre as relagdes intra e interespecificas de R.
neglectus, assim como observado em outros estudos taxondmicos e populacionais de triatomineos
(e.g. Abad-Franch et al. 2004, Monteiro et al. 2003, 2004). A seqiiéncia resultante foi menor que a
obtida por Monteiro et al. (2003) usando os mesmos ‘primers’; isso ocorreu devido a exclusdo de
fragmentos no inicio e final da seqiiéncia por ndo apresentarem qualidade (nucleotideos com baixo
sinal e picos ndo bem definidos nos eletroferogramas) ndo sendo, portanto, confiaveis. Apesar de
menores, as seqiiéncias resultantes apresentaram alta qualidade e auséncia de inser¢des ou delecdes,
permitindo um alinhamento confiavel. Adicionalmente, a amostragem foi muito ampla, cobrindo
cerca de 90% da distribui¢do geografica da espécie, o que permitiu realizar um estudo filogeografico

abrangente de R. neglectus.
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Outros marcadores moleculares (mitocondriais € nucleares) tém sido usados em estudos
filogeograficos de triatomineos. Entretanto, estudos comparando marcadores mitocondriais e
nucleares mostram congruéncia nos resultados obtidos; e.g. o parafiletismo em R. robustus usando
citocromo b foi confirmado a partir da andlise do polimorfismo da regido nuclear D2 do rRNA (28S)
(Monteiro et al. 2003). Adicionalmente, analises filogenéticas usando espagadores de RNA
ribossomal (ITS) também corroboram as filogenias baseadas em genes do DNA mitocondrial (ver
referéncias em Abad-Franch & Monteiro 2005). Esses resultados sugerem que o uso de um
marcador nuclear para estudar o polimorfismo das populagdes de R. neglectus apresente 0 mesmo
resultado que o citocromo b.

As andlises filogenéticas e filogeograficas das populacdes de Rhodnius do Brasil central
mostraram: 1) a linhagem de Rhodnius do Brasil central compartilha um ancestral comum mais
recente com a linhagem R. prolixus/R. robustus 1, da bacia do Orinoco, ao norte da Amazonia; ii) o
tempo estimado de separagdo entre R. neglectus, R. prolixus e R. robustus 1 foi entre 2,6 ¢ 3,8
milhdes de anos atras (Maa); iii) existéncia de dois agrupamentos de populagdes de R. neglectus, um
formado pelas populacdes do Mato Grosso e oeste de Goids (grupo oeste) e outro formado pelo
restante das populagdes de R. neglectus do Brasil central (grupo leste); iv) a populagao de Alto
Paraiso-GO apresentou haplotipos desses dois agrupamentos e os maiores valores de diversidade
nucleotidica; v) os dois haplotipos mais freqlientes incluiram individuos de diferentes bacias
hidrograficas e da maioria das populagdes amostradas; vi) os haplétipos das populagdes dos lados
esquerdo e direito da Serra Geral de Goids foram compartilhados, assim como haplétipos das
margens esquerda e direita dos principais rios e, adicionalmente, vii) ndo foi observado isolamento
por distancia comparando as distancias genéticas e geograficas.

De acordo com esses resultados, a origem da linhagem de Rhodnius no Brasil central deve

ter ocorrido no final do Terciario. Entre os eventos vicariantes propostos nessa época destaca-se a
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transgressao marinha na América do sul (Mioceno/Plioceno). Essa hipdtese propde que movimentos
de placas tectonicas e mudancas no nivel do mar resultaram em um alagamento extensivo da
América do Sul, principalmente nas planicies amazdnicas, deixando trés escudos relativamente
isolados: o Planalto Central Brasileiro, o Guianense ¢ o Andino (Frailey et al. 1988). Essa
transgressao pode ter influenciado a evolucdo de linhagens de Rhodnius de areas abertas, a partir de
ancestrais amazonicos. Segundo esse cenario, populagdes ancestrais de Rhodnius no escudo
brasileiro, ao sul da Amazonia, podem ter ficado isoladas das populagdes do escudo guianense
(ancestrais de R. prolixus/. R. robustus 1), ao norte da Amazonia (Figura 33). No escudo brasileiro,
os ancestrais de R. neglectus devem ter estabelecido associagdes ecologicas com espécies de
palmeiras de areas secas (Acrocomia aculeata, Syagrus oleracea), colonizando também M. flexuosa
em areas umidas (veredas). No escudo guianense, as linhagens de Rhodnius (R. prolixus/R. robustus
I) também evoluiram em palmeiras de ecorregides semi-aridas no Llanos Venezuelanos-
Colombianos (e.g Acrocomia aculeata, Copernicia tectorum). Esse hipotese poderia explicar a
origem da linhagem ancestral de R. neglectus no Brasil central; a diversificacdo desta linhagem pode
ter tido ainda influéncia do soerguimento do planalto central (Plioceno) que promoveu uma
compartimentalizacdo da paisagem com a formacdo de amplas depressdes e platos (Del’Arco &
Bezerra 1989).

Eventos mais recentes ocorridos no Quaternario (Pleistoceno) também devem ter
influenciado a diversificagdo da linhagem de Rhodnius no Brasil central. Alguns estudos tém
sugerido a existéncia de corredores de conectividade entre areas abertas ao norte e sul da Amazonia
durante o Pleistoceno (ha aproximadamente 1 Maa); trés corredores principais foram propostos: i) o
corredor andino conectando diretamente as savanas do sul com as savanas colombianas,
venezuelanas (Llanos) e de Roraima; ii) o corredor central conectando savanas do sul com

fragmentos savanicos do norte do Amazonas (Monte Alegre, Pari e Roraima) e iii) o corredor



156
costeiro conectando os blocos savanicos sul e norte a partir de fragmentos savanicos da Ilha de
Marajo, Amapa e Guianas, proximos da costa atlantica (Webb 1991, Haffer 1997, Cardoso da Silva
& Bates 2002). Em um estudo filogeografico do complexo Crotalus durissus, Quijada-Mascarefias
et al. (2007) apresentam fortes evidéncias genéticas (estrutura populacional, demografia historica,
rede de haplotipos e NCA ‘nested clade analysis’) da presenca de um corredor transamazonico
central no Pleistoceno; os haplotipos mais divergentes foram observados no Mato Grosso e a rede de
haplétipos mostrou relagao entre as populagdes de Roraima e Mato Grosso.

A divergéncia entre os grupos oeste e leste de R. neglectus deve ter ocorrido entre 0,9 e 1,1
Maa, coincidindo com a formagdo dos corredores transamazonicos secos. Este evento poderia ter
favorecido contato secundario entre linhagens amazonicas e a linhagem de R. neglectus,
promovendo a diversificagdo oeste-leste e, provavelmente norte-sul do grupo do leste (Figura 33).
Viérios estudos tém sugerido que altos valores de diversidade nucleotidica sdo indicativos de
populagdes ancestrais (ver referéncias em Cheviron ef al. 2005); as populagdes de Alto Paraiso e do
Mato Grosso seriam entdo populagdes ancestrais pois apresentaram os maiores valores de
diversidade nucleotidica, concordando com o cenario proposto. Com a formagdes dos corredores
transamazonicos, contatos secundarios entre as linhagens de Rhodnius amazonicas e a linhagem do
Brasil central podem ter ocorrido no norte do Mato Grosso (oeste) e norte de Goias/Tocantins
(leste), sendo que as populagdes do leste podem ter se diferenciado no sentido norte-sul (Figura 34).

A historia evolutiva de R. neglectus também deve estar relacionada com a de palmeiras de
areas secas como Acrocomia aculeata. Interessante observar que a distribui¢do dos haplotipos de R.
neglectus do agrupamento do leste (Figura 25) coincide com a distribui¢do geografica dessa espécie
de palmeira (Figura 21). Futuros estudos comparando a filogeografia de R. neglectus e A. aculeata
podem auxiliar a entender a diversificagdo das linhagens de Rhodnius do Brasil central. Com relagao

a M. flexuosa, dados filogeograficos preliminares (Baiocchi et al. 2007) mostram ocorréncia de
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expansao populacional recente para essa espécie de palmeira; as flutuagdes climaticas no tercidrio
parecem ter afetado a distribuicdo das espécies de Mauritia sendo que o registro fossil mostra uma
expansao na distribuicdo geografica desse género, levando ao padrdo atual (ampla distribui¢do no
Cerrado e Amazonia).

Comparando o cenario biogeografico exposto acima para R. meglectus com as hipoteses
biogeograficas propostas para espécies de vetores neotropicais - transgressdo marinha, rios como
barreiras e refugios (Conn & Mirabello 2007), observa-se que a hipdtese de transgressdo marinha
seria a que melhor explica a origem de R. neglectus no Brasil central e a formacdo de corredores
transamazonicos secos seria o evento mais recente influenciando a estrutura genética dessas
populagdes de acordo com as evidéncias moleculares apresentadas. Nao foram obtidos sinais de
expansdao demografica recente em R. neglectus sugerindo que as conseqiiéncias das flutuagdes
climaticas no final do Pleistoceno nao devem ter sido marcantes para a estruturagdo genética dessa
espécie de triatomineo. Adicionalmente, R. neglectus ocorre em palmeiras de areas secas e imidas;
durante os periodos mais umidos as populacdes podem ter sido mantidas em M. fleuxosa e, em
peridos mais secos em A. aculeata ou Syagrus oleracea. Essa hipotese poderia explicar o fato de ndo
terem sido detectadas grandes mudangas populacionais em R. neglectus.

Essas hipoteses também ja foram testadas para outras espécies de Rhodnius (Monteiro et al.
2003, Conn & Mirabello 2007). R. prolixus apresentou sinais de expansdo demografica associada
com expansao de refugios e fraca estrutura filogeografica, evidéncias da hipotese dos refugios
florestais do Pleistoceno. A estrutura filogeografica de R. robustus esteve de acordo com as
predicdes da hipdtese de transgressdo marinha (monofiletismo de linhagens presentes nos escudos
brasileiro, guianense e andino, populagdes ancestrais encontradas nesses escudos e populagdes

recentemente derivadas encontradas nas planicies amazonicas).
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Ja a hipotese de rios como barreiras geograficas foi levantada para o mosquito-prego (vetor

de Plasmodium spp., agente etiologico da Maléria) Anopheles aquasalis (Fairley et al. 2002). Neste
estudo foi aplicado o seqiienciamento do mtDNA (citocromo oxidase I) de cinco populagdes de A.
aquasalis da Amazonia, incluindo as margens direita e esquerda do rio, mostrando
compartilhamento de hapldtipos entre as populacdes e sugerindo que o rio ndo seria uma barreira
para evitar o fluxo génico de populacdes dessa espécie. Adicionalmente, outros estudos genéticos e
ecologicos incluindo diferentes tdxons (ver referéncias em Gascon et al. 2000) ndo apresentaram
evidéncias a favor da hipotese de rios como barreiras na Amazonia. Finalmente, a analise
filogeografica de R. neglectus também indica que os rios, divisores de dguas/bacias e a Serra Geral

de Goids ndo seriam barreiras geograficas para isolar as populagdes no Brasil.
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Figura 33. Hipotese de origem das linhagens de RAhodnius de ecorregioes semi-aridas na América do Sul
a partir da genealogia baseada no citocromo b e tempos de divergéncia. A linhagem de R. neglectus
(Cerrado, Brasil central) compartilha um ancestral comum mais recente com a linhagem R. prolixus/R.
robustus 1, ao norte da Amazdnia (Llanos Venezuelanos/Colombianos); o tempo estimado de separagdo
entre R. neglectus, R. prolixus e R. robustus 1 foi entre 2,6 e 3,8 milhdes de anos atras (Maa) no
Plioceno. Durante o final do Terciario, movimentos de placas tectonicas ¢ mudangas no nivel do mar
resultaram em um alagamento extensivo da América do Sul, principalmente nas planicies amazonicas
(Frailey et al. 1988). Segundo esse cenario, populacdes ancestrais de Rhodnius neglectus no escudo
brasileiro podem ter ficado isoladas das populagdes do escudo guianense (ancestrais de R. prolixus/R.
robustus 1). No escudo brasileiro, os ancestrais de R. neglectus devem ter evoluido em espécies de
palmeiras de areas secas no Cerrado (Acrocomia aculeata, Syagrus oleracea), colonizando também M.
flexuosa em areas umidas (veredas). No escudo guianense, as linhagens de Rhodnius evoluiram em

palmeiras de ecorregides semi-aridas nos Llanos (e.g. Acrocomia aculeata, Copernicia tectorum).
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Figura 34. Hipotese de diversificagdo das populagdes de Rhodnius do Brasil central a partir da
genealogia baseada no citocromo b. A alta diversidade nucleotidica observada nos haplotipos das
populagdes do Mato Grosso e Alto Paraiso (norte de Goias), principalmente no Rne 9, sugere que
esse seja o haplotipo ancestral de R. neglectus, que foi observado nas populagdes do oeste (O,
circulo pontilhado) e leste (L, circulo continuo). Essas popula¢des podem ter tido contato secundario
com as linhagens de Rhodnius de savanas amazonicas ¢ dos Llanos venezuelanos via corredores
transamazonicos secos continuos no Pleistoceno, principalmente no norte do Mato Grosso e de
Tocantins. A area continua cinza indica o corredor seco transamazonico; os circulos presentes no
corredor indicam a localizagdo aproximada de savanas amazonicas de acordo Sombroek (2001). As

setas continuas finas indicam as areas onde R. neglectus é encontrada atualmente no Brasil.
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5.10 Potencial de Rhodnius neglectus como vetor de Trypanosoma cruzi no Brasil

central

Populagdes de varias espécies da tribo Rhodniini apresentam capacidade de colonizacdo de
ambientes artificiais em diferentes regides. O grau de adaptacdo ao ambiente doméstico varia
bastante na tribo, com populacdes exclusivamente silvestres, sinantropicas ou bem adaptadas ao
ambiente domiciliar. Baseando-se nesses diferentes graus de adaptagdo, alguns autores (Barretto
1979, Dujardin et al. 2002) propuseram a seguinte classificacdo: i) espécies exclusivamente
silvestres, como Psammolestes tertius, encontrada somente em ninhos de passaros da familia
Furnariidae; i1) espécies silvestres cujos adultos invadem ecotopos artificiais, como R. domesticus na
Floresta Atlantica ¢ R. robustus/R. pictipes na Amazonia; iii) espécies silvestres que invadem
ecotopos artificiais e formam pequenas colonias como R. neglectus no Brasil central e R. nasutus na
regido nordeste e iv) espécies bem adaptadas aos ecotopos artificiais, como R. prolixus, o principal
vetor da doenga de Chagas na América Central e na Colombia (com populagdes exclusivamente
domiciliadas), cuja presenca nao foi observada no Brasil central de acordo com os resultados
apresentados.

Segundo esses autores, as espécies adaptadas ao ambiente domiciliar (domiciliadas) podem
ainda ser classificadas de acordo com a extensdo da distribui¢do geografica, densidade populacional
e taxas de infeccdo por 7. cruzi. Espécies domiciliadas com ampla distribuicdo geografica, altas
densidades populacionais nos domicilios e altas taxas de infec¢dao por 7. cruzi seriam consideradas
primarias na transmissao do parasito ao homem; espécies domiciliadas com distribuicao geografica
restrita, menores densidades populacionais e baixas taxas de infeccdo seriam consideradas
secundarias. As espécies do grupo que inclui R. neglectus estariam em fase inicial de adaptagao ao
ambiente domiciliar, porém com papel vetorial ndo bem estabelecido. R. neglectus e R. nasutus t€ém

importante papel na manutencdo da transmissdo de 7. cruzi em ambientes silvestres (ciclos
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enzooticos) e podem invadir ecotopos artificiais, eventualmente participando do ciclo doméstico
com a formacao de pequenas coldnias no ambiente peridomiciliar (e.g. galinheiros) onde ¢ possivel
encontrar adultos, ovos, ninfas e extvias. Entretanto, colonias intradomiciliares de R. neglectus ja
foram observadas em Tocantins ¢ Goias (Silveira et al. 1983); entre 1979 e 1983, 271 habitagdes
(43% das casas investigadas) apresentaram colonias intradomiciliares, que foram eliminadas apos
borrifagao das casas com inseticida de acao residual.

A presenca de R. neglectus em ambiente domiciliar foi registrada em Goids nas ultimas
décadas (Silveira et al. 1984, Garcia-Zapata et al. 1985, Silva et al. 1992, Oliveira & Silva 2007). R.
neglectus ¢ atualmente a segunda espécie de triatomineo mais comum encontrada em ambientes
artificiais no estado de Goias (geralmente insetos adultos que invadem as casas, sem colonizar). A
infestagdo domiciliar foi detectada em 79% dos municipios do estado e cerca de 4.500 espécimes de
R. neglectus (~1% infectados com Trypanosoma cruzi) foram coletados nos ultimos dois anos
(Oliveira & Silva 2007). A invasao de ambientes domésticos por espécimes adultos de R. neglectus
tem sido registrada também nos estados de Minas Gerais, Parana e Sao Paulo (Barretto ef al. 1968,
Guilherme et al. 2001, Silva et al. 1999, 2003, 2007).

Alguns autores (Barretto et al. 1968, Diotaiuti & Dias 1984) concordam que R. neglectus,
apesar de ser capaz de colonizar o ambiente artificial (principalmente galinheiros e pombais), ndo
representa uma espécie importante na transmissdo do 7. cruzi ao homem, porém assumindo
relevante papel na manutencao do ciclo silvestre do parasito. Na periferia de Belo Horizonte, onde
predominam as palmeiras da espécie Acrocomia aculeata (macatba), raramente sdo encontrados
espécimes adultos no ambiente artificial, apesar de taxas de infestacdo por R. neglectus de
aproximadamente 60% ja terem sido documentadas (Diotaiuti & Dias 1984). O mesmo padrdo ¢
observado no Distrito Federal, onde a infestagdo de R. neglectus pode chegar a 40% na palmeira

Mauritia flexuosa (buriti), sendo poucos espécimes adultos encontrados nas casas nos ultimos anos
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(Gurgel-Gongalves 2003). Adicionalmente, as taxas de infeccdo de R. neglectus sdo relativamente
baixas quando comparadas com outras espécies de Rhodnius; em ambiente silvestre (M. flexuosa,
em varios estados brasileiros) a infec¢ao global para 7. cruzi foi de aproximadamente 3% (Gurgel-
Gongalves et al. 2004, Tabela 9); em Sao Paulo ¢ Minas Gerais a taxa média de infecgdo de
espécimes adultos em ambiente domiciliar foi de 3,4% (Barretto 1979) e em Goias
aproximadamente 1% (Oliveira & Silva 2007). A forte associagdo entre R. neglectus e aves explica
esses baixos indices de infeccdo, quando comparados com outras espécies de Rhodnius que
alimentam-se em mamiferos presentes em palmeiras da Amazonia (Miles et al. 1983, Abad-Franch
& Monteiro 2007).

As observagdes acima mostram que R. neglectus possui: 1) capacidade de invadir domicilios,
eventualmente formando pequenas colonias, i1) ampla distribui¢do geografica, iii) baixos indices de
infec¢do por 7. cruzi. Considerando os critérios usados por Dujardin ef al. (2002) para a
classificacdo das espécies primdrias e secundarias, R. neglectus, apesar de apresentar ampla
distribuicdo geografica no Brasil, ainda ¢ considerada um vetor secundario, potencialmente
envolvido na transmissdo de 7. cruzi ao homem no Brasil central e arecas de transi¢ao ao sul e
nordeste da Amazonia. As populagdes de triatomineos sinantropicos (de espécies primarias ou
secundarias) devem ser alvo dos programas de controle baseados no uso de inseticidas (e.g. Dias,
2007). Entretanto, a presenca de populagdes silvestres proximas das casas limita as intervengdes de
controle em muitas regides. Triatomineos adultos repetidamente invadem as casas (sem colonizar),
mantendo o risco de transmissao da doenga e eventualmente originando novas colonias em ambiente
domiciliar (Miles et al. 2003). Por isso, os sistemas de vigilancia devem ser capazes de detectar e

eliminar popula¢des sinantropicas de R. neglectus ao longo de sua distribui¢do geografica.
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6. Consideracoes finais e perspectivas

Morfometria

A correta identificacdo taxondmica de organismos ¢ fundamental quando a satde de pessoas
depende do desenvolvimento de estratégias para o manejo de uma espécie € nao outra similar
pertencente a0 mesmo grupo. A maioria dos triatomineos pode ser identificada usando caracteres
morfoldgicos externos e cromaticos. Entretanto, alguns grupos sdo problematicos e alguns taxons
sdo essencialmente isomorficos. Varias espécies epidemiologicamente importantes apresentam essas
dificuldades, incluindo as do grupo R. prolixus.

Virios marcadores taxondmicos alternativos t€m sido testados para a identificagcdo especifica
de triatomineos morfologicamente similares, mas geralmente sdo caros e/ou exigem muito tempo,
sendo limitados a laboratorios especializados. A morfometria geométrica ¢ provavelmente muito
complexa para se tornar amplamente utilizada na rotina dos programas de vigilancia
descentralizados. Entretanto, nao ¢ dificil visualizar um sistema de referéncia para identificagao de
triatomineos onde os agentes do programa poderiam enviar os ‘espécimes problema’ (ou imagens
digitalizadas das estruturas chave - asas ou capsulas cefalicas) para um laboratério de suporte onde
eles seriam comparados com auxilio de uma base de dados morfométricos de referéncia e entao
identificados em nivel especifico. Os resultados apresentados mostram como essa abordagem pode
ser colocada eficientemente em pratica, mesmo analisando espécies de triatomineos muito similares,
como no caso das espécies de Rhodnius do grupo R. prolixus.

Finalmente, os resultados da andlise morfométrica intra-especifica mostraram que a
temperatura pode influenciar o tamanho de espécimes de R. neglectus. Experimentos acompanhando
espécimes em condi¢des controladas de temperatura, umidade e luminosidade podem ser realizados

para testar com maior poder estatistico a hipotese de plasticidade fenotipica de R. neglectus. Da
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mesma forma, o estudo das alteragdes morfoldgicas durante a passagem do ambiente silvestre para o
artificial (laboratorio) deve ser realizado em breve; varias das populagdes analisadas no presente
estudo ainda sdo mantidas no Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores da UnB

com essa finalidade.

Infestacido de Mauritia fleuxosa por Rhodnius neglectus

Algumas espécies de palmeiras podem ser consideradas indicadores ecologicos de areas de
risco de transmissdo da doenca de Chagas, sendo uteis na identificagdo da presenga de vetores e
hospedeiros dos ciclos silvestres de transmissdo do 7. cruzi. A palmeira M. flexuosa ja era
reconhecida como um importante ecotopo para R. neglectus nos estados de Minas Gerais, Goias,
Tocantins e Distrito Federal. O presente estudo mostrou que essa palmeira também ¢ um ecotopo
favoravel para a manutencao de populagdes de R. neglectus em éreas de Cerrado dos estados de Sao
Paulo, Bahia e Mato Grosso, nas quatro principais bacias hidrograficas do Brasil central. Ao longo
do rio Amazonas, onde M. flexuosa ¢ freqliente, outras espécies de Rhodnius sao encontradas (e.g.
R. robustus, R. pictipes) e nao ha evidéncias da presenca de R. neglectus. Dessa forma, M. flexuosa
seria um indicador da presenca de R. neglectus somente nos limites e ecétonos do bioma Cerrado.
Futuros estudos amostrando populagdes de Rhodnius em M. flexuosa ao longo dos principais rios
amazoOnicos, em savanas amazonicas e areas Umidas da caatinga (brejos) poderiam confirmar essa

hipotese.

Distribuicio geografica potencial de Rhodnius neglectus
A modelagem de nicho ecoldgico usando GARP produz modelos de distribuicdo geografica
de espécies que revelam boa acuracia e sensibilidade. Essa abordagem tem sido aplicada em estudos

sobre vetores de patdgenos, contribuindo no estudo epidemioldgico de doencas tropicais. Nosso
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estudo atualizou a dispersao alti-latitudinal de Rhodnius neglectus, com novos registros da espécie
em ambiente silvestre e doméstico, e apresentou modelos de distribuicdo geografica potencial desse
triatomineo, confirmando a sua distribui¢ao no Cerrado e indicando que areas de Caatinga, Savana
amazonica, Pantanal e Chaco Boliviano também apresentam condi¢des ambientais favoraveis para a
ocorréncia da espécie. Estas areas devem ser investigadas em futuros estudos para comparar de
forma mais abrangente e inequivoca a distribuicdo real e a predita pelo modelo. Algumas dessas
areas podem ter sido ocupadas por espécies similares (e.g. R. nasutus na Caatinga) ou podem
representar regides que R. neglectus nao conseguiu colonizar. Dessa forma, a modelagem de nicho
ecologico pode ser uma ferramenta util para estudar aspectos biogeograficos, ecologicos e
evolutivos das espécies.

Além das varidveis abidticas, a interacdo entre R. neglectus e algumas espécies de aves e
palmeiras também devem explicar os padrdes de distribuicdo desta espécie de triatomineo,
considerando que os resultados mostraram uma ampliagdo da distribuicao a oeste e nordeste do
Brasil. Estes resultados podem auxiliar a vigilancia entomologica dos programas de controle da
doenca de Chagas, considerando que espécimes de triatomineos do género Rhodnius freqiientemente
invadem as casas na América Latina, mantendo o risco de transmissdao da doenga ¢ limitando as
estratégias de controle. A pesquisa também contribui adicionando resultados sobre padrdes de
distribui¢ao de insetos no Cerrado, considerando que existem poucos estudos descritos nesse bioma
em comparagdo com outros grupos de organismos.

A modelagem de nicho ecoldgico apresentada para R. neglectus pode ser aplicada no futuro
para outras espécies de Rhodnius, como R. nasutus na Caatinga e as espécies de Rhodnius
amazonicos (e.g. R. robustus, R. pictipes). Além de permitir conhecer melhor os potenciais limites

de distribui¢ao das espécies de vetores, estudos comparativos seriam interessantes para conhecer as
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variaveis ambientais indicadoras da presencga dessas espécies e os respectivos fatores limitantes da

ocorréncia.

Estrutura genética e filogeografia de Rhodnius neglectus

Uma primeira implicacdo da anélise filogeografica desse estudo esta associada a confirmacao
das identifica¢des de R. neglectus no Brasil central usando morfometria geométrica, mostrando que
R. prolixus ndo esta presente nessa regido. Esse resultado tem grande importancia epidemioldgica,
pois R. neglectus ¢ uma espécie secundaria na transmissao da doenga de Chagas, capaz de invadir
domicilios e formar coldnias, mas ainda predominantemente silvestre, habitando diferentes espécies
de palmeiras no Brasil. J& R. prolixus é considerada uma espécie capaz de formar grandes coldnias
domiciliares, sendo o principal vetor da doenga de Chagas na América Central e alguns paises de
América do Sul.

Segundo, a abordagem filogeografica evidencia que os rios e a Serra Geral de Goids nao
seriam barreiras geograficas capazes de limitar a dispersdo e, conseqlientemente, o fluxo génico
entre populagdes de R. neglectus. Adicionalmente, ndo foi observado isolamento por distancia. A
analise filogeografica apresentada forneceu informagdes importantes para a compreensao da historia
evolutiva da linhagem de R. neglectus no Cerrado, mostrando compartilhamento de um ancestral
comum mais recente com a linhagem R. prolixus/R. robustus 1, da bacia do Orinoco, ao norte da
Amazonia e a existéncia de dois agrupamentos de populacdes de R. neglectus (grupos oeste e leste).
Para fortalecer as hipoteses filogeograficas sugeridas para R. neglectus ha a necessidade de: 1)
ampliar a amostragem, incluindo popula¢des do Maranhdo, Pernambuco e Paraiba; ii) aumentar o
numero de individuos amostrados nas populacdes de Alto Paraiso e da bacia do Paraguai (grupo do
oeste); iii) fazer a analise de coalescéncia para entender melhor a demografia histérica da espécie;

iv) fazer uma andlise comparativa entre a filogeografia de R. neglectus, espécies de palmeiras (e.g.



168
Acrocomia aculeata) e passaros (Phacellodomus ruber) associados e, v) verificar o resultado com
marcadores nucleares como os microssatélites que atualmente estdo sendo desenvolvidos para R.
prolixus e R. robustus e cuja transferibilidade para R. neglectus deve ser testada em futuros estudos.
Adicionalmente, o presente estudo ndo suporta a existéncia de um complexo R. neglectus
formado por linhagens estruturadas geograficamente, apesar de alguns espécimes das populacdes de
Alto Paraiso-GO e da bacia do Paraguai (grupo do oeste) terem apresentado maiores niveis de
divergéncia genética. Como ndo foi possivel relacionar nenhum padrdo morfologico com as
diferengcas genéticas, cruzamentos experimentais entre as populacdes mais divergentes

geneticamente serviriam para testar a hipotese de isolamento reprodutivo.
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7. Conclusodes gerais

Morfometria

1.

A morfometria geométrica de capsulas ceféalicas e, especialmente, asas ¢ um método util na
identificagdo de espécies similares de Rhodnius;

Espécimes de R. neglectus estdo invadindo as casas e anexos no Brasil central. R. robustus e
R. neglectus ocorrem simpatricamente ao sul da Amazonia, mas R. prolixus esta ausente nas
nas casas dos municipios amostrados no Brasil central;

Houve variagdo significativa de tamanho das asas e, especialmente, capsulas ceféalicas entre
populagdes de R. neglectus do Brasil;

A temperatura foi a variavel ambiental que mais influenciou o tamanho de R. neglectus; os
menores espécimes foram observados em areas mais frias;

A forma de asas e céapsulas cefalicas de populacdes de R. neglectus de diferentes bacias
hidrograficas foi similar;

Houve variagdo intrapopulacional na forma da cépsula cefilica de R. meglectus, com

espécimes apresentando diferentes graus de alongamento dessa estrutura.

Infestacdo de Mauritia fleuxosa por Rhodnius neglectus

1.

2.

A palmeira M. flexuosa ¢ um ecdtopo favoravel para a manutengcdo de populagdes de R.
neglectus no bioma Cerrado;

A existéncia de ninhos de aves (principalmente de Phacellodomus ruber, construidos com
gravetos) nas bainhas foliares das palmeiras ¢ um dos principais fatores determinantes da

abundancia de R. neglectus em M. flexuosa;



170

3. O baixo indice de infec¢do de R. neglectus por tripanossomatideos observado no presente

estudo ndo deve ser interpretado como uma evidéncia de menor susceptibilidade dessa
espécie de triatomineo aos parasitos, mas como uma conseqiiéncia da maior freqiiéncia de

aves nas palmeiras investigadas.

Distribuicio geografica potencial de Rhodnius neglectus

1.

Os resultados apresentados neste estudo atualizaram e ampliaram os limites de ocorréncia de
R. neglectus; o estudo revelou uma amplia¢do da distribuicao a sudoeste e nordeste do Brasil
na ‘diagonal de ecorregides abertas/secas da América do Sul’;

A modelagem usando GARP confirmou a distribuicao de R. neglectus no Cerrado e indicou
areas potenciais de ocorréncia na Caatinga, Pantanal e savanas amazonicas;

A ocorréncia de R. neglectus fora do Cerrado pode estar relacionada com a distribuicao de
algumas espécies de aves (Phacelodomus ruber, Pseudoseisura cristata) e palmeiras (Attalea

speciosa, Acrocomia aculeata).

Estrutura genética e filogeografica de Rhodnius neglectus

1.

R. neglectus apresentou uma baixa, mas significativa, diferenciacao entre as populagdes. A
maior parte da variagdo genética foi explicada pela separagdo entre as populacdes do oeste
(Mato Grosso/oeste de Goias) e leste (Tocantins, leste de Goids, Bahia, Minas Gerais,
nordeste de Sao Paulo);

Os rios e a Serra Geral de Goias ndo seriam barreiras geograficas capazes de limitar a
dispersdao e, conseqiientemente, o fluxo génico entre populagdes de R. neglectus.

Adicionalmente, ndo houve evidéncia de isolamento por distancia;
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3. A linhagem de R. neglectus deve ter originado no Brasil central no final do Terciério (entre
2,6 e 3,8 Maa), a partir de eventos vicariantes como a transgressao marinha na América do
sul (Mioceno/Plioceno). Eventos mais recentes ocorridos no Quaternario (formagao de
corredores transamazonicos secos no Pleistoceno) também devem ter influenciado a
diversificagao da linhagem de R. neglectus no Brasil central.
4. R. neglectus ¢ uma espécie claramente separada das outras espécies de Rhodnius do grupo R.
prolixus; a linhagem de R. neglectus compartilha um ancestral comum mais recente com a

linhagem R. prolixus/R. robustus 1.
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8. Glossario'

Algoritmos: processos de calculo ou de resolucdo de problemas semelhantes em que se estipulam
regras formais para garantir a obtengao do resultado.

Alometria: em morfometria significa qualquer mudanga de forma influenciada pelo tamanho;
presencga de correlagcdo da forma com o tamanho.

Arvore filogenética: representagdo grafica das relagdes genealogicas entre taxons. E uma hipotese
das relacdes genealogicas.

Analise de Componentes Principais (ACP): analise multivariada que transforma um conjunto de
varidveis correlacionadas em um novo conjunto de varidveis ndo correlacionadas. Essas novas
variaveis (componentes principais) sdo combinagdes lineares das varidveis originais e sao deduzidas
em ordem decrescente de importancia, de modo que o primeiro componente principal contém o
maximo possivel da variacdo nos dados originais. O objetivo da andlise ¢ verificar se alguns
componentes podem explicar a maior parte da variacdo nos dados originais.

Anadlise de Funcdes Discriminantes (AFD): analise multivariada em que os grupos sao
previamente definidos e as diferengas entre esses grupos sdo analisadas a partir da magnificagdo da
variagdo entre os grupos em relacdo a variacdo dentro de cada grupo. A especificagdo dos grupos
depende essencialmente do delineamento do problema biologico; os grupos podem representar
individuos de populacdes de uma espécie ou espécies diferentes, por exemplo. Os principios
fundamentais de reducdo da dimensionalidade e explicacdo da variagdo em termos de varidveis
latentes também sdo aplicados nessa analise.

Analise Generalizada de Procrustes (AGP): andlise morfométrica baseada na sobreposicao de um
conjunto de configuracdes dos espécimes analisados em relacdo a configuragdo consenso do grupo.
O método de Procrustes ¢ baseado no critério de minimos quadrados, que transforma uma

configuracdo de marcos, superpondo-a sobre uma configuracdo de referéncia, de modo que a soma
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dos quadrados das distancias entre os pontos correspondentes em ambas as configuragdes seja a
menor possivel. Para que isso ocorra, a configuracdo dos marcos deve passar pelos processos de
translacdo, colocando-se o centrdide (ponto médio das configuragdes) na origem do sistema de
coordenadas cartesianas; proporcionalizagdo, extraindo o Tamanho do Centroéide ¢ deixando as
configuragdes em uma mesma escala e, finalmente, rotacdo que removera os efeitos da orientagdao
das coordenadas. As coordenadas dos marcos anatomicos de cada espécime analisado por esse
método sdo chamadas de variaveis de forma e podem ser analisadas por métodos multivariados
(ACP ¢ AFD).
Bioma: grande ecossistema regional ou subcontinental, determinado primariamente pelo clima
predominante e que se caracteriza por um tipo principal de vegetacdo climax.
Bottleneck: uma reducdo dréstica no tamanho da populacdo seguida de expansdo. Esse processo
também pode ocorrer no caso de colonizagdes envolvendo um numero pequeno de individuos (efeito
fundador), resultando em alteracdo das freqiiéncias génicas das populagdes. Dessa forma, as
caracteristicas da nova populacdo podem ser notavelmente diferentes daquelas da populacao
ancestral, porque a fonte genética dos fundadores pode ser influenciada pela pequena amostra da
populagdo ancestral que eles representam.
Cladograma: tipo de arvore filogenética apresentando as relagdes de parentesco, incluindo os
ancestrais hipotéticos em comum e grupos monofiléticos (clados).
Configuracio consenso: configuragdo média dos marcos anatdmicos de varios espécimes obtida
pelo método dos minimos quadrados em uma AGP.
Dispersao: movimento de organismos além de seus pontos de origem; pode ser ativa, quando ocorre
a partir de sua propria mobilidade ou passiva, quando ocorre por intermédio de outras for¢as como

vento, 4gua ou outros organismos.
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Ecoétonos: regides de transi¢do entre duas comunidades ou entre dois ecossistemas. Na area de
transicao (ecotono) vivem espécies das comunidades limitrofes, além de espécies peculiares da
regido.
Endémica: no contexto epidemiologico, uma doenga endémica ou endemia € aquela cuja incidéncia
permanece constante em uma determinada area por varios anos. O termo “endémica” pode
caracterizar também uma espécie nativa de uma area ou regido particular e encontrada somente
nessa area; um taxon restrito a uma area geografica especifica.
Escudo: um escudo, ou escudo cristalino, em geologia, ¢ uma grande area de rochas igneas e
metamorficas de alta temperatura do Pré-cambriano que se encontram expostas, formando zonas
tectonicamente estaveis. Em todos os escudos a idade das rochas € superior a 570 milhdes de anos
chegando aos 3.5 bilhdes de anos.
Espécies cripticas: linhagens dentro de um género geneticamente muito distintas, porém
morfologicamente tao similares que ndo podem ser visualmente distinguiveis usando caracteristicas
superficiais.
Filogenia: genealogia entre taxons; qualquer relacdo evolutiva entre um ancestral e todos seus
descendentes conhecidos.
Fluxo génico: movimento de alelos ou haplotipos dentro de uma populacao ou entre elas, causado
pela dispersao dos gametas ou descendentes.
Forma: em morfometria geométrica ¢ a configuracao dos pontos de referéncia (marcos anatomicos)
de uma estrutura, invariante por efeitos de tamanho, posi¢do ou orientacao.
GARP: método de modelagem do nicho ecologico de espécies a partir de uma abordagem baseada
em algoritmos genéticos, conhecido por “Genetic Algorithm for Rule-set Production”. O método
relaciona variaveis climaticas, topologicas e indices de vegetacdo com os pontos de ocorréncia da

espécie, predizendo areas potenciais de distribuigao.
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Genealogia: representacdo grafica dos descendentes a partir de seus ancestrais; estudo do
parentesco.
Grupo externo: qualquer espécie ou taxon supraespecifico que ndo pertence ao grupo monofilético
sob estudo em uma andlise filogenética. O grupo externo mais importante ¢ o grupo irmao (tdxon
mais estreitamente relacionado a uma espécie ou a um taxon supraespecifico). Os grupos externos
sdo usados para enraizar a arvore filogenética.
Grupo interno: ¢ o grupo de interesse do pesquisador em uma analise filogenética.
Grupo monofilético: grupo que inclui um ancestral em comum e todas as espécies descendentes
desse ancestral comum. Grupos monofiléticos e clados sdo usados como sinénimos na literatura.
Grupo parafilético: um grupo que nao inclui um ancestral comum e todos os seus descendentes.
Dessa forma, um ou mais descendentes do ancestral em comum sao excluidos do grupo.
Grupo polifilético: um grupo em que seus membros possuem varios ancestrais comuns, um em
cada grupo; ¢ um taxon definido por uma semelhanca que nao foi herdada de um antepassado
comum; designa um conjunto de espécies que apresentam caracteres comuns, mas que agrupam
clados de origens variadas.
Haplétipo: em estudos filogeograficos € uma seqiiéncia tnica de nucleotideos de um fragmento de
DNA mitocondrial (hapléide) em uma amostra ou populagdo.
Homoplasias: carater compartilhado por dois tdxons, mas que ndo foi herdado do ancestral comum
mais recente a ambos.
indices de consisténcia (IC) ¢ retencdo (IR): a quantidade de homoplasias relativamente ao
numero total de passos na arvore pode ser medida a partir do indice de consisténcia. Porém, nem
todos os caracteres podem estar contribuindo para a topologia da arvore, de modo que o IC pode ser
uma superestimativa. Isto €, alguns caracteres sdo apomorficos apenas para ramos terminais

(autopomorfias) e, assim, ndo conectam ramos. Isso pode ser medido a partir do indice de retencao.
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Isolamento por distincia: mecanismo evolutivo em que a similaridade genética entre duas
populagdes seria inversamente proporcional a distancia geografica entre elas.
Morfometria: durante muito tempo o termo foi usado para qualquer estudo que analisava
quantitativamente a variacdo da morfologia encontrada nos organismos. Apds a década de 1990 a
morfometria foi definida como “o estudo estatistico da covaridncia entre mudancas de forma e
fatores causais”, ficando explicito que a morfometria estuda exatamente as causas das diferencgas de
forma entre organismos, sejam elas ecoldgicas ou filogenéticas.
Morfometria tradicional: morfometria baseada na analise multivariada de matrizes de distancias
entre partes homologas de uma estrutura.
Morfometria geométrica: morfometria baseada no uso de coordenadas cartesianas (de pontos
homologos de uma estrutura) e métodos de superposi¢do para analisar a variagdo de forma entre
espécimes.
Panmixia: cruzamentos aleatorios entre individuos de uma populagdo. Nessa situagdo, a freqiiéncia
dos alelos ou haplétipos de uma populagdo se mantém inalterada.
Plasticidade fenotipica: a capacidade de organismos geneticamente semelhantes apresentarem
diferentes fendtipos em resposta as condigdes ambientais.
Rede de haplétipos: representacdo grafica formada por circulos conectados por linhas,
representando as relagdes entre os haplotipos de uma populagdo. O tamanho dos circulos indica a
freqiiéncia dos haplotipos e as conexdes as relagdes de parentesco.
Regra de Bergmann: regra ecogeografica em que o tamanho dos individuos aumenta com a
latitude e a temperatura: formas maiores sao esperadas em ambientes mais frios, uma consequéncia
da selecdo relacionada a conservagao do calor.
Sensores remotos: sensores a bordo de satélites em orbita da Terra que medem a quantidade de

energia eletromagnética refletida na superficie terrestre e atmosfera.
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Variavel de forma: qualquer medida da geometria de uma forma bioldgica ou imagem de uma
forma que ndo muda apos translagdo, rotacdo ou mudancas de escala geométrica (aumento ou
diminui¢do de tamanho). Varidveis de forma tteis incluem angulos, razdes de distancia ou qualquer
conjunto de coordenadas de forma originadas em morfometria geométrica
Tamanho do Centréide: estimador de tamanho obtido a partir da morfometria geométrica. E
extraido a partir da raiz quadrada da soma das distancias elevada ao quadrado entre o centro de
gravidade de cada estrutura (centroide) e os marcos anatdmicos que a definem.
Téaxon: grupo de organismos ao qual foi dado um nome.
Vicariancia: separacdo de uma populagdo ancestral ou espécie em duas populagdes distintas devido

ao desenvolvimento de uma barreira topografica ou ecologica (eventos vicariantes).

'0 Glossario foi baseado nas seguintes publicagdes:

Brown HJ, Lomolino MV 2006. Biogeografia. 2ed. Funpec Editora. Riberdo Preto, Sdo Paulo.

Monteiro LR, Reis SF 1999. Principios de morfometria geométrica. Holos Editora, Riberdo Preto, Sdo Paulo.

Schneider H 2003. Métodos de andlise filogenética. Um guia prdatico. 2ed. Holos Editora, Riberdo Preto, Sao
Paulo.

Stockwell DRB, Peters AT 1999. The GARP modeling system: problems and solutions to automated spatial
prediction. Int J Geog Inf Sci 13: 143-158.

Wiley EO, Siegel-Causey D, Brooks DR, Funk VA 1991. The complet cladist. A primer of phylogenetic

procedures. The University of Kansas Museum of Natural History. Special Publication No. 19.
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11.1 Autorizacao do IBAMA para coleta e transporte de triatomineos

INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS - IBAMA
DIRETORIA DE FAUNA E RECURS0S PESQUEIRDS

CODRDENAGAD GERAL DE FALUNA

COORDENACAD DE GESTAD DE USO DE ESPECIES DA FAUNA

LICENGA PARA CAPTURA | COLETA [ TRANSPORTE / EXPOSIGAD | FILMAGEM

MUMERO DA LICENGA N° DE REGISTRO NO IBAMA | PERIODO DE VALIDADE PROCESS0 IBAMA
052/2005-CGFALILIC AHHHAHNK 18/03/2005 a 18/03/2006 | 02001.009652/2002-03
OBJETO: FAVORECIDO:
K] cAPTURA E/OU COLETA DE ANIMAIS SILVESTRESMATERIAL zooLoaico | (=] zooldaico
[(X] TRANSPORTE DE ANIMAIS SILVESTRESMATERIAL ZOOLOGICO [ insTiTuIcAD CIENTIFICA
[ cOLETA E TRANSPORTE DE MATERIAL BOTAMICO (PESQUISA CIENTIFICA) PESOUISADOR
[=] TRaMSPORTE DE PRODUTOS E SUBPRODUTOS DA FAUNA =] ExPOSITORICONCURSO
(=] exPosiCAD E/OU CONCURSO DE ANIMAIS SILVESTRES [=] crIADOURD COMERCIAL
=] manuTe NCAOD TEMPORARIA DE ANIMAIS EM CATIVEIRD =] crRIADDURD CIENTIFICOD
=] outros: [=] outros:
FAVORECIDO (ESPECIFICAGAD):

NOME: Rodrigo Gurgel Gongalves

INSTITWGAD: Universidade do Brasilia - UnB

ENDEREGQ: Universidade de Brasilia, Faculdade de Meadicina, Area de Patologia, Unidads de Parasitologia Médica
@ Biologia de Velores, Caixa Postal 4517, Brasilia, DF - CEF T0910-200

RESPONSAVEL PELA EXPEDIGAQ : Rodrigo Gurgel Gongalves

TRANSPORTADOR: O pesquisador favorecido,
MEIQ DE TRANSPORTE: TERRESTRE

PROCEDENCIA | LOCAL DA CAPTURA | LOCAL DA PESQUISA: Distrite Federal e Estades da Bahia, Goids,
Maranhda, Mate Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, S&o0 Paulo e Tocanting

DESTINO: Laboratorio de Parasitologia Médica e Biulquj de Vetores da Faculdade de Meadicina - UnB

LISTA DAS ESPECIES NOME CIENTIFICO NOME COMUM
QUANTIDADE / TIFQ

Coleta de Trialomineos Triatominae Barbeiros

OBSERVAGCOES! CONDICIONANTES:
1, O Responsavel pela Expedicio deverd apresentar relatério final ao términe da validade desta Licenga,
além de encaminhar cépla das publicagdes resultantes dos trabalhos objeto da presente licenga.

3. Esta licenca ndo exime o pesquisador de cumprir o disposto na Medida Provisdria N* 2186-16/01, que
dispfe sobre o acesso ao patriménio genético. No casa de acesso a amostra de componente do patriminio
genético, este somente se dard mediante a autorizagdo expressa do Conselho de Gestio do Patrimbnic Genético
(CGEN), nos termos da medida provistria N° 2.188-16/2001 & Decreta N* 3.945/2001.

LOCAL E DATA DE EMISSAD | AUTORIDADE EXPEDIDORA (ASSINATURA E CARIM

Brasilia (DF), 18/03/2005.

+ ESTALICENGA NAO AUTORIZA: DIRETOR:

1. CAPTURAICOLETA/TRANSPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO FORA DAS AREAS ESPECIFICADAS.

2. CAPTURAICOLETA/TRANSPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO NAS AREAS DE INFLUENCIA DE
EMPREENDIMENTOS SUJEITOS AO LICENCIAMENTO AMBIENTAL, CONFORME RESOLUGAD DO CONAMA
DE N° 237 DE 19/12/97, SALVO QUANDO ESPECIFICADO.

3. CAPTURA/COLETA/TRANSPORTE DE FAUNA E FLORA EM AREAS DE DOMINIO PRIVADO, SEM O

CONSENTIMENTO EXPRESS0 OU TACITO DO PROPRIETARIO NOS TERMOS DOS ARTIGOS 594, 595, 586, 597

E 598 DO CODIGO CIVIL;

4, CAPTURA/COLETA/TRANSPORTE DE FAUNA E FLORA EM UNIDADES DE CONSERVAGAO FEDERAIS,
ESTADUAIS, DISTRITAIS OU MUNICIPAIS, SALVO QUANDO ACOMPANHADAS DO CONSENTIMENTO DO
ORGAD ADMINISTRADOR COMPETENTE;

5. EXPORTAGAD DE ANIMAIS VIVOS OU MATERIAL ZOOLOGICO.

« SAOISENTAS DE COBRANGA DE TAXA (RECOLHIMENTO DE DR} INSTITUIGOES CIENTIFICAS,
PESQUISADORES E ZOOLOGICOS PUBLICOS.

« VALIDA SOMENTE SEM EMENDAS OU RASURAS.
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11.2 Autorizacao de acesso e de remessa de amostra de componente do

patrimonio genético N° 032/2006

MINISTERIO DO MEID AMBIENTE
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS

AUTORIZACAO DE ACESSO E DE REMESSA DE AMOSTRA DE COMPONENTE DO PATRIMONIO GENETICO
N* 0322006

O INSTITUTO BRASILEIRD DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURS0S NATURAIS RENOVAVELS.
credenziado pelo Conselho de Gestio do Patriménio Genético (CGEN/MMA), per meio da Deliberagio CGEN n®
40, de 24 de setembro de 2003, para autorizar instiuighes nacionais, piblicas ou privadas. que exergam atividades
de pesquisa ¢ desenvolvimento nas dreas biolégicas e afins, a accssar e remeter amodiras de componente do
patriménio genético para fins de pesquisa cientifica sem potencial de uso econdmuce. Aoz

A  UNIVERSIDADE DE BRASiL[A. FACULDADE DE MEDICINA (UNB) CNPI n®
07.339.667/0001-13, representada pelo Reitor Timothy Manin Mulholland. RG o° 1,907,491 88P-DF, CFF n®
150.829,971-49, a acessar amostras de componente do patriminie genélico no imbito do projelo de pesquisa
“Biogeografia de populagbes de Rhodiivs spp. (Triatominag) vetores da doenga de chagas. asseciados a palmeiras
{Arecaceas) das bacias hidrograficas do Distrito Federal ¢ Brasil Cemral: uma abordagem entomologico-
molecular . sob a coordenagiio do Prof. Dr. César Augusto Cuba Cuba,

Descrigio das amostras:

Espécic(s): Rfodrins spp, (Triatominae).

Tipe de material: Barbeiros,

Quantidade de cada amostra (unidade de medida): 01 (hum) microlitro de DNA de Rhodiis spp
Uso pretendido: Seqiienciamento de DNA mitocondrial

Destine do material; Universidade de Brasilia e Universidade Caélica de Brasilia,

Local de depdsito de sub-amostra: Departamento de Zoologia, Institvto de Ciéncias Bielogicas - UnBE.
{Dehiberagio CGEMN n®. 2172003).

Validade da Autorizagio: 05 de julho de 2006 a 05 de julho de 2007, A UnB deverd enviar ao Ibama. pelatiria
anual sobre o andamento de prajeto de pesquisa. nos termos do Decreto n°, 4.946/2003. Enderego para envio dolsh
relatériofs): IBAMAS DIFAP/GTPG, SCEN L4 Morte, Bloco B, Brasilia, DF, 70.818-200.

Esta autorizacio estd vinculada ds informagdes e termos assinados pelo requerente, constantes do Processo
n" 02001.009652/2002, Atividades de acesso aos conhecimentos tradicionais associades. de acesso ¢ de remessa de
componente do patriménio genético com finalidade comercial, aplicagio indusimal, bioprospeciio ou
desenvolvimento tecnologics ndio estdo autonzadas,

Caso safa idemificado uso econdmico de produte ou processe. passivel ou ndo de protecio intelectual,
eriginade das amosiras de componente do patriménio genétice acessado no dmbito desta autorizagdo. obriga a
instituigdo beneficiada por esta licenga se compromete a adotar as providéncias cabiveis, nos tenmnes da legislagho
vigente, junte as Conselho de Gestio de Patriménio Genético

A remessa de amostra de componente do parriminio genético deverd ser precedida da assinatura do Termo
de Transferéncia de Material ou do Termo de Responsabilidade para Transporte de Amostra de Componente do
Patriménio Genético. Para a remessa de componente do patriménio genético para institsigdo sediada no exterion,
deverd ser solicitada ao Thama, por meio de formulirio especifico ¢ mediante a apresentagio do Termo de
Transferéncia de Material ou do Termo de Responsabilidade para Transporie de Amostra de Componente do
Patrimdnio Genético, licenga de exportagio complementar a autorizacdo de remessa. mormente quando sc tratar de
remessa de espécies constantes nos Ancxos da Comvenglo sobre o Comércio Internacional das Espécies da Flora ¢

Fauna Selvagens em Perigo de Extingdo (Cites).
Brasilia, 04 de jubito de 2006
Bnrms/\




