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Resumo

Este estudo descreveu a dindmica de uso de abrigos em adultos de Rhodnius
prolixus evidenciando que a saida dos abrigos e a atividade locomotora dos machos
sdo moduladas por sinais olfativos sexuais emitidos por fémeas. Adicionalmente,
foram analisadas a frequéncia de inicio do vbo, e a atividade locomotora durante a
marcha, a fim de avaliar as hipéteses de que haveria ativagédo e orientacdo mediante
sinais quimicos emitidos por individuos do sexo oposto. Além disso, verificamos o
comportamento de agregacdo de machos ao redor de casais em coépula. Os odores
das fémeas foram capazes de induzir a saida dos machos dos abrigos, além de
aumentar a atividade locomotora destes. Odores de fémeas originados das
glandulas metasternais promoveram um aumento na frequéncia de inicio do voo de
machos de R. prolixus. Além disso, estes sinais olfativos modularam a orientacao
anemotatica observada durante a marcha dos machos. Nossos achados
demonstraram que na auséncia dos odores das glandulas metasternais de fémeas,
o comportamento de agregacao dos machos durante a copula é drasticamente
afetado. Desta forma, concluimos que os odores produzidos pelas glandulas
metasternais das fémeas sao de grande relevancia no comportamento sexual de R.
prolixus, ja que na auséncia destes, alguns mecanismos que medeiam o

comportamento sexual desta espécie foram prejudicados.
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Abstract

This study described the dynamics of the use of shelters by adult Rhodnius prolixus
showing that male activation in shelters and subsequent locomotor activity are
induzed by olfactory signals emitted by females. We analyzed both flight initiation
frequency and orientation during locomotion, considering that insects should activate
and engage in oriented responses if chemical signals were emitted by individuals of
the opposite sex. Furthermore, we evaluated the aggregation behavior of males to
search for the source of the chemical signal. Female odors were able to induce
males to leave their shelters and increased their locomotor activity. Female odors
originated in metasternal glands promoted an increase in take-off frequency in males.
Moreover, these olfactory signals were also relevant for the expression of an
anemotactic response by walking males. Our findings suggest that in the absence of
female metasternal gland odors, the aggregation behavior of males during copulation
is not expressed. Thus, we conclude that the odors produced by glands metasternal

are a key set of signals mediating the sexual behavior of R.prolixus.
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Introducao




1 Introducao

1.1 Rhodnius prolixus e a doenga de Chagas

Os triatomineos sao insetos hemimetabolos pertencentes a ordem Hemiptera
(Reduviidae: Triatominae) e exclusivamente hemat6fagos em todas suas fases de
vida (Lent & Wygodzinsky, 1979). Os seus principais hospedeiros sao vertebrados
de diversas classes, mas fundamentalmente aqueles endotérmicos. Estes insetos
apresentam grande relevancia por serem os vetores da doenca de Chagas (Chagas,
1909; Lent & Wygodzinsky, 1979; Zeledon & Rabinovich, 1981). O agente etioldgico
desta enfermidade é o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, que € normalmente
transmitido pelos insetos através das fezes liberadas sobre a pele dos seres
humanos durante o seu repasto sanguineo (Chagas, 1909; Zeled6n & Rabinovich,
1981). A doenca de Chagas € um dos principais problemas de saude publica no
continente americano, ja que o seu ciclo silvestre esta restrito a esta regido. Esta
zoonose atualmente acomete oito milhdes de pessoas, enquanto outras 100 milhdes
vivem em areas onde ha risco de contrair a doencga por via vetorial (Coura & Dias,

2009).

A transmissao vetorial responde por 80% dos casos de doenga de Chagas em
zonas rurais da América Latina. O restante da transmissdo do parasito ocorre por
outras vias, tais como a transfusdo sanguinea ou a transmissdo congénita e,
inclusive, ocasionalmente, através de transplantes de 6rgaos, ingestao de alimentos

contaminados ou acidentes em laboratério (Dias, 1987).

Segundo Lent & Wygodzinsky (1979), T. cruzi € encontrado em mamiferos
silvestres, sendo transmitido nesses ambientes por diversas espécies de

triatomineos. A colonizagdo das habitagbes humanas por triatomineos
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provavelmente ocorre como consequéncia da degradacdo dos habitats naturais
destes insetos, que assim seriam forcados a procurar novas fontes de alimento. No
habitat artificial estes insetos conseguem estabelecer colénias facilmente, ja que as
mesmas sao sustentadas pela grande oferta de alimento e abrigos. Desta maneira,

promove-se o desenvolvimento do ciclo doméstico do parasito.

Atualmente ha 141 espécies de triatomineos descritas, que podem ser
agrupadas em 18 géneros (Galvao et al., 2003; Forero et al.,, 2004; Costa et al.,
2006; Costa & Felix, 2007; Sandoval et al., 2007; Martinez et al., 2007; Bérenger &
Blanchet, 2007). Embora os insetos de todas essas espécies sejam potenciais
vetores da doenca, alguns possuem maior importancia epidemiolégica. Um exemplo
€ Rhodnius prolixus Stal, 1859 (Figura 1), o principal vetor doméstico da doenca de
Chagas na Venezuela, Colémbia e também em alguns paises da América Central

(Guatemala, Honduras, Nicaragua, El Salvador).

No habitat silvestre, R. prolixus é encontrado em diversas espécies de
palmeira, onde comumente se associa com roedores e aves (Lent & Wygodzinsky
1979). Estes animais podem atuar como agentes transportadores na sua dispersao,
ja que as fémeas desta espécie colam os ovos em penas ou pélos no momento da
oviposicdo (Schilman et al., 1996). A sistematica e taxonomia dos insetos
pertencentes ao género Rhodnius tem sido analisada por diversos autores. Gamboa
(1963) relata que na Venezuela e Coldmbia, sdo encontradas populagdes silvestres
destes insetos em copas de palmeiras. Segundo esse autor, estes ambientes
representam o eco6topo original desta espécie. Ainda, relata que populagdes
domésticas da espécie sdo comumente encontradas na regido. No entanto, Gamboa
(1963) também assinala que na América Central, R. prolixus parece estar

completamente confinado a habitats domésticos e peridomésticos.
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Figura 1 — Distribuicdo geografica (A) de Rhodnius prolixus (B). Adaptado de

Monteiro et al., (2003).
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1.2 Deteccao de informacao e o conceito biolégico de comunicagao

O processo de obtencao de informacao, através dos 6rgaos sensoriais, € de
fundamental importancia para a sobrevivéncia dos seres vivos. A informacao é
adquirida através de 6rgaos sensoriais especializados, que a obtém de maneira
seletiva do ambiente. Segundo a teoria da informacgao (Wiener, 1948; Shannon &
Weaber, 1949), a transmissdo de informacgédo implica “perda de incerteza”. De
acordo com esta teoria, a transmissao de informacao requer a interacdo entre uma
fonte, ou emissor, e um receptor. Entre estes existe um canal de transmissao que
envolve um movimento de energia ou material a partir da fonte até o receptor. Na
area biolégica o receptor € um organismo, a fonte é parte do ambiente,
circunstancialmente outro organismo da mesma ou de outra espécie, e o canal inclui
o estimulo de qualquer modalidade, junto com os fatores ambientais que o afetam.
Particularmente, denomina-se estimulo a um padrao de atividade especifico dentro
do canal de transmissdo, que adquire um significado por estar associado a um
estado do ambiente que é relevante para o receptor (Dusenbery, 1992). Desta
maneira, os sistemas sensoriais detectam somente aqueles eventos que sao

relevantes para a sobrevivéncia dos organismos (Dusenbery, 1992).

A troca de informacao entre individuos de uma mesma espécie € um processo
denominado comunicagdo. O tipo de comunicacdo depende do canal sensorial
envolvido nesta. Sinais visuais, tacteis, auditivos e quimicos sao utilizados como
mediadores da comunicacao e, portanto do comportamento. Os érgaos sensoriais,
estruturas especializadas, evoluiram para receber tais sinais com alta especificidade
e sensibilidade e traduzi-los a uma linguagem de valor neurofisiolégico (Chapman,

1998).
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1.3 Comunicacgao sexual e reproducao em insetos

Grande parte do sucesso adaptativo dos insetos deve-se a caracteristicas de
sua reproducao e desenvolvimento. Os insetos apresentam estratégias reprodutivas,
tais como: \viviparidade, partenogénese, pedogénese, poliembrionia e
hermafroditismo (Nation, 2002). Geralmente, fémeas e machos sexualmente
maduros devem estar presentes no mesmo local ao mesmo tempo, para que,
através do acasalamento, ocorra transferéncia de espermatozéides e fecundacéao
dos ovocitos. Uma vez que a maioria dos insetos se reproduz de maneira sexuada,
muitas espécies desenvolveram mecanismos que medeiam o encontro entre sexos.
Estes mecanismos podem se basear na troca de sinais visuais, sonoros, vibratérios,
tateis e quimicos (Chapman, 1998).

O comportamento sexual dos insetos ndo termina necessariamente com o
primeiro acasalamento. Fémeas de muitas espécies de insetos aceitam acasalar
com mais de um macho (polidndria), estratégia que pode envolver processos de
selecdo espermatica e de avaliacdo da qualidade genética do macho pela fémea
(Thornhill & Alcock 1983; Simmons, 2001). Quando uma fémea se re-acasala, a
competicao espermatica pode determinar qual macho vai fertilizar seus ovos. Parker
(1970) define competicdo espermatica como a competicdo no aparelho reprodutor
da fémea entre espermas de dois ou mais machos para fertilizar os ovos. Segundo
Thornhill & Alcock (1983), a maioria dos ovos é provavelmente fertilizada pelo
esperma procedente do ultimo macho que realizou a copula, embora as fémeas
possam influenciar qual esperma fertilizara seus ovos (Eberhard, 1996).

Uma maneira na qual os machos podem reduzir a chance de sua parceira aceitar
o esperma de outro macho é formando associagdes poés-acasalamento (APA)
(Alcock, 1994). Os machos podem guardar a fémea de diferentes formas apés um

acasalamento: mecanicamente ou quimicamente. Este comportamento visa prevenir
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que a fémea copule com outros machos durante um periodo de tempo, para
assegurar que seu esperma seja utilizado para fertilizar os ovos e evitar que o
esperma de um macho competidor o substitua (Thornhill & Alcock 1983; Alcock,
1994). Em algumas espécies de insetos, os machos fornecem nutrientes para as
fémeas durante a transferéncia de esperma. Estes nutrientes podem causar um
aumento (temporal) na producao de ovos pelas fémeas. Neste caso, o fornecimento
de nutrientes pelo macho pode ser considerado como um esforco por fertilizar o
maior numero de ovos possivel antes que a fémea se re-acasale (Vahed, 1999).
Neste sentido, o comportamento sexual do macho e da fémea, antes, durante e
ap6s o acasalamento, determina em grande parte seu sucesso reprodutivo. Pelos
motivos listados, considera-se que normalmente existe um conflito entre as
estratégias reprodutivas de machos e fémeas, ja que ambos perseguem objetivos

comumente contrapostos (Arnqgvist & Nilsson, 2000).

O comportamento sexual dos insetos pode ser dividido nas seguintes fases
sucessivas: (1) atracéo a longa distancia mediante véo, (2) atragdo a curta distancia
mediante marcha, (3) corte e (4) acasalamento. Essas fases podem ou nao fazer
parte do comportamento sexual das diferentes espécies de insetos. Quando os
adultos ndo se encontram préximos uns dos outros, € freqiente que individuos de
um dos sexos sejam capazes de localizar seus parceiros por meio de sinais visuais,
quimicos e/ou acusticos (Lewis, 1984). Usualmente, somente um dos sexos emite
sinais para atrair o outro. Sinais quimicos sao especialmente mais efetivos para
atrair parceiros sexuais a longa distancia (Cardé & Bell 1995; Cardé & Minks 1997).
Apos a localizacdo do parceiro, o comportamento de corte pode preceder ou ser
parte de um acasalamento. Quando o acasalamento é bem sucedido, a sequéncia

comportamental resultara em transferéncia de espermatozéides (Groot, 2000).
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1.4 Comunicagao quimica

Quando um sinal quimico somente atrai individuos de um dos sexos da espécie é
chamado feroménio sexual. A producado e liberacdo do feromdnio sexual pelo
organismo emissor e sua resposta no receptor dependem da idade, periodo de
acasalamento, estado fisiolégico e fatores ambientais (McNeil, 1991; Raina et al.
1992, 1994; Landolt & Philips, 1997). Nos insetos, os ferombnios sao
frequentemente misturas multicomponentes (Karlson & Luscher 1959) que podem,
em certos sistemas, funcionar sinergicamente. Os feroménios, nos insetos, podem
também variar entre populagcbes da mesma espécie separadas geograficamente
(Miller & Roelofs, 1980).

O encontro e o reconhecimento entre os sexos, na maioria dos insetos, sao
mediados por feromdnios sexuais que podem ser produzidos pela fémea ou pelo
macho. Os feroménios desencadeiam reagbes comportamentais no sexo oposto e
podem atrai-lo de longas distancias, reunindo varios individuos em torno do emissor
(Shorey, 1973). Apbés a aproximagdo, outros tipos de sinais quimicos podem
estimular o corte e a cépula. Estes sinais podem estar localizados na cuticula ou
serem volateis e, podem ser produzidos por glandulas exdécrinas (Lang & Foster,
1976). Sinais visuais, sonoros e tacteis também podem estimular o comportamento

de corte e cépula.

1.5. Comportamento sexual em triatomineos: Fungao das glandulas exocrinas

Estudos sobre o comportamento e a comunicagcao quimica em triatomineos
vetores da doenca de Chagas podem ser de grande relevancia no desenvolvimento
de ferramentas de controle vetorial. A existéncia de feroménios sexuais em insetos
da subfamilia Triatominae tem sido sugerida em poucos trabalhos que ressaltam a

importancia de novos estudos nesta area.
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Brindley (1930) descreveu as “glandulas do primeiro segmento abdominal” dos
Heteroptera, que foram denominadas por estes como “glandulas de Brindley” (GBs).
No mesmo trabalho a autora descreveu a morfologia de um segundo tipo glandular,
ao que denominou glandulas metasternais (GMs Figura 2). O artigo citado (Brindley,
1930) incluiu a descricao das glandulas metasternais de Rhodnius prolixus, que é a
espécie modelo deste estudo (Figura 3). Os adultos da subfamilia Triatominae
apresentam os dois pares de glandulas exdcrinas, as GMs (localizadas no metatorax
ventral e as GBs situadas no abdémen e cujo ducto abre no metatérax dorsolateral
(Brindley, 1930). Estudos realizados com Triatoma infestans e Triatoma rubrovaria
também descreveram areas glandulares associadas com a genitalia de machos que
poderiam estar envolvidas na producao de substancias volateis (Barth, 1980;
Weirauch, 2003) e que estao ausentes nas ninfas. Porém, até o presente a produgéo
de substancias voltateis por parte dessas glandulas dos machos nao tem sido
demonstrada. Os Triatominae n&o parecem ter outros tipos de glandulas exécrinas,
tais como as glandulas abdominais e ventrais encontradas em outros insetos da
familia Reduviidae (Kalin & Barret, 1975; Schofield, 1979; Rossiter & Staddon,
1983).

Segundo Rossiter & Staddon (1983), a secrecao das GMs de Dipetalogaster
maximus & composta por uma unica substancia, a 3-metil-2-hexanona. Segundo
esses autores, o composto poderia atuar como sinal de alarme ou defesa, tendo a
funcao de repelir predadores ou informar aos conespecificos da existéncia de perigo.
Apesar disso, nao foram publicados resultados que permitam comprovar tais
hipéteses. Por outro lado, Manrique et al. (2006), Pontes et al. (2008) e Vitta et al.
(2009) identificaram os compostos produzidos pelas glandulas metasternais de T.
infestans, R. prolixus e Triatoma brasiliensis, respectivamente, e encontraram em

todos os casos misturas que incluiam cetonas e alcoois. Além disso, Manrique et al.

33



(2006) e Pontes et al. (2008) detectaram a liberagado de compostos produzidos pelas
glandulas metasternais de T. infestans e R. prolixus durante a cépula, sugerindo o
envolvimento das secrecdes destas glandulas no contexto sexual.

O acasalamento de varias espécies de triatomineos tem sido estudado em
condi¢cdes de laboratorio (Hase, 1932; Sordillo & de Almeida, 1988; Lima et al., 1986;
Rojas et al., 1990; Rojas & Cruz-Lopez, 1992; Manrique & Lazzari, 1994, Garcia-
Pérez et al., 1997), revelando que estes insetos apresentam um comportamento de
cédpula simples, sem aparentes mecanismos de corte. Velasquez Antich (1965)
descreveu a existéncia de atracdo entre machos e fémeas de Triatoma pallidipennis
mediada por odor. Ainda, Velazquez Antich (1968) relatou em outro trabalho que
machos de R. prolixus eram atraidos por f€émeas.

Diversos trabalhos sugerem o uso de sinais quimicos de agregag¢ao de machos
ao redor de casais em coOpula em triatomineos (Baldwin et al. 1971, Manrique &
Lazzari 1995, De Brito Sanchéz et al. 1995). A liberagdo destes sinais olfativos,
capazes de atrair e agregar machos em torno de casais em copula foi descrita por
Baldwin et al. (1971) em R. prolixus e Manrique & Lazzari (1995) em T. infestans.
Porém, a identidade quimica deste sinal e seu local de produgdo nunca foram
descritos. De Brito Sanchez et al. (1995) apresentaram resultados obtidos em
experimentos de eletrofisiologia que sugeriram a existéncia de um feroménio sexual
liberado por um ou ambos os sexos durante o acasalamento de T. infestans.
Ondarza et al. (1986, 1987) relatam para Triatoma mazzottii a existéncia de um
feroménio sexual que atuaria como “afrodisiaco” e seria liberado quando os insetos
se encontram copulando.

Como mencionado anteriormente, os triatomineos apresentam dois pares de
glandulas exécrinas produtoras de compostos volateis: as glandulas metasternais

(GMs), localizadas no metatorax ventral, e as glandulas de Brindley, situadas no
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metatérax dorsolateral (Kalin & Barret 1975; Rossiter & Staddon, 1983). A origem
dos sinais quimicos envolvidos na comunicagao sexual de triatomineos tem sido
recentemente estudada. Manrique et al. (2006) e Pontes et al. (2008), a partir de
experimentos de comportamento e de identificacdo quimica dos produtos das GMs
de T. infestans e R. prolixus, sugeriram que estas glandulas estariam envolvidas na
comunicacao entre sexos. A partir disso, Crespo & Manrique (2007) e Pontes et al.
(2008) mostraram que as substancias emitidas pelas GMs sao relevantes para o
sucesso da copula de T. infestans e R. prolixus, respectivamente.

Insetos adultos perturbados mecanicamente emitem as secre¢des produzidas
pelas GBs. O principal componente desta secrecdo nas diferentes espécies
estudadas é o acido isobutirico (Games et al. 1974, Cruz Lépez et al. 2001, Rojas et
al. 2002, Guerenstein & Guerin 2004, Vitta 2005). Segundo Schofield (1979), esta
substancia teria funcao de defesa, agindo contra possiveis predadores. Foi sugerido
ainda que, o acido isobutirico atuaria como feroménio de alarme para outros
membros da populagdo (Ward 1981, Manrique et al 2006). Guerenstein & Guerin
(2004) sugeriram que esse composto, em baixas concentra¢cdes pode funcionar
também como um sinal sexual. Coincidentemente, Fontan et al (2002) e Rojas et al.
(2002) tem sugerido que odores relacionados com as GBs poderiam atuar como
sinais sexuais de triatomineos. Entretanto, at¢é o momento ndo ha dados
experimentais publicados que comprovem a existéncia de comportamentos
desencadeados por estas substancias que tenham relacado direta com o contexto
sexual. Cruz-Lopez et al. (1995) analisaram o conteudo das GMs de T. infestans e
nao encontraram substancias volateis.

Como ja mencionado, Pontes et al. (2008) descreveram a identidade dos
compostos produzidos pelas glandulas metasternais de R. prolixus e estabeleceram

uma ligacao entre estas secrecdes volateis e a comunicacao sexual dos insetos.
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Alguns dos compostos identificados neste trabalho ja foram descritos como
feromdnios de agregacao, alarme ou como parte de substancias de defesa de outras
espécies de insetos de diversas ordens como Coledptera, Hymenoptera e
Dyctioptera (PheroBase, 2007). Estes dados ressaltam a importancia desses
compostos como substancias biologicamente ativas responsaveis, em alguns dos
casos, pela transferéncia de informacdes entre individuos dessas ordens. Além
disso, Pontes et al. (2008) demonstraram que alguns dos compostos produzidos
pelas GMs sao emitidos espontaneamente por adultos virgens dos dois sexos.
Porém, esta emisséao foi visivelmente mais intensa em fémeas e se concentrou na
fase escura do seu ciclo diario. Dados do mencionado estudo demonstraram
também que o sucesso da cépula era drasticamente afetado na auséncia de odores
produzidos pelas GMs de machos e de fémeas, separadamente. De acordo com
Pontes et al. (2008), isso indicaria que existem processos de reconhecimento sexual
entre individuos de ambos os sexos mediados por odor. O aprofundamento desses
estudos permitira compreender melhor as interagcdes sexuais nesta espécie e
determinar a real relevancia dos odores emitidos por fémeas e machos neste

contexto.

36



METASTERNAL SCENT.GLANDS OF HETEROPTERA.

Figura 2- Glandulas metasternais dos Heteroptera. 1-Corixa; 2-Limnotrechus
thoracicus; 3-Salda litorallis; 4-Anthocoris nemoralis; 5-Dysdercus howardi, 6- Cimex
lectularius; 7-Nabis lativentris; 8-Scolopostheus affinis; 9-Rhodnius prolixus; 10-

Phytocoris varipes; 11-Palomena prasina (Segundo Brindley, 1930).
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(@) (b)

Figura 3- Glandula metasternal de Rhodnius prolixus. (a) Desenho esquematico
(Segundo Brindley, 1930) e (b) imagem salva mediante uso de microscopio
estereoscédpico (aumento 62X, Programa Kontron S300, Zeiss, Alemanha). As duas
partes da figura destacam um ducto secretor (setas acima) e um reservatério (setas

abaixo) da glandula.

1.6 O uso de abrigos em triatomineos

A atividade locomotora (Espinola, 1973; Nunez, 1982; Settembrini, 1984;
Lazzari, 1992) e o uso de abrigos (Lorenzo & Lazzari, 1998) tém sido pouco
estudados em triatomineos. Durante o dia, estes insetos estdo inativos e sao
normalmente encontrados no interior de abrigos tais como frestas de paredes, num
estado de imobilidade denominado akinesis (Wigglesworth, 1950). Os triatomineos
permanecem dentro dos abrigos (Figura 4), em estreito contato com o substrato e
com outros membros da populacao (tigmotaxia) formando agregacdes de insetos.
Sao fatores relevantes para permanecer neste estado a presenca de feroménios
volateis e de contato (Lorenzo Figueiras et al., 1994; Lorenzo & Lazzari, 1996;
Lorenzo Figueiras & Lazzari 1998) e o contato tatil com conespecificos. Além disto, a
entrada dos triatomineos aos abrigos € promovida pela sua intensa fototaxia

negativa (Reisenman, 1998; Mota, 2006). Adicionalmente, outros fatores, como por
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exemplo, a umidade relativa e a densidade de individuos, também podem afetar a
escolha de abrigos pelos triatomineos (Lorenzo & Lazzari; 1999; Mota; 2006). A
tendéncia a alojarem-se dentro de abrigos aumenta a probabilidade dos triatomineos
de permanecerem protegidos de possiveis predadores. Durante o inicio da noite, os
triatomineos podem mostrar periodos de atividade locomotora (Espinola, 1973;
Nunez, 1987; Lazzari, 1992), normalmente em busca de alimento (Lorenzo &
Lazzari, 1998). De acordo com os ultimos autores citados, os insetos apresentam
um segundo pico de atividade de busca de abrigo no fim da fase escura. Portanto, a
atividade destes insetos segue um padrdo bimodal (Settembrini, 1984; Lazzari,
1992), no qual a saida do abrigo acontece no inicio da escotofase e o retorno ao

final da mesma (Lorenzo & Lazzari, 1998).
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Figura 4- Machos de Rhodnius prolixus deixando um abrigo artificial durante o inicio
da escotofase. Tais abrigos sao utilizados para estudar a atividade dos insetos no

laboratorio.

A presenca de um sinal quimico de agregacao nas fezes de triatomineos ja foi
relatada para diversas espécies (Schofield & Patterson, 1987; Ondarza et al. 1986;
Cruz-Lépez et al., 1993; Lorenzo Figueiras et al., 1994; Lorenzo & Lazzari, 1996;
Lorenzo Figueiras & Lazzari, 2002; Vitta et al., 2002; Pires et al., 2002). Este sinal €
acumulado nas proximidades dos abrigos e permite aos insetos o reconhecimento
dos mesmos durante a fase final da noite (Lorenzo & Lazzari, 1996; Pires et al,
2002). Além disso, um segundo sinal de agregacao, denominado footprints, esta
presente na cuticula de T.infestans (Lorenzo Figueiras & Lazzari, 1998), P.megistus
(Pires et al., 2002) e Triatoma pseudomaculata (Vitta et al., 2002) e é capaz de

promover a agregacao somente através do contato direto.
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1.7 Estudos de olfatometria

A técnica de olfatometria permite avaliar respostas de comportamento dos
insetos que evidenciem orientacdo quando estes sao confrontados com odores
transportados por correntes de ar (Carde & Baker, 1984). Bioensaios que permitam
demonstrar a modulagéao da orientagdao dos insetos mediante substancias quimicas
sdo essenciais para a determinacgao da identidade de um infoquimico, da sua fungao
e dos mecanismos comportamentais desencadeados pela apresentacdo do

estimulo.

Os termos atragdo (resposta positiva) e repulséo (resposta negativa) descrevem
as respostas locomotoras observadas frente a estimulos que resultam na diminuicao
ou aumento, respectivamente, da distancia entre o organismo receptor e o emissor
da mensagem. No caso de estimulos olfativos, a atragcdo geralmente resulta na
localizagdo da fonte emissora, enquanto que a repulsao resulta no afastamento do
organismo receptor (Dicke & Sabelis, 1988). Estas respostas podem ser direcionadas
(faxis) ou nao-direcionadas (quineses). O vento é o principal responsavel pela
dispersao dos estimulos olfativos e os insetos baseiam-se na diregcdo do vento para
se orientar até as fontes de odor. Quando os insetos se orientam utilizando correntes
de ar como pistas direcionais, chamamos tal processo de anemotaxia. Esta, por sua
vez, se divide em anemotaxia positiva, que ocorre quando o inseto se orienta contra
o vento predominante e anemotaxia negativa, quando o inseto se orienta a favor do
vento (Dicke & Sabelis, 1988). A quimiotaxia é a orientacado guiada pela mudanca da
concentracado de odor e se restringe a uma parcela do ambiente sem movimento da
massa de ar, onde o processo de formacdo de gradientes de odor € lento e
dominado por processos de difusdo. Em ambientes com correntes de ar, i.e., a maior
parte dos ambientes naturais, frequentemente ha turbuléncias que impedem a

formacao de gradientes de odor. As correntes turbulentas tanto podem carregar os
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“filamentos de odor” concentrados, por grandes distancias (dezenas a centenas de
metros), como podem diluir rapidamente a concentragdo dos filamentos mesmo a
poucos centimetros da fonte. H4 uma grande influencia de variaveis estocasticas
nestes processos, o que faz com que a concentragcdo de um odor ndo seja um
parametro completamente confiavel para os organismos. Chama-se de pluma de
odor o conjunto de filamentos arrastados direcionalmente por uma corrente de ar
presente no ambiente. A orientacao dos insetos nestes ambientes € o resultado de
uma mistura de reagdes quiomiotaxicas, optomotoras e anemotaxicas, mas a
anemotaxia modulada por odor & o mecanismo predominante durante o
deslocamento de um inseto dentro de uma pluma de odor (Miller & Roelofs, 1978;
Murlis et al., 2000). O termo anemotaxia refere-se ao fato dos insetos utilizarem
pistas direcionais somente oferecidas pela direcao predominante no fluxo de ar. Diz-
se que € modulada por odor, porque o processo anemotatico normalmente requer da
presencga sostenida de um determinado componente volatil, ou de uma mistura, para
que o comportamento anemotatico seja expresso.

Em triatomineos, o uso de infoquimicos esta relacionado com o reconhecimento
e localizagcado de hospedeiros (Nufiez, 1987; Taneja & Guerin, 1995), com o encontro
de possiveis parceiros para o acasalamento (Baldwin et al., 1971; Manrique &
Lazzari, 1995; Vitta et al., 2009), com a sinalizacdo de alarme (Ward, 1981,
Manrique et al., 2006), assim como com o comportamento de agregacao e busca de
abrigos (Schofield & Patterson, 1977; Lorenzo Figueiras et al., 1994; Lorenzo &
Lazzari, 1996; Lorenzo Figueiras & Lazzari, 1998).

Estes insetos mostram respostas de anemotaxia positiva, ou seja, orientam-se
contra correntes de ar, quando confrontados com correntes que carregam odores
associados ao hospedeiro (Nunez, 1982; 1987; Taneja & Guerin, 1995; 1997;

Barrozo, 2003, Barrozo et al., 2004; Barrozo et al., 2004). Atracdo ao CO, foi
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demonstrada em R. prolixus (Nunez, 1982; Taneja & Guerin, 1995) e T.infestans
(Taneja & Guerin, 1995; 1997; Barrozo et al. 2003, Barrozo et al., 2004). A atracao
de T. infestans por acido latico foi observada quando este composto foi apresentado
em correntes de ar em associagdo com CO, (Barrozo, 2003). Guerenstein & Guerin
(2001), utilizando um compensador de marcha, demonstraram que correntes de ar
gue apresentavam acido isobutirico eram capazes de atrair T. infestans, enquanto a
presenca de nonanal nas mesmas condigdes somente induzia uma ativacdo dos
insetos sem orientagcdo definida. Barrozo (2003) mostrou através de
eletroantenografia que T. infestans apresenta respostas eletrofisiolégicas ao acido
latico, 1-octen-3-ol e acidos graxos de cadeia curta, sendo estas respostas dose
dependentes. Além disso, a autora demonstrou a existéncia de anemotaxia positiva
em T. infestans frente a correntes de ar que apresentam 1-octen-3-ol e também
frente a misturas de acidos graxos de cadeia curta (acido propandico, acido butirico

e acido valérico) com acido latico (Barrozo, 2003).

Barrozo et al., (2004) e, posteriormente, Bodin et al., (2008) demonstraram que
a expressao da resposta comportamental de T. infestans e R. prolixus a alguns
odores provenientes do hospedeiro é controlada por um relégio endégeno circadiano
e que isto ocorre com maior intensidade durante o inicio da fase escura do ciclo

diario.

1.8 O voo em triatomineos

O voo dos triatomineos pode apresentar grande importancia na epidemiologia
da doenca de Chagas, uma vez que este representa um mecanismo de dispersao
ativa (Sjogren & Ryckman, 1966; Lehane & Schofield, 1976; Vazquez-Prokopec et
al., 2004; Ceballos et al., 2005). Em T. infestans, o voo & promovido quando os

insetos s&o expostos a um baixo estado nutricional ou a altas temperaturas (Lehane
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& Schofield, 1982; Lehane et al.,, 1992; Ceballos et al., 2005). Em estudos de
laboratério, os mesmos fatores parecem afetar a frequéncia de inicio de voo de R.
prolixus (Figura 5) e Triatoma sordida (Gringorten & Friend, 1979; McEwen &
Lehane, 1993). Ainda, foi observado em estudos de campo que os exemplares de T.
sordida capturados em armadilhas luminosas normalmente apresentavam um baixo

estado nutricional (Wisnivesky-Colli et al., 1993; Noireau & Dujardin, 2001).

A capacidade de voo de T. infestans no campo tem sido bastante discutida.
Alguns estudos realizados relatam voos curtos de entre 110 e 500m (Lehane &
Schofield, 1982). Adicionalmente, Schweigmann et al. (1988) sugeriram que a
dispersao desta espécie através do voo poderia alcangar uma distadncia maxima de

1,5 a 2 km baseados em resultados obtidos com armadilhas luminosas.

Minoli & Lazzari (2006) verificaram que T. infestans e R. prolixus exibem uma
forte atracao frente a luz branca durante o voo. Além disso, Vazquez-Prokopec et al.
(2004) tiveram sucesso coletando T. infestans mediante armadilhas de luz branca
em areas rurais da Argentina. A captura de varias espécies de triatomineos com a
ajuda de armadilhas de luz tem sido repetidamente relatada em areas endémicas
(Tonn et al.,, 1978; Schweigmann et al. 1988; Noireau et al. 2000; Noireau &
Dujardin, 2001; Vazquez-Prokopec et al. 2004; Carbajal de la Fuente et al., 2007).
Cabe concluir que os triatomineos adultos parecem apresentar uma clara tendéncia
a se dispersar mediante o voo. Resta ainda avaliar se esta atividade esta somente
relacionada a busca de hospedeiros ou se pode também fazer parte de um

mecanismo reprodutivo.
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Figura 5- Inicio de véo em um macho de Rhodhnius prolixus.

Foto: Rodrigo Sinistro
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2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Estudar o comportamento sexual e os principais mecanismos que o medeiam

em R. prolixus.

2.2 Objetivos especificos

* Descrever para cada sexo o padrao temporal de saida e entrada de
abrigos, e de locomocao fora dos mesmos, na auséncia de sinais de

sexo oposto;

* Avaliar se ha sinais quimicos emitidos por individuos do sexo oposto
capazes de ativar a saida de abrigos e de alterar a atividade locomotora

dos insetos;

* Analisar a frequéncia de inicio de voo e avaliar se ha orientacao do
inicio do voo de machos e fémeas na auséncia de sinais de

conespecificos.

* Analisar se ha aumento na frequéncia de inicio de voo (ativagado) e
indugcdo de orientagdo do inicio do voo de machos e fémeas na

presenca de sinais de conespecificos.

» Verificar a origem dos sinais quimicos mediadores do inicio do véo de

adultos de R. prolixus.

* Analisar se machos e fémeas desta espécie apresentam orientagao

frente a correntes de ar limpo durante a locomocéo.

* Analisar se machos e fémeas desta espécie mostram orientagao
durante a locomocao frente a correntes de ar limpo transportando

odores de conespecificos.

* Verificar a origem dos sinais quimicos mediadores da orientacao de

adultos de R. prolixus.

+ Confirmar a ocorréncia da agregacao de machos em volta de casais em

codpula;
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* Analisar se os odores produzidos pelas glandulas metasternais de
fémeas e machos sdo necessarios para promover o comportamento de

agregacao de machos de R. prolixus;
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3 Materiais e Métodos

3.1 Dinamica de uso de abrigos em adultos de Rhodnius prolixus: a atividade

locomotora modulada por sinais sexuais

No presente trabalho caracterizamos o padrao de atividade de saida e
entrada de abrigos de adultos de R. prolixus, assim como a sua atividade locomotora
espontanea. Adicionalmente, avaliamos se a presenca de sinais quimicos emitidos
por conespecificos do sexo oposto & capaz de ativar a saida dos insetos dos seus

abrigos e afetar o nivel de atividade locomotora apresentado pelos mesmos.
3.1.1 Insetos

Nos experimentos foram utilizados adultos de R. prolixus, obtidos de uma
colénia procedente de Honduras. Os insetos foram mantidos no insetario do
Laboratério de Triatomineos e Epidemiologia da Doengca de Chagas do Centro de
Pesquisas René Rachou sob condi¢gdes controladas (27 + 2 °C, 60 = 10 %). A
alimentacdo da col6nia foi realizada em semanalmente galinhas (Gallus gallus).
Entretanto, os insetos utilizados nos ensaios foram sexados como ninfas de 5°
estadio (Espinola, 1966) e mantidos virgens até sua utilizagdo como adultos com 30
dias de idade e 15 dias de jejum. Os insetos foram expostos a um ciclo de luz de
12:12 L/E por pelo menos trés dias antes de realizar os ensaios e apdés a sua

utilizagdo foram descartados.
Foram realizadas as seguintes séries experimentais:
1) Avaliacao da atividade espontanea de machos.
2) Avaliacao da atividade espontanea de fémeas.

3) Avaliagcdo da atividade de machos na presenca de odor de fémeas (10

fémeas adultas). 50



4) Avaliagdo da atividade espontdnea de fémeas na presengca de odor de

machos (10 machos adultos).
3.1.2 Desenho experimental

O desenho experimental utilizado neste estudo segue um modelo semelhante
ao apresentado por Lorenzo & Lazzari (1998). Brevemente, nos ensaios foi utilizada
uma arena experimental de vidro de 0,4 x 0,4 m com papel de filtro cobrindo o
substrato (Figura 6). No centro da arena, um pedaco de papelao corrugado de 8 x 6
cm foi oferecida aos insetos como esconderijo. Todos os ensaios foram realizados
em uma sala que apresentava um ciclo de iluminacao de 12:12 L/E controlado por um
temporizador. Em cada uma das séries experimentais desenvolvidas foram

realizadas 6 ensaios.

Como fonte de estimulos olfativos foram utilizados 10 adultos de sexo oposto ao
do grupo cuja atividade estava sendo avaliada. Os adultos utilizados como fonte de
estimulo foram padronizados e submetidos as mesmas condi¢gbes de temperatura,
umidade e ciclo de luz que os do grupo testado. O grupo de 10 insetos era colocado
dentro de um frasco de plastico de 9,5 x 6,5 cm, aqui denominado dispositivo de
apresentacao de estimulos, que apresentava uma abertura fechada com uma tela de
arame para evitar a saida dos insetos, porém permitindo a passagem de odores. Este
dispositivo era suspenso a 15 cm de altura acima do centro do abrigo mediante uma
linha de nailon amarrada em um suporte. Desta forma, a abertura do recipiente ficava
sempre voltada para baixo (Figura 6). Esta separacao entre o dispositivo de
apresentacao de estimulos e a arena impedia o contato fisico, evitando assim, a
transmissao de vibragcbes ao substrato acima do qual era desenvolvido o
experimento. Desta forma, quaisquer odores emitidos pelos insetos presentes no
dispositivo podiam sinalizar sua presenca para o grupo de insetos cuja atividade
estava sendo testada.
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Para cada ensaio, um grupo de 20 insetos foi inicialmente introduzido no interior
da arena, evitando perturba-los. Este procedimento foi realizado trés dias antes do
inicio dos ensaios para permitir a aclimatacao dos insetos no ambiente e garantir que
estivessem sincronizados com o regime de iluminacao desejado. No final deste
periodo, normalmente 100% dos insetos haviam entrado no abrigo. Na primeira noite
apo6s o intervalo de aclimatacéo, a atividade dos insetos era registrada mediante o
uso de uma camera de video tipo CCD (HDL) e um gravador do tipo time-lapse
(Samsung SRV-960N Brasil). Foi utilizado um painel de LEDs emissores de radiacao
infravermelha (IR, comprimento de onda de 900 nm), cuja luz ndo € percebida pelos
insetos (Reisenman et al., 2002), a fim de permitir a filmagem em video. Nestes
ensaios o dispositivo de apresentacao de odores era apresentado vazio como
controle. Os ensaios da primeira noite tinham o objetivo de descrever o nivel de
atividade espontanea dos insetos de cada sexo. Na noite seguinte, 10 adultos do
sexo oposto foram apresentados dentro do dispositivo, a partir de um minuto antes do

inicio da escotofase e a atividade dos insetos foi registrada novamente.

52



Figura 6- Desenho experimental utilizado para o estudo da atividade locomotora de
triatomineos em abrigos artificiais. (A) Arena experimental (40 x 40 x 20 cm). (B)
Abrigo artificial (8 x 6 cm), (C) Detalhe do dispositivo de apresentacdo do estimulo
(9,5 x 6,5 cm), normalmente suspenso por um fio de nailon a 15 cm do centro do
abrigo, destacando a abertura fechada com tela de arame que ficava voltada para o

abrigo. (Adaptado de Lorenzo & Lazzari, 1998).

3.1.3 Registro e analise do comportamento

O registro da atividade dos insetos comecgava ao final do terceiro dia, duas
horas antes da luz ser apagada e prosseguia durante 12 horas consecutivas da
escotofase, finalizando duas horas apds o inicio da fotofase. Desta forma foram

amostrados 1,6 quadros por segundo, totalizando 16 horas por ensaio.

A imagem representada no monitor de televisao mostrava o abrigo e suas
adjacéncias, de maneira que o registro da atividade dos insetos era feito para toda a

area da arena (Figura 7). Para verificar se existia um efeito da presenca de odores de
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insetos conespecificos do sexo oposto na atividade de saida e entrada ao abrigo e na

atividade locomotora, os seguintes parametros foram registrados:
a) numero de total de insetos fora do abrigo por hora;
b) atividade locomotora;
c) tentativas de cdpula entre machos

A atividade locomotora foi mensurada tragando sobre a imagem do monitor de
TV um par de eixos ortogonais centralizados na tela e quantificando cada vez que
um individuo cruzava qualquer uma das linhas da tela (Figura 9). Aqueles eventos
em que um individuo colocava o corpo inteiro fora do esconderijo foram

considerados como saidas do abrigo.

Figura 7- Desenho e foto ilustrativos mostrando o abrigo e o par de eixos ortogonais
desenhados na tela do monitor do aparelho de televisao utilizados para quantificar a

atividade dos insetos.
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3.1.4 Analise estatistica

Para analise da normalidade dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. A
comparacao do numero total de saidas espontaneas do abrigo com o numero de
saidas de insetos na presenca do odor de conespecificos do sexo oposto foi
realizada mediante o teste f de Student para amostras pareadas, utilizando um limite
discriminante menor que 0,05. O teste tf de Student para amostras independentes foi

utilizado na comparacao das variaveis entre os sexos.

A fim de avaliar a influéncia de potenciais sinais de conespecificos do sexo
oposto na atividade dos insetos, foram comparados os dados obtidos em ambas as
condi¢cdes. Primeiramente, fez-se uma proporcdo da atividade locomotora um
determinado ensaio pelo numero de insetos que deixaram o abrigo naquele ensaio.
Desta maneira, dividiu-se a atividade registrada por hora pelo nimero de insetos fora
do abrigo naquele mesmo periodo, como método para comparar o nivel de atividade
apresentado de maneira mais independente do numero de insetos ativos. O teste t de

Student para amostras pareadas foi empregado na comparacao destes valores.
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3.2 Ativacao e orientacao durante o inicio do voo de Rhodnius prolixus frente a

sinais quimicos emitidos por individuos do sexo oposto

O presente experimento foi planejado para descrever o padrao basal de
freqliéncia de inicio de v6o na presenca de correntes de ar limpo em machos e
fémeas de R. prolixus. Em uma fase subseqiiente, foi analisado se a atividade de
voo de machos e fémeas pode ser ativada pela associacao de odores emitidos por
individuos do sexo oposto nas condi¢cbes previamente descritas. Além disso,
analisamos se esta atividade apresenta uma orientagao significativa na presenca de
correntes de ar associadas a odores emitidos por individuos do sexo oposto.
Finalmente, ap6s determinar a existéncia de odores emitidos por fémeas que
medeiam a ativacdo do inicio do voo de machos, caracterizamos a sua origem

glandular.
3.2.1 Insetos

Os triatomineos utilizados nos experimentos foram obtidos de uma colénia do
Servigo Nacional de Chagas (Santa Maria de Punilla, Cérdoba, Argentina) e mantidos
no insetario do Laboratério de Fisiologia de Insectos da Universidade de Buenos
Aires, Argentina. Os insetos foram mantidos sob um ciclo de iluminacao 12:12 L/E, a
28 £ 2 °C e 60 £ 10 % de umidade relativa, e alimentados semanalmente com
galinhas (Gallus gallus). Em cada ensaio foi avaliado o comportamento de um grupo
de 20 adultos virgens de um dos sexos, com 30 dias apdés a muda imaginal e 15-20

dias de jejum.
3.2.2 Séries experimentais

Foram realizadas as seguintes séries experimentais (4 ensaios/série):

1) machos confrontados a correntes de ar limpo (controle);

2) fémeas confrontadas a correntes de ar limpo (controle);
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3) machos confrontados a correntes de ar associadas a odor de macho;
4) fémeas confrontadas a correntes de ar associadas a odor de macho;
5) machos confrontados a correntes de ar associadas a odor de fémea;
6) fémeas confrontadas a correntes de ar associadas a odor de fémea;

7) machos confrontados a correntes de ar associadas a odor de 10 fémeas que

tiveram os orificios das GMs ocluidos com parafina (ver figura 8);

8) machos confrontados a correntes de ar associadas a odor de 10 fémeas que

tiveram os orificios das GBs ocluidos com parafina;

9) machos confrontados a correntes de ar associadas a odor de 10 fémeas
manipuladas de maneira semelhante a utilizada para ocluir as glandulas, mas sem

evitar a liberacao de odores;

10) machos confrontados a correntes de ar associadas aos odores emitidos por uma

amostra de 10 GMs dissecadas de fémea (pool de glandulas);

11) machos confrontados a correntes de ar associadas a odores de uma amostra de

cuticula e tecidos internos de fémea.
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Figura 8- Oclusédo da glandula metasternal. 1. Localizacdo do orificio de saida de
uma glandula metasternal (seta vermelha) junto a coxa das patas traseiras (seta
verde). 2. Momento da oclusdo com a parafina, destacando a extremidade do

microcauterizador (seta vermelha).

3.2.3 Dispositivo experimental

Os ensaios foram realizados em uma gaiola de v6o (2 x 2 x 2 m) feita de tecido
semitransparente (Figura 9). Os insetos foram liberados em uma arena experimental
suspensa 1 m acima do substrato da gaiola e centralizada na mesma (Figura 10). As
fontes de estimulos (grupos de 10 machos ou fémeas trocados a cada ensaio) eram
colocados em um frasco cilindrico cuja base e boca foram fechadas com tela para
permitir a passagem de ar e de potenciais substancias volateis emitidas pelos
insetos. O recipiente contendo os insetos era colocado dentro do sistema de
geracao da corrente de ar para que os odores fossem arrastados pela mesma. A
corrente chegava ao topo da plataforma de v6o com uma velocidade de 12cm/s.
Quando o estimulo oferecido foi um preparado de glandulas ou cuticula, estes foram

apresentados em um frasco de 2ml colocado posteriormente dentro do dispositivo de
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geracao da corrente de ar. Uma camera de video registrava a dire¢ao do inicio dos

voos em relagéo a fonte de estimulo durante 8 horas que se iniciavam junto com a

escotofase.

Fonle de estiimulo

Figura 9- Esquema do desenho experimental utilizado para estudar o inicio do véo

de Rhodnius prolixus. (Adaptado de Minoli & Lazzari, 2006).
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Figura 10- Esquema da arena experimental onde os insetos foram liberados dentro

da gaiola de véo. Os insetos eram liberados dentro da arena e somente podiam

deixa-la subindo a haste de madeira e iniciando o voo (Adaptado de Minoli &

Lazzari, 2006).
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3.2.4 Analise estatistica

Em cada ensaio foi quantificado: (a) o numero total de insetos que iniciaram o
Voo, i.e., a sua ativacao (b) a direcao do inicio de voo de cada inseto, i.e., sua
orientacao. As diferencas na freqiiéncia do voo foram analisadas utilizando o teste

de ANOVA p <0,05.

Para a analise das fitas foram definidos oito setores de 45° que variavam entre 0°
a 360 a fim de determinar se havia uma diregcao predominante nos inicios de voo
(Figura 10). A direcao escolhida durante o inicio do voo foi analisada utilizando
estatistica circular. O comprimento do vetor resultante (r) e o angulo médio (u)
definidos pela analise dos véos registrados em cada série foram calculados a partir
do angulo médio (au) do numero total de ensaios. O angulo médio de inicio de véo
podia variar entre 0°e 360° enquanto o compriment o do vetor r podia variar entre 0
e 1, sendo que 0 indicaria uma direcao média nao definida e 1 indicaria um inicio de
voo em uma direcao unica em todos os individuos. A direcado do estimulo, i.e., a
corrente de ar limpo ou associado com odor, foi designada arbitrariamente em 0°
(setor 1, figura 10). A evidéncia estatistica de uma distribuicao uniforme em torno de
um circulo foi analisada através do teste de Rayleigh, sendo que a nossa Ho
indicava que os dados eram distribuidos uniformemente, i.e., ndo havia diregao
preferida (Zar, 1984). Caso fosse rejeitada a Ho, o teste V era realizado para avaliar
se 0 aJ calculado para a amostra era estatisticamente diferente da direcado da

corrente de ar (Ha: a m é distante de 09 (Zar, 1984).

61



3.3 Orientagdao modulada por odor durante a locomogao de adultos de
Rhodnius prolixus

Este estudo foi dedicado a testar se adultos de R. prolixus respondem com
orientacdo anemotatica modulada por odor durante a sua locomog¢éo quando
confrontados com correntes de ar associadas a odores emitidos por outros adultos.
Para isso, registramos as respostas de locomocao de individuos adultos na
presenca de sinais quimicos emitidos por adultos conespecificos utilizando um
compensador de marcha. Procuramos também determinar a identidade da fonte dos

compostos que promoveram a orientagao neste contexto.
3.3.1 Insetos

Os triatomineos utilizados nos experimentos foram obtidos de uma colénia
procedente de Honduras. Os insetos eram mantidos no insetario do Laboratério de
Triatomineos e Epidemiologia da Doenca de Chagas do Centro de Pesquisas René
Rachou sob condi¢des controladas de 27 + 2 °C e umidade relativa de 60 £ 10 %. A
colénia foi alimentada semanalmente em galinhas (Gallus gallus). Os insetos
utilizados nos ensaios foram adultos virgens, com 20 dias de idade ap6s a muda
imaginal, 10 dias de jejum e expostos a um ciclo de iluminagdo de 12:12 L/E. Em

cada ensaio, um individuo era utilizado e subsequentemente descartado.
3.3.2 Registro das trajetorias

Um compensador de marcha construido ad hoc foi utilizado para analisar a
orientacao dos insetos (adaptado de Dahmen, 1980). Este sistema consistiu de uma
esfera de isopor de 9,7 cm de didametro e 2,5 g de peso, suspensa por uma corrente
de ar projetada verticalmente de baixo para cima (Figura 11). Um inseto era fixado
pelo dorso a uma haste de metal centrada no apice da esfera de isopor com a ajuda
de um pedaco de fita dupla face. O extremo da haste em contato com o corpo do

inseto permitia que este realizasse uma livre rotagéo de 360°. Os insetos, ja fixados
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na haste, eram colocados em contato com a esfera, de maneira que suas patas
tocavam a superficie do isopor. Cabe salientar que o experimentador controlava que
os insetos ficassem numa postura que lhes permitisse caminhar normalmente.
Quando os tarsos dos triatomineos contatavam a superficie da esfera, estes
iniciavam a marcha espontaneamente, deslocando a esfera debaixo de suas patas.
Desta forma, cada inseto podia caminhar e girar livremente, mudando sua direcao
sem mudar sua distancia em relacao as fontes das correntes de ar (Figura 11). Um
desenho experimental idéntico foi utilizado por Barrozo et al., (2003) para estudar a

orientacao de ninfas de Triatoma infestans frente a odor de hospedeiro.

O compensador de marcha é formado pelo sensor 6ptico de um mouse de
computador localizado tangencialmente a 1 mm de distancia da esfera, em um polo
inferior a posi¢cdo do inseto. O movimento da esfera induzido pelo triatomineo é
detectado pelo sensor oéptico que transmite esta informagdo a intervalos
programaveis ao processador (no presente caso a cada 0,3 segundos). Com a ajuda
de um software chamado Getmouse, e que foi desenvolvido ad hoc (Diego Anfossi),
a exata posicao do inseto pode ser convertida em coordenadas x e y. Desta forma,
os dados foram obtidos individualmente durante 15 minutos para cada inseto a

intervalos de 0,3 segundos.

A trajetéria de cada inseto pbéde ser visualizada a partir da representacao
direta de y em funcdo de x. Neste caso, cada segmento era composto por um
modulo de cinco dados (ou 1,5 segundos) atuando como um filtro que elimina
variagdes rapidas de direcao que nao sao relevantes, por exemplo, movimentos de
rotagdo do corpo alternados associados ao deslocamento das patas. E importante
ressaltar que quando um inseto para de se locomover, as coordenadas x € y nao

mudam. Uma vez obtidos os dados de direcao de deslocamento de cada inseto,
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estes eram exportados para o programa ORIANA 2.0 para a sua representagéo e

analise mediante estatistica circular.

3.3.3 Orientacao e fontes de odor

O sistema de estimulagcao consistiu de uma corrente de ar principal, gerada
por uma bomba que impelia o ar do ambiente. A corrente principal foi dividida em
duas correntes de fluxo idéntico e continuo e que eram apresentadas em dire¢des
opostas. Cada corrente passava através de um recipiente de vidro (125 ml) onde
podiam ser colocados os estimulos a testar. As conexdes entre recipientes foram
feitas utilizando mangueiras de silicone de 0,4 cm de didmetro interno. No final de
cada mangueira foi conectado um tubo de vidro de 0,67 cm didmetro interno e 5 cm
de comprimento para direcionar cada corrente de ar (Figura 11). As duas correntes
de ar foram posicionadas tangencialmente a superficie do apice da esfera de isopor
e em direcées opostas. Assim, as correntes de ar conduziam os odores até a
posicao onde estava localizado o inseto (Figura 11). Um dos frascos de vidro
sempre se apresentava vazio (controle) e o outro frasco continha a fonte de odor a
ser testada. A saida de cada corrente de ar estava localizada a 5 cm da posigcao do
inseto (Figura 10). As correntes de ar foram apresentadas com uma velocidade de 8
cm/s, mensurada na posi¢cao exata onde se encontrava o inseto acima da esfera. Tal

fluxo foi medido com a ajuda de um anemdmetro (Testo 405-V1, Alemanha).

As correntes de ar foram ligadas trés minutos antes do posicionamento do
inseto na esfera. Uma vez posicionado o inseto sobre o compensador de marcha,
era necessario aguardar 3 minutos para que este se aclimatasse a nova situacao
experimental. Logo apds este periodo, se iniciava o registro do comportamento do
inseto. Os insetos (n=30 por serie) foram testados individualmente nas seguintes

condi¢des experimentais:
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1. Machos frente a duas correntes de ar limpo (controle);

2. Machos frente a uma corrente de ar limpo vs uma corrente de ar

associada a odor de macho;

3. Machos frente a uma corrente de ar limpo vs uma corrente de ar

associada a odor de fémea;
4. Fémeas frente a duas correntes de ar limpo (controle);

5. Fémeas frente a uma corrente de ar limpo vs uma corrente de ar

associada a odor de macho;

6. Fémeas frente a uma corrente de ar limpo vs uma corrente de ar

associada a odor de fémea;

7. Fémeas frente a uma corrente de ar limpo vs uma corrente de ar

associada a odor de camundongo;

8. Machos frente a uma corrente de ar limpo vs uma corrente de ar

associada a odor de fémeas com os orificios das GMs (ver figura 6).

9. Machos frente a uma corrente de ar limpo vs uma corrente de ar
associada a odor de fémeas com parafina colocada em um local

especifico da cuticula sem ocluir os orificios das GMs.

Todos os ensaios foram realizados numa sala escura com temperatura 27 +
2T e umidade de 60 £ 10. Apds quatro ensaios, as fontes de estimulos eram
trocadas por novas, assim como os lados teste e controle. Cada inseto era utilizado

uma unica vez e depois descartado.

Odor de camundongo foi testado com fémeas, a fim de permitir desenvolver

uma série com funcao de controle positivo para as fémeas.
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Figura 11- Desenho experimental utilizado para o registro das trajetérias de adultos

de R. prolixus frente a correntes de ar associadas a odores de conespecificos

(adaptado de Barrozo et al, 2003).
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3.3.4 Analise dos dados

Foi utilizada estatistica circular (Zar, 1984) para avaliar a diregao dos insetos
em todas as séries experimentais realizadas. O angulo médio (u) da trajetéria
realizada por cada inseto foi computado e subsequentemente, um angulo médio da
trajetéria de cada grupo (au) e o comprimento do vetor resultante (r) foi calculado.
Sendo que [Epodia variar entre 0 e 360°e r entre 0 e 1 (0: direcdo média indefinida.
1: direcionalidade em relacdo a fonte de estimulo). A posicao da corrente-estimulo
foi designada como 0° e a da corrente-controle 180°. A evidéncia estatistica de
direcionamento foi testada através do teste Rayleigh (Zar, 1984), sendo que a Ho é
que a populacao amostrada € uniformemente distribuida, enquanto a ha indica que a
populacdo nao segue uma distribuicdo uniformemente circular e, portanto ha uma
resposta direcional. Quando os dados nao foram significativamente uniformes, i.e.
quando o teste de Rayleigh indicava que p <0,05, um segundo teste, o teste V (Zar,
1984) foi realizado para calcular se o angulo médio registrado era estatisticamente

diferente da direcao da fonte de estimulo (09.

Adicionalmente, e para facilitar a visualizacdo dos dados, um indice de
orientacdo (I0) foi calculado multiplicando o coseno do angulo médio (L} pelo

comprimento do vetor resultante (r):

Cos * [

O 10 varia entre —1 e 1 (-1 indicando orientagédo contra e 1 orientagéo junto a
corrente de ar associada a fonte de odor). A fim de comparar os indices de
orientagéo das fémeas foi realizado um teste de ANOVA de um fator seguido por

uma comparagcao de pares de médias pelo teste de Tukey. Para o grupo dos
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machos foi utilizada uma analise de Kruskall-Wallis. A trajetéria de cada inseto péde

ser visualizada a partir da representacao direta de y em funcéao de x.
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3.4 Agregacao sexual em Rhodnius prolixus

O comportamento de agregacéo associado a cépula foi investigado em ensaios
realizados com a espécie R. prolixus. A distribuicdo espacial em ambos os sexos foi
observada na presenca e na auséncia de um par em copula como fonte do estimulo

disparador.
3.4.1 Insetos

Os triatomineos utilizados nos experimentos foram obtidos de uma colénia de R.
prolixus procedente de Honduras e mantida no insetario do Laboratério de
Triatomineos e Epidemiologia da Doenca de Chagas do Centro de Pesquisas René
Rachou. Os insetos foram criados sob condi¢cbées controladas de temperatura (27 + 2
°C) e umidade relativa (60 * 10 %). A alimentagdo da colbnia foi realizada
semanalmente em galinhas (Gallus gallus). Foram utilizados insetos adultos virgens,
com 20 dias apdés a muda imaginal e 10 dias de jejum. Em cada ensaio foi utilizado
um grupo de 5 insetos que posteriormente foram descartados. Todos os insetos
utilizados nos ensaios foram expostos a um ciclo de iluminagéo de 12:12 L/E por pelo

menos trés dias antes de cada ensaio.

A dindmica de agregacéo foi avaliada através da analise do comportamento de

grupos de R. prolixus adultos nas seguintes séries experimentais:

1) ensaios com 4 machos e 1 fémea.

2) ensaios com 4 fémeas e 1 macho.

3) ensaios com 4 machos e 1 macho marcado.

4) ensaios com 4 machos e 1 fémea com os orificios da GMs ocluidos com parafina.

5) ensaios com 4 machos e 1 fémea tratada com parafina, mas sem ocluir os orificios

das GMs (controle sham).
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6) ensaios com 4 machos com os orificios das GMs ocluidos com parafina e 1 fémea.
3.4.2 Desenho experimental

Em cada ensaio, 4 insetos foram liberados no centro da arena circular (25 cm
diametro X 10 cm altura) cujo fundo foi forrado com papel de filtro como substrato
para locomoc¢ao. Depois de 15 minutos, uma fémea ou um macho (marcado no térax
com um ponto de Liquid-paper®) era liberado. A fim de evitar uma possivel
perturbacao mecanica, cada individuo era manipulado com o auxilio de um pedaco
de papel no qual era cuidadosamente induzido a subir. Subsequentemente, o inseto
era transferido para a arena. O tempo de observacao em todos os ensaios nunca
excedeu 90 minutos, mesmo naqueles ensaios em que houve mais de uma copula. O
comportamento dos insetos foi registrado através de uma camera de video localizada
acima da arena experimental. A oclusdo das glandulas metasternais foi realizada

como descrito em sec¢des anteriores (ver figura 6).

Todos os ensaios foram realizados no inicio da escotofase, com temperatura

de 25 + 2C e umidade de 60 + 10.
3.4.3 Analise dos dados

A arena experimental circular apresentava uma area de 490 cm? Para
quantificar o processo de agregacéo foi definido um circulo de 5 cm de didmetro e 20
cm? de area como critério arbitrario de medida (correspondendo a 3% da area da
arena experimental). Este circulo, cujo centro era o pronoto da fémea ou do macho
marcado, foi utilizado como medida de agregacao, ou seja, qualquer inseto dentro
desta regido da arena era considerado agregado. Outros parametros quantificados
foram: a) freqUéncia da coépula, b) duracdo média da cédpula, c) duracdo média da
guarda da fémea pelo macho na fase pés-copula e, d) ocorréncia de uma segunda

cépula. A analise das fitas foi feita com a ajuda de um monitor de televisdo. O
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nuamero de insetos detectados dentro do circulo era verificado a cada cinco minutos
ap6s o inicio da copula e até que esta finalizasse. Adicionalmente, também foi
monitorado o numero de insetos dentro do circulo um minuto antes da cépula e no
momento exato em que iniciava a copula. E importante ressaltar que todas as
cédpulas foram analisadas até o seu fim. Entretanto, e a fim de homogeneizar os
dados, (devido ao fato de que o tempo de finalizacdo das coépulas foi diferente)
definimos um ponto de corte aos 40 minutos. Para quantificacdo da agregacao, o
centro do circulo de agregacao era sobreposto ao pronoto da fémea (ou do inseto
marcado) e todo inseto que se encontrasse com mais da metade do corpo dentro do

circulo era contabilizado (Figura 12).

Figura 12- Foto mostrando o circulo de quantificacdo da agregacédo sobreposto,
apresentando uma fémea no centro do circulo e um grupo de machos ao redor do

casal em cépula.

71



Para verificar a existéncia da agregacao nos grupos estudados, foi realizada
uma tabela de freqiiéncia 2x2, seguida de um teste de Qui-quadrado. As categorias
analisadas foram agrupadas, desta forma umas das variaveis comparadas foi
ocorréncia da agregacao (4M1F, 4M1Fsham, 4Mmt1F) vs nao agregagcao (4M1M,
4M1Fmt, 4F1M). A segunda variavel separou o numero de insetos agrupados (0-1, >
1). Para a comparacao da freqiéncia de copula entre as diferentes séries
experimentais foi utilizado o teste Qui-quadrado de particdo. Para a analise da
normalidade dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Na comparacado da
duracao da cépula foi utilizado um teste de ANOVA de um fator. Adicionalmente, na
analise da duracao da associagao pés-copula utilizamos um teste de Kruskal-Wallis.

Em todos os testes foi utilizado um limite discriminante menor que 0,05.
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4 Resultados

4.1 Dinamica de uso de abrigos em adultos de Rhodnius prolixus: a atividade

locomotora modulada por sinais sexuais

A dinamica de saida do abrigo de machos e fémeas em ambas as condi¢bes
foi comparada. A figura 13 representa a variagdo temporal do numero médio de
machos fora do abrigo ao longo do tempo. Na auséncia de odor de fémeas, um
baixo numero de machos abandonou os abrigos, sem variagdes aparentes ao longo
do tempo. Entretanto, na presenca de odor de fémeas observou-se um aumento
drastico no numero médio de machos fora do abrigo. A comparagdo do numero
médio de machos fora do abrigo nas séries controle e experimental foi
significativamente diferente (teste t de Student para amostras pareadas, p<0,01). Na
figura 14 é possivel observar que as fémeas sairam dos abrigos com alta freqiiéncia
nas duas séries estudadas, demonstrando que a atividade de saida do abrigo das
fémeas nao foi afetada pela presenca de odor de macho. A comparagado do numero
médio de fémeas fora do abrigo nas séries controle e experimental ndo apresenta
diferenca estatistica (teste t de Student para amostras pareadas, N.S.). Cabe
salientar que esse padrdao de saida do abrigo das fémeas foi maior no inicio da
escotofase, mas foi observado ao longo da maior parte do experimento. Foi possivel
observar uma tendéncia das fémeas deixarem os abrigos nas primeiras horas da
escotofase e retornarem somente no final desta fase. Entretanto, quando foi
comparada a atividade espontdnea de saida de abrigos de ambos os sexos
(somente as séries controle), as fémeas apresentaram atividade significativamente

maior do que os machos (teste t de Student para amostras independentes, p<0,002).
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Uma comparacgéo foi realizada para avaliar se existia diferenga na atividade
locomotora espontdnea de machos e fémeas de R. prolixus, porém nenhuma
diferenga significativa foi observada (teste t de Student para amostras

independentes, N.S.).
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Figura 13- Variagdo do numero médio de machos fora do abrigo ao longo do tempo.
(e) Atividade espontanea; (o) Atividade de machos na presencga de odor de fémeas.
Os valores representam a média de seis réplicas por hora/série. A barra superior

representa o ciclo de iluminagéo: branco/fotofase; preto/escotofase.
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Figura 14- Variagdo do numero médios de fémeas fora do abrigo ao longo do tempo.
(o) Atividade espontanea. (o) Atividade de fémeas na presenca de odor de machos.
Os valores representam a média de seis réplicas por hora/série. A barra superior

representa o ciclo de iluminagéo: branco/fotofase; preto/escotofase.
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A atividade locomotora dos machos foi sensivelmente aumentada na
presenca de odor de fémeas (Figura 15; teste t de Student para amostras pareadas,
p<0,02). Entretanto, quando fémeas foram estimuladas com odor de machos néao
foram observadas mudancgas na sua atividade locomotora (Figura 16; teste t de

Student para amostras pareadas N.S.).

Os resultados relacionados a variagao temporal demonstram que durante as
primeiras horas da escotofase, machos de R. prolixus aumentam sua atividade
locomotora na presenca de odores de fémeas (Figura 15). Por outro lado, fémeas

nao apresentaram um padrao temporal semelhante (Figura 16).
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Figura 15- Padrao temporal da atividade locomotora de machos de R. prolixus. (e)
Controle: atividade espontéanea; e (o) Experimental: machos estimulados com odor
de fémeas. Os valores representam a média de seis réplicas por hora/série. A barra

superior representa o ciclo de iluminacao: branco/fotofase; preto/escotofase.
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Figura 16- Padrao temporal da atividade locomotora de fémeas de R. prolixus.

(e)Controle: atividade espontanea; e (o)Experimental: fémeas estimuladas com odor

de machos. Os valores representam a média de seis réplicas por hora/série. A barra

superior representa o ciclo de iluminagéo: branco/fotofase; preto/escotofase.
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Um terceiro parametro, as tentativas de cépula entre machos, também foi
avaliado neste experimento. Este comportamento é comumente observado entre
machos de triatomineos, que somente parecem reconhecer o sexo do parceiro apos
o contato. Entretanto, na presenca de odor de fémeas foi observado um aumento
significativo no niumero destas tentativas de copula (Figura 17; teste t de Student
para amostras pareadas, p<0,0008). A representacao da variagao temporal mostrou
que as tentativas de cédpula entre machos aumentaram na presenca de odor de

fémeas, mas somente durante as primeiras horas da escotofase (Figura 17).
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Figura 17- Padrao temporal de tentativas de copula entre machos de R. prolixus nas
séries: (o) controle: atividade espontanea; e (o) experimental: machos estimulados
com odor de fémeas. Os valores representam a média de seis réplicas por
hora/série. A barra superior representa o ciclo de iluminagao: branco/fotofase;

preto/escotofase.
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4.2 Ativacao e orientacao durante o inicio do voo de Rhodnius prolixus frente

a sinais quimicos emitidos por individuos do sexo oposto

Através da analise dos registros em video do comportamento dos insetos, foi
possivel observar que freqlentemente um inseto subia pela haste de madeira e que
a partir desse momento, era habitual observar uma postura corporal caracteristica e

a movimentacao das antenas em direcao da corrente de ar (Figura 18 A-F).

Figura 18- Macho de R. prolixus estimulado com uma corrente de ar transportando

odor de fémeas. Seqiiéncia de fotos tiradas num intervalo de 1 segundo. Foto: Rodrigo

Sinistro.
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A analise estatistica revelou uma interacao entre os dois parametros testados,
género e estimulo, indicando que machos e fémeas respondem diferentemente aos
varios estimulos apresentados (ANOVA 1 fator, F(218=12,63, p<0,0004). Além disso,
a resposta de ativacdo dos machos variou significativamente de acordo com o
estimulo, mostrando uma alta ativacdo na presenca de odor de fémeas (ANOVA,

F2,18= 11,94, p <0,0005).

Os resultados mostraram claramente que na presenca de correntes de ar
associadas com odor de fémeas, os machos aumentaram a freqiiéncia de inicio de
véo (Figura 19, 82.5%), quando comparada com a observada na presenca de
correntes de ar limpo (Figura 19, 33.7%, Tukey, p<0,05) ou de correntes associadas
com odor de machos (Figura 19, 37.5%, Tukey, p<0.05). A comparacao entre os
ensaios controle (ar limpo) e na presenga de correntes associadas a odor de
machos nado se mostrou significativa (Figura 19, Tukey, N.S.). Fémeas nao
mostraram diferencgas significativas na sua tendéncia de iniciar o voo na presenca
dos diferentes estimulos testados (ANOVA, N.S.). Especificamente, as fémeas nao
mostraram diferencas significativas quando confrontadas com correntes de ar
associadas a odor de machos (21.2%), fémeas (47.5%) ou correntes de ar limpo

(Figura 19, 37.5%; ANOVA, F (2 1g= 2.85, p=0,08).

84



100 ~ *
* \ EE Arlimpo
I 1 Odor de machos
I Odor de fémeas
80
< ns
B’ 60 T T
Q ns T
[0} 1
©
o
£
20 +
0 - T T
Macho Fémea

Grupo Testado

Figura 19. Frequéncia de inicio de v6o em adultos de Rhodnius prolixus (*Tukey,

P<0.05).
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Machos mostraram uma acentuada tendéncia a iniciar o voo na direcao de
correntes de ar associadas odor de fémeas (Figura 20C; uy=356,4° r=0,88; teste de
Rayleigh, p< 0,0001; teste V, p < 0, 0001). De maneira semelhante, as outras séries
estudadas mostraram uma distribuicao heterogénea dos dados na presenca de
correntes de ar limpo (Figura 20A; u=11,7° r=0,70, p<0,025 teste de Rayleigh; teste
V, p<0,004)], e de odores de machos [Figura 20E; uy=321,1° r=0,82, p<0,002 teste

de Rayleigh; teste V, p<0,004)

Fémeas demonstraram uma distribuicdo uniforme dos dados em todos os
ensaios nos quais foram estimuladas com correntes de ar limpo, associadas a odor

de machos ou odores de fémeas (Figura 20 B, D, F; teste de Rayleigh, NS).
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Figura 20- Orientagéo de R. prolixus durante inicio do voo frente a correntes de ar
associadas a diferentes estimulos (a posicao do estimulo foi convencionalmente
designada como 09. Asteriscos indicam que os dados nao apresentaram uma
distribuicdo uniforme e que houve orientacao significativa na diregdo da corrente de
ar. * teste de Rayleigh, p<0,025; teste V p<0,004; ** p<0,002 teste de Rayleigh; teste

V p<0,004, *** p< 0,0001 teste de Rayleigh e teste V.
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A partir destes resultados, foi planejado um novo experimento para determinar
a possivel fonte destes odores emitidos pelas fémeas. Desta forma, estudamos o
efeito da oclusao das glandulas exdécrinas presentes nos adultos de triatomineos, as
glandulas metasternais e as glandulas de Brindley. Para isso, os orificios das
glandulas metasternais ou de Brindley de fémeas foram ocluidos com parafina 24 hr
antes da utilizacdo das mesmas como fontes de volateis nos testes com machos. A
freqliéncia de inicio de voo dos machos variou significativamente de acordo com os
tratamentos (ANOVA de um fator, F(4)= 19.95, p= 0,000007). Em ensaios controle,
nos quais a parafina era colocada num local diferente da cuticula das fémeas, sem
ocluir as glandulas, 72,5% dos machos iniciaram o vdo. Esses resultados néao
apresentaram diferenca significativa com os obtidos com machos estimulados por
correntes de ar associadas com odor de fémeas intactas (82,5%, Tukey, NS). No
entanto, uma diminui¢do significativa da atividade do voo dos machos foi verificada
quando os orificios da GMs das fémeas utilizadas como fonte de volateis foram
ocluidos (23.7%, Tukey, p< 0,05) ou quando os orificios de ambos os tipos de
glandulas foram ocluidos (GM + GB), (Figura 19, 23.3%, Tukey, p<0,05). Finalmente,
a comparagdo com fémeas intactas ndo mostrou mudancgas significativas na
frequencia de inicio de voo dos machos testados frente a odor de fémeas que

tiveram os orificios das GBs ocluidos 82,5 % (Figura 21, Tukey, NS).
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Figura 21- Frequéncia de inicio de véo de machos de Rhodnius prolixus frente a
correntes de ar associadas a diferentes fontes de odor (Tukey, p< 0,05).
Tratamentos: Intacto= odor de fémeas intactas; GB= odor de fémeas com os orificios
das GBs ocluidos; GM= odor de fémeas com os orificios das GMs ocluidos;
GB+GM= odor de fémeas com os orificios das GBs e GMs ocluidos; sham= odor de

fémeas tratadas com parafina sem ocluir os orificios das glandulas exécrinas.
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Adicionalmente, a resposta dos machos foi analisada frente a estimulacao
com uma amostra de GMs dissecadas de fémea. Os resultados obtidos demonstram
que a frequéncia de inicio de voo dos machos (60%) nao foi significativamente
diferente da observada quando foram estimulados com odor de fémeas intactas
(Tukey, NS). Entretanto, as amostras controle, compostas de pecas de tecidos
internos e cuticula ndo pareceram promover o voo dos machos de maneira

semelhante (34%, Figura 22, Tukey, p<0,05).
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Figura 22- Frequéncia de inicio de vbo de machos de Rhodnius prolixus frente a
correntes de ar associadas a diferentes fontes de odor (Tukey, p< 0,05).
Tratamentos: Intacto= odor de fémeas intactas; Glandulas= pool/ de 10 GMs;

Controle tecido e cuticula= 10 amostras de tecido e cuticula.
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Machos mostraram uma atividade de voo orientada em diregao a correntes de
ar associadas a odores de glandulas de fémeas sham (Figura 23, teste de Rayleigh,
pu=346,2° r= 0,72; teste V, p=0.007). De maneira se melhante, o restante dos dados
destes experimentos mostrou uma distribuicdo heterogénea. Os machos iniciaram
voos significativamente orientados na presenca de correntes de ar associadas com
odor de fémeas cujas GMs foram ocluidas com parafina (Figura 23, teste de
Rayleigh, y=357,23° r=0,97, p= 0,007; teste V, p= 0,001); com odor de fémeas com
os orificios das GMs e GB ocluidos com parafina (Figura 23, teste de Rayleigh,
pu=8,0° r=0,99, p=0,007; teste V, p=0,001); com odor de uma preparagcao com 10
glandulas metasternais (Figura 23, teste de Rayleigh, y=19,6° r=0,88, p=0,002;
teste V, p=0,005). E finalmente um controle de pecas de cuticula e tecido (Figura 23,
teste de Rayleigh, y= 336,72° r= 0,67, p= 0,026; teste V, p= 0,03). Desta forma, em
todas as séries, os machos apresentaram uma distribuicdo heterogénea no inicio de
voo evidenciando novamente uma tendéncia direcional frente as correntes de ar,

independentemente do odor associado.
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Figura 23- Frequéncia e direcao do inicio de véo de machos de R. prolixus em
relacdo aos diferentes estimulos apresentados. **dados distribuidos nao
uniformemente, i.e. orientacao (teste de Rayleigh, P<0.05). A orientagdo ocorreu
sempre em direcao a corrente de ar (teste V, P<0.05) Controle sham= correntes de
ar associadas com odor de fémeas tratadas com parafina sem ocluir glandulas
exoOcrinas. Fémea GM @ GB O = correntes de ar associadas com odor de fémeas
com GMs ocluidas com parafina. Fémea MG O BG @ = odor de fémeas com
glandulas de Brindley (GB) ocluidas. Fémea MG O BG @ = odor de fémeas com
GMs e GBs ocluidas. Glandulas = amostra de 10 GMs. Cuticula e tecido = controle

de pecas de cuticula e tecidos internos.
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4.3 Orientacao modulada por odor durante a locomoc¢ao de adultos de

Rhodnius prolixus

Foi possivel observar que os insetos se locomoveram normalmente, o que
indicou que as condi¢cbes de experimentacdo nao inibiram a expressao normal do
comportamento dos mesmos. Na figura 24 sao apresentados exemplos de trajetérias
descritas por nove insetos confrontados com diferentes estimulos. As figuras 24A-
24C apresentam trajetérias sinuosas obtidas em diferentes situagbes: a) quando
fémeas foram confrontadas com duas correntes de ar limpo, b) quando confrontadas
com uma corrente de ar limpo vs uma corrente associada a odor de fémea e, c)
qguando confrontadas com ar limpo vs outra associada a odor de macho. Ja quando
fémeas foram confrontadas com ar limpo vs uma corrente com odor de
camundongo, foi possivel observar trajetérias direcionadas e mais retilineas (Figura
24D). As figuras 24E-24F mostram algumas das trajetorias obtidas com: a) machos
confrontados com duas correntes de ar limpo e, b) machos confrontados com uma
corrente de ar limpo vs outra associada a odor de macho. Nestes casos, também
foram observadas trajetérias sinuosas. Entretanto, quando os machos foram
confrontados com uma corrente de ar limpo vs outra associada a odor de fémea,
foram registradas trajetorias claramente lineares e direcionadas a corrente
associada a fonte de odor (Figura 24G). Porém, o mesmo néo foi observado quando
os machos foram confrontados com uma corrente de ar limpo vs outra associada a
odor de fémeas que tiveram os orificios das GMs ocluidos com parafina (Figura
24H). Entretanto, a orientacdo nao foi afetada quando os machos foram
confrontados com uma corrente de ar limpo vs outra associada com odor de fémeas

tratadas com parafina, mas sem ocluir os orificios das suas GMs (Figura 24l).
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Figura 24- Exemplos de trajetérias individuais: (A)- Fémea confrontada com duas
correntes de ar limpo. (B)- Fémea confrontada com uma corrente de ar limpo vs e
outra associada a odor de fémea. (C)- Fémea confrontada com uma corrente de ar
limpo vs e outra associada a odor de macho, e (D)- Fémea confrontada com uma
corrente de ar limpo vs outra com odor de camundongo. (E)- Macho confrontado
com duas correntes de ar limpo. (F)- Macho confrontado com uma corrente de ar
limpo vs e outra associada a odor de macho. (G)- Macho confrontado com uma
corrente de ar limpo vs e outra associada a odor de fémea. (H)- Macho confrontado
com uma corrente de ar limpo vs outra associada a odor de fémeas que tiveram
GMs ocluidas com parafina. (I)- Macho confrontado com uma corrente de ar limpo vs
e outra associada com odor de fémeas tratadas com parafina, mas sem ocluir as

GMs.
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Na figura 25 os histogramas circulares representam a freqiiéncia dos angulos
exibidos pelos insetos durante a sua locomocédo. Fémeas mostraram uma
distribuicdo uniforme da sua orientacdo em todos os ensaios (Teste de Rayleigh,
N.S.), a excecao da série em que foram confrontadas com uma corrente de ar
associada a odor de camundongo. A estimulacdo das fémeas com o odor de
hospedeiro mostrou que estas apresentaram uma escolha significativa pela direcao
da corrente de ar associada com este odor (Figura 25, y=343,52° r=0,51; Teste de
Rayleigh, p<0,002; V-teste p<0,001,). O calculo dos diferentes indices de orientacao
de fémeas indicou que houve orientacdo somente na série em que fémeas foram
confrontadas com correntes de ar associadas a odor de hospedeiro (Figura 25,
10=0,43). A fim de comparar os indices de orientagao de cada grupo experimental foi
realizado um teste de ANOVA de um fator seguido por uma comparacao de pares de
meédias pelo teste de Tukey. Esta analise demonstrou que o indice de orientacdo das
fémeas foi diferente dependendo do estimulo apresentado (ANOVA, f;116=10,42,
p<0,0001) e que foi significativamente maior nas fémeas confrontadas com odor de

hospedeiro que nos outros tratamentos (Tukey p<0,0001)

O histograma circular da Figura 26 mostra que os machos apresentaram uma
atividade locomotora orientada na direcao das correntes de ar associadas com odor
de fémea (u=344,72° r=0,40, Teste de Rayleigh, p< 0,04; Teste V, p<0,008).
Diferentemente, houve uma distribuicdo uniforme na diregcdo média das trajetérias
dos machos na presenca de duas correntes de ar limpo (U=312,61° r=0,24,Teste de
Rayleigh, p<0,179) ou quando confrontados com uma corrente de ar limpo vs outra

associada com odor de macho (u=307,14°, Teste de Rayleigh, r=0,10, p<0,7).

A partir destes resultados nosso estudo se direcionou na analise da possivel
fonte de odores emitidos pelas fémeas. Investigamos desta forma a participacao dos

produtos das GMs de fémeas na modulacido das respostas anemotaticas dos
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machos. Para isso, as GMs das fémeas foram ocluidas 24 hr antes da sua utilizacao
como fontes de odor. Em ensaios controle, nos quais a parafina aplicada as fémeas
nao ocluia as glandulas, os machos apresentaram um direcionamento significativo
nas suas trajetorias, se orientando no sentido da corrente de ar associada com a
fonte de odor (Figura 26, y=333°, r=0,65, teste de Rayleigh, p< 0,0001; Teste V, p <
0, 0001) . Entretanto, quando machos foram confrontados com correntes de ar
associadas com odor de fémeas com as GMs ocluidas, este direcionamento nas
respostas nao foi observado (u=294° r=0,26; Teste de Rayleigh, p<0,13). Os indices
indicaram orientagcdo na direcdo da fonte de estimulo somente com os machos
testados com odor de fémeas intactas (10=0,46) e fémeas sham (10=0,38). A fim de
comparar os indices de orientacdo de cada grupo experimental foi realizado um
teste de Kruskall-Wallis. Esta analise demonstrou que os indices de orientagcado dos
machos estimulados com odor de fémeas intactas e com odor de fémeas sham
foram significativamente maiores aos dos outros grupos (Figura 26, Kruskall-Wallis,

f=4 p<0,0001).
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Figura 25- Orientagdo de fémeas de R. prolixus frente a correntes de ar associadas
a diferentes estimulos olfativos. O indice de orientagao (I0= cosan.r) € representado
para as diferentes séries experimentais: 1 indica orientagdo na direcao da corrente
de ar associada a fonte de odor e, -1 indica orientacdo na direcao oposta. Os
histogramas circulares representam a distribuicao de freqiiéncia dos angulos médios
exibidos nas trajetérias dos insetos. Como convencédo, a direcdo do estimulo foi
atribuida ao angulo de 0°. Diferentes letras denotam diferencas estatisticamente

significativas, ANOVA, p<0,0001).
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Figura 26- Orientacdo de machos de R. prolixus frente a correntes de ar associadas
a diferentes estimulos olfativos. O indice de orientacao (I0= cosan.r) € representado
para as diferentes séries experimentais: 1 indica orientagdo na diregcdo da corrente
de ar associada a fonte de odor e, -1 indica orientagcdo na direcdo oposta. Os
histogramas circulares representam a distribuicao de freqii€ncia dos angulos médios
exibidos nas trajetérias dos insetos. Como convencao, a direcao do estimulo foi
atribuida ao angulo de 0°. Diferentes letras denotam diferencas estatisticamente

significativas, Kruskall-Wallis, p<0,0001).

99



4.4 Agregacao sexual em Rhodnius prolixus

Os resultados obtidos estudando o comportamento sexual de 4 machos com
uma fémea intacta permitiram comprovar que ap6s o inicio da copula os machos
livres na arena tendiam a se agregar em volta do par em cépula (Figura 27). Este
comportamento nao foi observado com fémeas, ja que o numero de fémeas ao redor
do casal em copula permaneceu inalterado apds o inicio da cépula (Figura 28).
Adicionalmente, nado observamos uma tendéncia de agregacdo espontanea de
machos na auséncia de um casal em cépula (Figura 29). Estes resultados suportam
a existéncia do sinal de agregacao liberado pelo casal em cépula, afetando o

comportamento dos machos.
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Figura 27- Numero médio de machos agregados ao redor do casal em copula em

funcéo do tempo. 4M:1F: 4 machos e uma fémea intacta (n=9).
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Figura 28- Numero médio de fémeas agregadas ao redor do casal em copula em

funcéo do tempo. 4F:1M: 4 fémeas e um macho intacto (n=9).
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Figura 29- Numero médio de machos agregados ao redor do casal em copula em

funcéo do tempo. 4M:1M: 4 machos e um macho intacto (n=9).
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Para verificar a origem do sinal quimico que induz a agregacao dos machos
em volta dos casais em copula, ocluimos as GMs de um grupo de fémeas a utilizar
como potenciais fontes de odor. Na série em que 4 machos intactos foram testados
com uma fémea com as GMs ocluidas, os resultados mostraram que nao houve
agregacao de machos na auséncia de odores das GMs de fémeas (Figura 30). Uma
série controle (sham) foi realizada a fim de verificar se havia um efeito conseqiiente
da aplicacao de parafina nos insetos. Esta manipulacdo nao afetou a agregacao de
machos em torno dos casais em copula (Figura 31). Na ultima série analisamos se a
auséncia dos odores de GMs de macho podia afetar a agregacdo dos mesmos
durante a copula. Na auséncia de odor de GMs de macho, houve agregacao de
machos ao redor do casal em copula (Figura 32). Assim, os resultados apresentados
neste experimento demonstram a existéncia de agregagao nos seguintes grupos

estudados: 4M1F, 4M1Fsham, 4Mmt1F (Qui-quadrado=31,45; p<0,0001).
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Figura 30- Numero médio de machos agregados ao redor do casal em copula em
funcao do tempo. 4M:1FMG: 4 machos intactos e uma fémea com os orificios das

GMs ocluidos (n=6).
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Figura 31- Numero médio de machos agregados ao redor do casal em copula em

funcéo do tempo. 4M:1Fsham: 4 machos intactos e uma fémea tratada com parafina,

sem ocluir os orificios das GMs (n=9).
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Figura 32- Numero médio de machos agregados ao redor do casal em copula em
funcdo do tempo. 4Mmt:1F: 4 machos com os orificios das GMs ocluidos e uma

fémea intacta (n=6).
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A frequéncia de copula também variou entre as diferentes séries
desenvolvidas. Nos ensaios com 4 machos e 1 fémea, foram realizadas 12
tentativas de codpula, sendo que os insetos copularam em 9 dos ensaios (75%). Nos
ensaios com 4 fémeas e 1 macho, foram observadas 11 tentativas de copula, e 9
ensaios (81,8%) apresentaram cépula. Na série com 4 machos e 1 fémea com GMs
ocluidas observamos somente 6 ensaios com cépula dos 22 realizados (27,27 %);
i.e., 0 sucesso de coOpula dessa série foi significativamente menor em relacao as
outras (Qui-quadrado de particado p<0,0005). Adicionalmente, quando 4 machos
intactos foram liberados com uma fémea sham , a relagdo observada foi de 9/11
(81,8%). Finalmente, quando 4 machos com as GMs ocluidas foram liberados junto

com uma fémea intacta, a proporgao foi intermediaria 6/11 (54,5%) (Tabela 1).

A duracdo média da cépula foi relativamente similar em todas as séries
apresentadas, com a exce¢ado da série realizada com 4 machos e 1 fémea com as
GMs ocluidas (Tabela 1). Entretanto, e de acordo com a analise estatistica, esta

diferenca nao foi significativa (ANOVA, p=0,07).

A existéncia e duracdo das associagbes pos-copula (APC) foi outro fator
avaliado neste estudo. O tempo de associagao pds-copula foi definido como o tempo
que o macho ficava encima da fémea apds a separagdo do edeago da genitalia
feminina. Nao foram observadas diferencas significativas na duracdo deste

comportamento nas séries apresentadas (Tabela 1, Kruskal-Wallis, p=0,18).

Somente nas séries com 4 machos e 1 fémea e 4 machos e 1 fémea sham foi
observada a ocorréncia de uma segunda cépula. Ou seja, nestas condi¢gbes algumas
fémeas copularam com mais de um macho. Um maximo de duas cépulas foi
observado em 4 ensaios dessas séries de ensaios. Nao foi observado um
comportamento de agregacao sexual dos machos em volta do par em copula em
nenhuma destas duas séries durante a segunda cépula (Tabela 1). Como nao foi
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observada mais de uma cépula na série com 4 fémeas e um macho, a fim de
verificar o potencial de cépula dos machos foram realizados 4 ensaios adicionais
destas mesmas séries. Estes ensaios foram filmados durante 24 hr. O objetivo foi
verificar se neste periodo, apés a primeira cdpula, o mesmo macho copularia com
outra/s fémeal/s. Nao foi possivel observar cépulas subsequentes realizadas pelo

mesmo macho dentro de um periodo de 24 horas.
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Tabela 1- Pardmetros do comportamento sexual de Rhodnius prolixus nos diferentes

grupos experimentais.

Grupo N  Frequéncia Duracdo  Associacdo Segunda
experimental de cépula dacépula pds-cépula copula
(min) (min) (%)
4AM/MF 9 9/12(75%)* 402+65° 66+1.3° 45
4F/1M 9 9/11(81.8%)* 34.6 +3.6° 46 +1° -
4AM/AM* 9 - - - -
AM/MF MG 6 6/22(27.3%)° 37.9+3.5° - -
4M/1F sham 9 9/11(81.8%)* 37+4.7° 4.3+12° 45
AMMG/1F 6 6/11(54.5%)* 20.5+4.7% 0.8+0.3° -

4M/1F = 4 machos/ 1 fémea, 4F/1M = 4 fémea/ 1 macho, 4M/1M*= 4 machos/ 1 macho marcado,
4M/1F MG= 4 machos/ 1 fémea com os orificios das GMs ocluidos com parafina, 4M/1F sham=

4 machos/ 1 fémea tratada com parafina sem ocluir os orificios das GMs, e 4MMG/1F= 4 machos

com os orificios das GMs ocluidos com parafina/ 1 fémea. Diferentes letras indicam diferencas

estatisticas significativas entre os valores.
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A figura 33 representa de uma forma ilustrativa a sequéncia comportamental
apresentada pelos machos de Rhodnius prolixus em diferentes tratamentos. Na
primeira sequéncia (A), foi observado o comportamento de agregacdo de machos
quando estes foram testados junto com uma fémea intacta (4 machos/1 fémea). Na
seguinte seqiiéncia (B) observa-se uma auséncia de agregacao dos machos quando

a fémea apresentava as GMs ocluidas (4 machos/1 fémea GMs ocluidas).

Figura 33- Sequéncia comportamental de machos de Rhodnius prolixus em
diferentes condi¢cbes experimentais. (A) Comportamento de agregacdo de machos
frente a uma coépula com fémea intacta (4 machos/1 femea). (B) Auséncia de
agregacao de machos quando a fémea apresentou as GMs ocluidas (4 machos/1

femea GMs ocluidas).
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Discussio




5 Discussao

5.1 Dinamica de uso de abrigos em adultos de Rhodnius prolixus: a atividade

locomotora modulada por sinais sexuais

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel ampliar nosso
conhecimento sobre a biologia do inseto vetor R. prolixus. Sabe-se que durante o
dia, os triatomineos, normalmente permanecem dentro de abrigos protegendo-se de
predadores (Settembrini 1984). Durante este periodo, o nivel de atividade se
mantém baixo, ficando os insetos em um estado de imobilidade denominado
akinesis (Wigglesworth & Gillet 1934). Uma série de comportamentos, a maioria
deles de expressao ritmica controlada de maneira enddgena, faz com que estes
insetos permanec¢am inativos no interior dos abrigos. Dentre eles, os principais sdo a
sua tigmotaxia, i.e., a sua tendéncia a procurar contato fisico com o substrato e
conespecificos, e o comportamento de agregacdo mediado por pistas quimicas
volateis e de contato (Lorenzo & Lazzari 1996; 1999; Lorenzo Figueiras & Lazzari
1998). Ao anoitecer, os triatomineos podemabandonar seu estado de akinesis e
iniciar a busca de alimento (Lorenzo & Lazzari, 1998). Ao mesmo tempo, sua
motivacdo para a alimentagcdo aumenta (Nufiez 1982, Settembrini 1984, Lazzari
1992, Guerenstein & Guerin 2001, Barrozo & Lazzari 2003, Barrozo & Lazzari
2004a, 2004b) e os sinais originados no hospedeiro tornam-se atrativos (Barrozo &
Lazzari 2003, Barrozo & Lazzari 2004a, 2004b). Os resultados gerados neste
trabalho indicam que nas primeiras horas da fase escura os machos de R. prolixus
podem apresentar uma maior tendéncia a abandonar os seus abrigos e uma maior
atividade locomotora subsequente na presenca de odor que evidencia a presenca de
fémeas nas proximidades. Adicionalmente, um maior numero de tentativas de copula
entre machos é desencadeado pela presenca de sinais emitidos por fémeas.

Desta forma, sugerimos que as fémeas emitem sinais volateis que promovem a



saida dos machos de dentro dos reflgios e posteriormente intensificam a atividade
locomotora dos mesmos. O mesmo resultado ndo foi observado com fémeas,
sugerindo que machos néo emitem sinais que promovam um aumento significativo
na atividade locomotora das fémeas. Entretanto, comparando o niumero de saidas
do abrigo nos ensaios controle com machos e fémeas, observamos que as fémeas
sairam significativamente mais dos abrigos do que os machos. Sugerimos que,

fémeas saem do abrigo nestas condic¢es fisioldgicas em busca do hospedeiro.

A dinamica do uso de abrigos associada com a busca ao hospedeiro foi descrita
por Lorenzo & Lazzari (1998) em T. infestans, revelando que durante a noite duas
diferentes atividades sao divididas em diferentes janelas temporais, e.g., a saida e o
retorno ao abrigo, durante a primeira e segunda metade da noite, respectivamente.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que quando machos sao
estimulados com odor de fémeas, uma intensa atividade locomotora & observada
nas primeiras horas da escotofase. Estes resultados sugerem que os machos
exibem uma maior motivagao para a procura de parceiro sexual durante as primeiras
horas da noite. Desta forma, os insetos evitam uma exposicdo aos seus potenciais
predadores durante o dia, protegendo-se dentro dos abrigos. Lorenzo & Lazzari
(1998) propdem que os dois picos de atividade apresentados por T. infestans estao
relacionados a motivagao para encontrar um hospedeiro e a busca de abrigo. Neste
trabalho, podemos sugerir que o padrao com dois picos de atividade exibido por
machos R. prolixus estaria relacionado com a busca de parceira sexual no inicio da
noite e seu retorno ao abrigo no final da noite a fim de encontrar protecao durante as
horas do dia. O aumento significativo registrado no numero de tentativas de cépula,
restrito as primeiras horas da escotofase, parece confirmar a existéncia de uma
maior motivacao sexual dos machos durante este periodo. Experimentos que

confirmem a ritmicidade do comportamento sexual dos machos sdo necessarios
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para confirmar se o maior numero de saidas do abrigo dos machos restrito ao inicio
da noite é devido a sua motivacao restrita a uma janela especifica, a emisséao de
sinais por parte das fémeas de maneira ritmica ou a convergéncia de ambos os
fenémenos mencionados.

Desta maneira, os dados obtidos sugerem que as atividades que formam
parte da biologia destes insetos parecem estar controladas por relégios endégenos e
restritas as mesmas janelas temporais. A Unica excecao parece ser a atividade de
busca de abrigo, fundamentalmente expressa no fim da fase escura. A relevancia
dos insetos permanecerem fora dos abrigos durante o restante da escotofase
poderia estar relacionada com uma maior eficiencia na detecgao e busca de sinais
relacionados aos recursos cuja demanda nao tem sido satisfeita. Experimentos que
avaliem esta hipdtese sdo necessarios para melhor entender estes aspectos do
comportamento dos triatomineos. Este tipo de informagbes €& extremamente
relevante devido ao fato de que o controle destes insetos baseia-se atualmente na
aplicacado de inseticidas e que a eficiéncia de tais procedimentos € grandemente
afetada pelo grau de exposicdo dos insetos. A compreensdo dos estimulos que
induzem a saida dos abrigos e da sua eficacia diferencial de acordo com a fase do
ciclo diario é relevante para o desenho de novas estratégias de controle ou para a

adequacao das existentes.
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5.2 Ativacgao e orientagao durante o inicio do voo de Rhodnius prolixus frente a

sinais quimicos emitidos por individuos do sexo oposto

Neste trabalho analizamos se adultos conespecificos podem atuar como fonte
de estimulos que induzam o inicio do voo de R. prolixus. Adicionalmente, avaliamos
se os insetos mostram uma orientacao significativa durante esta atividade. Este é o
primeiro estudo a demonstrar a existéncia de orientagdo modulada por odor durante
o inicio do voo de R. prolixus. Especificamente, nossos experimentos demonstraram
que a expressao desta atividade nos machos € aumentada significativamente na
presenca de odores emitidos por fémeas. A possivel existéncia de mecanismos de
orientacao mediada por odor durante o voo nao tinha sido avaliada para triatomineos
ate que o presente estudo e um trabalho paralelo (Vitta 2009) desenvolvido no
mesmo laboratério demonstraram que machos iniciam o voo com maior frequéncia

em presenca de odor emitido por fémeas de R. prolixus e Triatoma brasiliensis.

Particularmente, quando machos de todos os grupos foram estimulados
correntes de ar associadas ou nao a odores foi possivel observar orientacdo
significativa na direcdo da corrente de ar, demonstrando anemotaxia positiva.
Barrozo et al. (2003), descreveram um comportamento anemotatico positivo durante

a marcha de ninfas de 5° estadio de T. infestans.

Neste estudo, verificamos que a ativagdo dos machos é significativamente mais
intensa na presenca de odor de fémeas. Este achado demonstra que os machos sao
ativados pela presenca do odor de fémea nas correntes de ar. Os resultados séo
especialmente relevantes uma vez que a atividade de voo dos triatomineos esta
relacionada com a sua dispersao e subsequente colonizagcdo de novos habitats
(Sjogren & Ryckman 1966; Lehane & Schofield 1976; Schofield & Matthews, 1985;

Cecere et al., 2004; Vazquez-Prokopec et al., 2004; Ceballos et al., 2005).
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Foi demonstrado que a auséncia dos odores das GMs das fémeas afetou o inicio
do voo dos machos. Este fato sugere o envolvimento dos produtos desta glandula na
mediacdo do comportamento sexual dos machos desta espécie. Crespo & Manrique
(2007), relataram a importancia desta glandula para a ocorréncia da copula, assim
como para a agregacao de T. infestans. Coincidentemente, Pontes et al. (2008)
demontraram que na auséncia dos compostos das GMs de machos e fémeas a
frequéncia da copula é drasticamente diminuida em R. prolixus. No presente estudo,
a oclusao das GMs induziu uma significativa diminuicado na frequencia de inicio do
voo de machos desta espécie. Por outro lado, a eliminagdo dos odor das GBs nao
alterou a frequencia de inicio do voo dos machos, sugerindo que seus produtos
volateis nao induzem o inicio do voo nesta espécie. Entretanto, os produtos das GBs
tem sido associados com uma fungao sexual por outros autores (Rojas et al., 2002,

Fontan et al., 2002).

A importancia dos odores das GMs de fémeas na ativacao do inicio do voo de
machos de R. prolixus foi reforcada pelos resultados obtidos com amostras de
glandulas dissecadas de fémeas, que induziram uma frequencia de inicio de voo que
ndo mostrou diferenga significativa com a observada com machos estimulados com
fémeas intactas. Desta forma, sugerimos a existéncia de sinais quimicos produzidos
pelas GMs de fémeas que promovem uma ativacao do inicio do voo dos machos em

R. prolixus.

Sugerimos entdo que os machos R. prolixus podem investir mais recursos no
encontro da parceiro sexual e que esta atividade pode envolver a orientacdo a
longas distancias através do vOo. Os resultados aqui apresentados sugerem a
existéncia de um mecanismo de orientacdo que pode permitir que machos de R.
prolixus localizem ecoétopos colonizados por fémeas. Estudos de semi-campo ou

desenvolvidos no ambiente silvestre deverdo avaliar estas hipéteses e testar se
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misturas sintéticas destes compostos podem ser utilizadas para atrair machos desta
espécie. Os resultados também parecem confirmar a existéncia de um aparente
“‘chamado” quimico realizado pelas fémeas durante a escotofase (Pontes et al. 2008)

de maneira semelhante ao conhecido para outras espécies de insetos noturnos.

A atividade de v6o dos triatomineos pode ser modulada por fatores fisioldgicos
(Lehane & Schofield 1981, 1982, Lehane et al, 1992;. McEwen et al. 1993; McEwen
& Lehane, 1993, 1994, Schofield et al. 1992; Gurevitz et al, 2006), entretanto, pouco
se sabe sobre fatores externos que podem afeta-la. Alguns estudos avaliaram o
efeito de estimulos externos no inicio do voo (Lehane et al. 1992; Gurevitz et al,
2006) e no seu direcionamento (Minoli & Lazzari, 2006). Nosso dispositivo
experimental € uma versao modificada do originalmente apresentado por Minoli e
Lazzari (2006), adaptado no presente estudo para avaliar o efeito de sinais olfativos.
A identificacdo de compostos volateis capazes de modificar o comportamento dos
machos R. prolixus, atraindo-os a longas distancias, permitiria o desenvolvimento de
iscas para a sua deteccao e controle. Para atingir esta meta, seria ainda necessario
estabelecer quais dos compostos previamente identificados por Pontes et al. (2008)
nas GMs de R. prolixus possuem um papel como sinais de ativacdo do voo e

subsequente orientagdo durante o mesmo.
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5.3 Orientacao modulada por odor durante a locomogao de adultos de

Rhodnius prolixus

Neste estudo, demonstramos que machos adultos de R. prolixus possuem um
mecanismo de orientacao durante a sua locomocgao que € modulado por odores
emitidos por fémeas, desta forma sugerimos que machos de R. prolixus sao capazes
de reconhecer sinais quimicos produzidos pelas fémeas e orientar-se ativamente até

a elas.

Nossos resultados demonstraram que machos e fémeas expostos a duas
correntes de ar limpo apresentadas em direcées opostas mostraram trajetérias sem
orientacao definida. No entanto, machos de R. prolixus apresentaram uma clara
tendéncia de orientacao na direcao de correntes de ar associadas a odor de fémeas
através da marcha. Diferentemente, os machos n&o apresentaram trajetorias
orientadas na presenca de odor de machos nas correntes de ar. E importante
ressaltar que Pontes et al. (2008) relataram uma maior frequencia de emissao de
compostos das GMs em fémeas, do que em machos desta espécie.

Em suma, os resultados mostram que as substancias produzidas pelas GMs
das fémeas certamente estdo envolvidas na comunicacdo sexual destes insetos,
promovendo a orientacdo dos machos durante a marcha mediante um mecanismo
anemotatico modulado por odor. O presente trabalho ndao avaliou no compensador
de marcha se as secregbes das glandulas de Brindley das fémeas possuem um
efeito sobre o comportamento dos machos, portanto, isto precisa ser avaliado.
Apesar de ambos os sexos apresentarem o mesmo perfil de substancias nas GMs
de R. prolixus (Pontes et al. 2008), nos nossos experimentos, apenas a secre¢ao
das fémeas foi capaz de desencadear respostas de orientacdo nos machos. E

necessario determinar se a diferenca na atratividade de machos e fémeas é devida a
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uma ausencia de emissdo de odores das GMs nos primeiros, como descrito por
Pontes et al. (2008) ou a substancias exclusivamente produzidas pelas fémeas e
que nao foram detectadas nesse trabalho. As GMs de Heteroptera originalmente
apresentam secre¢des com funcdo de defesa, e pelo menos em alguns casos,
evoluiram posteriormente para a producdo de feroménios sexuais (Blum, 1996). E
possivel que os volateis produzidos por estas glandulas tenham evoluido também
para essa nova funcdo de maneira parcimoniosa nos triatomineos, uma vez que,
adultos perturbados mecanicamente emitem as secre¢cdes das glandulas de Brindley
e metasternais, simultaneamente (Vitta 2005, Manrique et al. 2006). A natureza
multicomponente das secrecbes das glandulas deve ser considerada, levando em
conta a existéncia de fenbmenos de ativacao, inibicdo e sinergismo que podem
ocorrer na presenga simultanea de diferentes componentes.

A nocéao de que os insetos dependem da deteccao de odores para assegurar
atividades fundamentais do seu ciclo de vida como acasalamento e alimentagéo fez
surgir, nas ultimas quatro décadas, novos conceitos no manejo e controle de insetos
praga. A possibilidade de identificar estes estimulos quimicos permitiu manipular seu
comportamento e regular a sobrevivéncia de uma populagdo com as chamadas
substancias quimicas “modificadoras do comportamento” (Shorey 1973, Cardé &
Elkinton 1984, McNeil 1991, Bento 2001). Nosso trabalho demonstrou que existem
compostos quimicos provenientes das GMs de fémeas de R. prolixus que poderiam

ser utilizados no desenvolvimento de novos métodos de controle destes insetos

praga.
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5.4 Agregacao sexual em Rhodnius prolixus

Nossos resultados confirmam a existéncia de um sinal de agregacao de
machos que € emitido durante a copula de R. prolixus, como relatado por Baldwin et
al. (1971). Adicionalmente, demonstramos aqui que as GMs das fémeas possuem
um importante papel na promog¢ao deste comportamento, ja que na sua auséncia a
proporcdo de machos agregados foi significativamente menor. Desta forma, a
ocorréncia da copula e o comportamento de agregacao dos machos parecem
depender da liberagdo de compostos volateis produzidos pelas GMs de fémeas.
Estes resultados sao consistentes com os apresentados por Manrique et al. (2006) e
Pontes et al. (2008), que demonstraram que os compostos das GMs sao liberados
durante a copula de T. infestans e R. prolixus, respectivamente. Além disso, Pontes
et al. (2008) relataram que os compostos produzidos pelas GMs s&do emitidos
espontaneamente por fémeas durante a escotofase, demonstrando também que a
oclusdo das GMs de machos e de fémeas induziu uma reducéao da frequéncia de
cédpula. Os resultados apresentados aqui demonstram uma reducgao significativa no
sucesso de copula somente na auséncia dos odores da GM de fémeas. Este dado
inconsistente pode ser devido ao fato de que nos experimentos apresentados aqui
foram utilizados grupos de cinco insetos, aumentando a probabilidade de observar
interacdes entre os mesmos, enquanto Pontes et al. (2008) testaram pares de
insetos. Este dado aparentemente contraditério pode sugerir que machos de R.
prolixus podem modificar seu comportamento de acordo com a presengca ou

auséncia de outros machos.

Até o momento, o comportamento sexual dos triatomineos pode ser
atribuido a duas categorias. Por um lado, em Panstrongylus megistus as fémeas sao

receptivas a copula somente uma ou poucas vezes durante sua vida adulta (Lima et
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al., 1986; Pires et al., 2004). Além disso, foi demonstrado que esta espécie nao
apresenta agregag¢ao de machos ao redor dos casais em copula (Pires et al. 2004).
Ao contrario, casais em copula de R. prolixus e T. infestans sao capazes de
promover a agregacao de machos, favorecendo uma aparente estratégia reprodutiva
poliandrica (Baldwin et al.,, 1971; Manrique & Lazzari, 1995; este trabalho). Além
disso, Vitta & Lorenzo (2009), demonstraram que fémeas de T. brasiliensis copulam
com varios machos num curto intervalo de tempo e que as APCs realizadas pelos
machos desta espécie sado frequentemente observadas em grupos de insetos

incluindo varios machos.

E importante ressaltar que de acordo com nossos resultados a duragéo da
cédpula de R. prolixus € a mais longa relatada em triatomineos. Sugerimos que este
fato pode estar relacionado com um comportamento do macho para evitar
subsequentes copulas da fémea com outros machos. Além disso, foi observado que
os machos agregados tentam copular sucessivamente com a mesma fémea,
entretanto somente duas cépulas com uma mesma fémea foram observadas (com
uma frequéncia relativamente baixa, 45%). Estas sucessivas copulas foram
observadas somente nas séries nas quais as fémeas apresentavam as GMs
intactas. Desta forma, sugerimos que o sinal de agregacdao dos machos emitido
pelas GMs das fémeas poderia ter o papel promover a poliandria (Thornhill & Alcock,
1983). Este fato pode indicar um conflito entre a estratégia do macho para garantir a
paternidade e a estratégia da fémea para aumentar a diversidade genética.
Entretanto, € necessario desenvolver mais estudos para investigar a possivel
vantagem de uma copula multipla nos triatomineos, especialmente em relacéo a
diversidade genética da prole (Brasileiro, 1984; Daflon-Teixeira et al., 2009). A

poliandria & considerada vantajosa para as fémeas porque apresenta um efeito
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direto no aumento da taxa de producao de ovos e na fertilidade (Arnqvist &Nilsson,

2000).

As fémeas de R. prolixus nao apresentaram um comportamento de
agregacao ao redor de casais em cépula, sugerindo que o comportamento da fémea
nao é influenciado pela sua presengca, como observado também em T. infestans
(Manrique & Lazzari, 1995). Entretanto, uma potencial emissdo de volateis pelos
machos, influenciando o comportamento sexual das fémeas ou dos proprios
machos, nao pode ser descartada. Pontes et al. (2008), demonstraram que machos
de R. prolixus emitem compostos das GMs, porém com uma frequéncia menor do
que as fémeas. De fato, no presente trabalho a auséncia das secre¢cbes das GMs
dos machos aparentemente afetou o comportamento sexual dos insetos, induzindo
uma diminuicdo na frequéncia de copula, na duracdo da cépula e das APCs, e

excluindo a ocorréncia de uma segunda coépula.

A duracao das APCs nao foi afetada pela auséncia dos compostos das
GMs das fémeas. De acordo com Vitta & Lorenzo (2009), o comportamento de APC
apresentado pelo macho em T. brasiliensis seria uma estratégia do macho para

“guardar” a fémea, evitando que esta copule com outros machos
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5.5 Consideragodes finais

Os trabalhos que analisam o comportamento dos insetos desta subfamilia nao
descrevem processos de comunicacao entre sexos que medeiem encontros entre
machos e fémeas a longa ou curta distancia. Isto & provavelmente devido a falta de
estudos que tenham testado tais possibilidades utilizando desenhos experimentais

adequados, como por exemplo, olfatdmetros ou tuneis de vento.

O presente estudo descreveu a dindmica de uso de abrigos em adultos de R.
prolixus, evidenciando que a atividade locomotora dos machos € modulada por
sinais olfativos sexuais. Analisou-se também o inicio do véo e a atividade
locomotora, considerando a possibilidade de que existissem ativagao e orientagao
nos insetos em resposta a sinais quimicos emitidos por individuos do sexo oposto.
Alem disso, descrevemos a fonte dos odores que promovem a agregacado de

machos nesta espécie.

Em sintese, os odores emitidos pelas fémeas sdo capazes de modular a
saida dos machos dos abrigos € aumentar a sua atividade locomotora. Odores
secretados pelas GMs de fémeas promoveram o inicio do voo de machos de R.
prolixus, modularam a orientacdo anemotatica observada durante a marcha dos
machos. Nossos achados sugerem que na auséncia dos odores das GMs de
fémeas, o comportamento de agregacao de machos durante a cépula nao é
expresso. Desta forma, concluimos que os odores produzidos pelas glandulas
metasternais das fémeas desta espécie sao de grande relevancia no seu
comportamento sexual, ja que na auséncia destes, alguns mecanismos envolvidos

na mediacao do comportamento sexual sdo afetados.
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Diante destes resultados, ainda se faz necessario avaliar a capacidade de
amostras sintéticas dos compostos produzidos pelas GMs para atrair machos em
ensaios de olfatometria e/ou tunel de vento. Estudos de eletrofisiologia também
serao necessarios para descrever o perfil das respostas dos receptores antenais aos
diferentes componentes. Estes estudos podem permitir estabelecer perfis de dose-
resposta para aqueles compostos das GMs capazes de estimular receptores
olfativos. Potencialmente, os compostos biologicamente ativos das GMs poderao ser
utilizados na preparacdo de iscas utilizaveis em associacdo com armadilhas de
captura de adultos de R. prolixus. Além disso, feromdnios sexuais podem
potencialmente servir ao desenho de estratégias de confundimento sexual. Novas
ferramentas de controle de vetores poderiam ajudar aos programas destinados a
evitar a transmissdo da doenca de Chagas mediante a eliminagcdo dos insetos
vetores, particularmente daquelas espécies que ja demonstraram ter desenvolvido

resisténcia a inseticidas.
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Conclusdes




Conclusoes

O numero de fémeas que sairam dos abrigos na auséncia de estimulos
olfativos foi significativamente maior que o de machos.

Os odores emitidos pelas fémeas foram capazes de provocar um aumento
significativo do numero de machos que saem dos abrigos.

Uma vez fora dos abrigos, a presenca de odor de fémeas provocou um
aumento na atividade locomotora dos machos e no numero de tentativas de
coOpula entre eles.

O numero de fémeas que sairam dos abrigos, assim como sua atividade
locomotora, nao foi alterado na presenca de odor de machos.

A frequéncia de inicio de voo de machos de R. prolixus foi significativamente
maior na presenca de correntes de ar associadas com odor de fémea.

Os compostos produzidos pelas glandulas metasternais das fémeas foram
responsaveis pelo aumento da frequéncia de v6o dos machos.

Os produtos das glandulas de Brindley de fémeas nao foram necessarios para
induzir o aumento significativo na frequéncia de inicio do véo mostrado pelos
machos desta espécie frente a fémeas intactas.

Machos mostraram orientagdo significativa frente a correntes de ar
associadas com odor de fémea, quando testados no compensador de
marcha.

Os compostos produzidos pelas glandulas metasternais das fémeas foram
responsaveis pela modulagao da orientagcdo dos machos no compensador de

marcha.
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* Os produtos das glandulas metasternais das fémeas foram necessarios para
mediar o comportamento de agregacao de machos durante a copula desta
especie.

* Finalmente, a sequéncia das fases do comportamento de machos que leva ao
encontro de uma parceira sexual, inclui diversos componentes de orientacao
mediados ou modulados por odores das GMs das fémeas, representando um

aspecto até agora praticamente desconhecido da biologia de R. prolixus.
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7 Anexos

7.1 Artigo 1

Claudia A. Zacharias*, Gina B. Pontes*, Marcelo G. Lorenzo & Gabriel Manrique.
Flight Initiation by Male Rhodnius prolixus is Promoted by Female Odors. J Chem

Ecol, 36: 449-451. 2010.
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Abstract Several triatomine bug species utilize chemical
cues for sexual communication. We tested whether female or
male Rhodnius prolixus, a vector of Chagas disease, produce
volatile chemicals that elicit flight responses from conspe-
cifics, and then isolated the source of the chemical. Males
confronted with an airstream containing female odors
showed a significantly greater take-off frequency compared
to a blank airstream or an airstream with male odors. In
contrast, females exhibited similar take-off frequencies to
male or female odor as to a clean airstream. Occlusion of
female metasternal glands with paraffin wax resulted in a
significant decrease in male take-off frequency compared to
that of intact females. Additionally, excised female meta-
sternal glands elicited a similar take-off frequency from
males as did intact females, both significantly greater than
the take-off frequency to clean air. These results show that R.
prolixus females release a pheromone from their metasternal
glands that causes upwind flight in conspecific males.
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Introduction

Rhodnius prolixus Stal Hemiptera: Reduviidae: subfamily
Triatominae) transmits Trypanosoma cruzi, the etiological
agent of Chagas disease, in northern South America and
parts of Central America. In Latin America, Chagas disease
afflicts 15 million people, with roughly a further 90 million
at risk from potential transmission.

Triatomines are capable of sustained flight, dispersing over
considerable distances (Gringorten and Friend 1979;
Schweigmann et al. 1988). Flight is influenced by temperature
and nutritional state of the insect Lehane et al. 1992; Gurevitz
et al. 2006). Adults are attracted strongly to light sources
WNoireau and Dujardin 2001; Minoli and Lazzari 2006).

It is known that male triatomine bugs are attracted to and
aggregate around mating pairs of adults Baldwin et al.
1971; Manrique and Lazzari 1995). Triatomine bugs have
paired Brindley’s BGs) and metasternal glands MGs) that
emit volatile compounds. The compounds emitted from the
MGs, in particular, appear to mediate triatomine sexual
communication Crespo and Manrique 2007; Pontes et al.
2008). Pontes et al. (2008) demonstrated that female R.
prolixus emit MG odors at dusk and in greater quantities
than males.

We evaluated whether male or female odor added to an
airstream promotes an increase in flight initiation or
oriented take-off in adult R. prolixus. Also, we demonstrat-
ed that the source of the odor responsible for this effect are
the female MGs.

Methods and Materials

Rhodnius prolixus were obtained from the Servicio
Nacional de Chagas, Argentina, and reared in the laboratory
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at 26+1°C, 30-50% RH, 12:12 h L:D, with live hens as a
blood meal source. Hens were handled according to the
biosafety rules from the Servicio de Higiene y Seguridad,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de
Buenos Aires. Bugs were sexed before final ecdysis, and
the two sexes were kept separately until use. One to
2-months-old virgin adults, starved for 20+5 d, were used
in the experiments.

We used a cage constructed of voile fabric based on
Minoli and Lazzari 2006), with a circular acrylic arena
(5 cm diam. x5 cm high) hung 1 m above the center of the
floor. A vertical wooden rod (.5 cm diam.x 15 cm high),
fixed in the center of the arena, functioned as a platform for
flight take-off. Bug movement was recorded with an
infrared video camera ¥ideoman, JCC-300, Korea), with
an infrared LED light source illuminating the platform. The
video monitor was divided into eight 45° sectors, centered
on the image of the top of the take-off platform, allowing
determination of the angular direction of take-off. A
Vaseline® film, applied to the interior surface, allowed
only flying insects to leave the arena. A fan fixed inside an
85-cm-long PVC tube (2 cm i.d.) generated an airstream
of 12+0.9 cm sec' (neasured with a Testo 405-V1
anemometer, Germany) at the take-off platform. Insects
used as odor sources were placed inside mesh-covered,
open-ended flasks that permitted airflow. Groups of 20
males or females €our replicates per treatment) were
released onto the arena at the start of the scotophase and
left for 8 hr. We recorded the number of take-offs and their
angular direction.

In the first experiment, we tested the responses of males
and females, separately, to: a) clean air, b) air with odors from
females, and c) air with odors from males. Ten insects per
flask were used in all treatments using insects as odor sources.
Next, we occluded the orifices of female glands with paraffin
wax Crespo and Manrique 2007) 24 hr prior to testing the
responses of males to the following treatments: a) BG-
occluded females, b) MG-occluded females, ¢) MG- and
BG-occluded females, and d) sham females that had wax
applied between the prosternum and metasternum that did
not occlude the glands. Finally the take-off frequency and
orientation of males was also tested to airstreams with: a)
excised female MGs (en glands), b) intact females, and c)
control consisting of ten pieces of tissue and cuticle from the
coxae of the first legs of females.

Take-off frequency data were analyzed by linear para-
metric statistics, after normality P-Plot) and homoscedas-
ticity Levene ’s test) were verified. A two-way ANOVA,
assuming fixed factors gender and stimulus type), or a one-
way ANOVA was applied, as appropriate. A significant
ANOVA was followed by a post-hoc comparison {Tukey
test). The MGs odor data set did not meet normality
assumptions; therefore, data were log-transformed. Take-off
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frequencies presented in the results section are means
¢SEM) from four replicates.

Results and Discussion

Typically, responsive insects climbed the take-off platform,
moved their antennae, and took flight. There was a significant
interaction fwo-way ANOVA, F,3=12.63, P<0.001) be-
tween gender and stimulus type, indicating that males and
females responded differently to stimuli. Male take-off
frequency varied with stimulus Gimple effect, Fpg)=
11.94, P<0.001), with the greatest response being to female
odor. There were no significant differences in responses of
females to any of the odor treatments Fig. 1a).
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Fig. 1 Take-off frequencies fnean+SEM) of: a Rhodnius prolixus males
or females to airstreams with intact males, intact females or clean air
¢ontrol), and b R. prolixus males to various odor-laden airstreams; Intact =
intact females, BG = females with Brindley glands occluded with paraffin
wax, MG = females with metasternal glands occluded, MG+BG = females
with metasternal and Brindley glands occluded, Sham = females that had
paraffin applied to the cuticle without occluding any glands. Different
letters atop bars denote statistically different means Tukey, P<0.05). Each
treatment consisted of four replicates
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In the second experiment, flight frequencies showed a
significant one-way ANOVA, F4 ;5 =19.95, P<0.001)
effect of occlusion treatment, with females with occluded
MG or MG+BG eliciting significantly lower (P <0.05) take-
off responses from males than did intact, sham-operated, or
BG-occluded, females ¢hese three treatments elicited
similar take-off frequencies; Fig. 1b). In the final experi-
ment, male take-off frequency was different depending on
treatment One-way ANOVA, Fpo)=13.75, P=0.002).
Excised glands elicited a similar take-off frequency as
intact females 60+7% vs. 84+£5%; P>0.05, Tukey test).
However, odors from control tissues elicited a lower male
take-off frequency compared to odors from intact females
B84+7% vs. 84+5%; P<0.05) or from excised MGs
84+7% vs. 60+7%; P<0.05, Tukey test).

The take-off direction of insects had a non-uniform
distribution for all treatments tested. Insects tended to orient
toward the direction of the airstream, regardless of odor.

The present work demonstrates that the flight of adult male
R. prolixus can be triggered by volatile chemical cues
released by conspecific females. In contrast, females did
not show significant flight responses to male chemical cues.
The source of the volatiles that elicit male flight appear to be
the MGs of females, because when this gland was occluded
with paraffin wax, the flight responses of males decreased
significantly. In contrast, occlusion of another gland of
females, the BG, or sham operation, did not affect flight
responses of males. This sex-specific response suggests that
this behavior is part of a mate location mechanism involving
a sex pheromone emitted by females Pontes et al. 2008).

Now that we have established that female R. prolixus
produce a pheromone that elicits flight from males,
chemical identification can proceed. Indeed, the chemical
¢) may already have been identified in the study of Pontes
et al. (2008). Identification of the pheromone will allow us
to determine whether male behavior can be manipulated for
controlling vectors of Chagas disease.
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Female metasternal gland odors mediate male aggregation in
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Abstract. We investigated whether metasternal gland (MG) products mediate male
aggregation during mating in Rhodnius prolixus (Heteroptera: Reduviidae). In
laboratory assays, we investigated whether of the selective occlusion of female MGs
hampered male aggregation around mating pairs. Control assays without gland
occlusion were performed. Pairs of insects presenting intact MGs mated and other males
aggregated around them confirming conclusions from previous studies. However, when
female MGs were occluded, males did not aggregate. Conversely, the occlusion of male
MGs did not affect aggregation of males. Our experiments demonstrated that the
products emitted by the MGs of a mating R. prolixus female induce other males to
aggregate around the mating pair. Aggregation behavior of males likely result from the
eventual release of volatiles from the female's metasternal glands. We reinforce the
hypothesis suggesting that the compounds produced by the MGs of R. prolixus act as

sexual communication signals for this species.

Key words: Sexual aggregation, metasternal glands, Rhodnius prolixus, Chagas

disease.
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Introduction

Chagas disease is a chronic parasitic illness resulting from the infection by the
protozoan Trypanosoma cruzi (WHO, 2005). Rhodnius prolixus (Heteroptera:
Reduviidae) is the main vector of this parasite to humans in Northern South America
and Central America (Schofield, 1994). In these regions, it is found infesting
unplastered adobe walls and palm roofs of rural houses (Monteiro et al., 2003). Adult
triatomines have two pairs of exocrine glands, the metasternal glands (MGs) located in
the ventral metathorax and Brindley's glands (BGs) located in the abdomen and whose
ducts open in the dorsolateral metathorax (Brindley, 1930). MG and BG are absent in
nymphs and this subfamily appears to have no other odor-producing glands, such as the
abdominal and ventral glands found in other Reduviidae (Kalin & Barret, 1975;

Schofield, 1979; Rossiter & Staddon, 1983).

Manrique et al. (2006), Pontes et al. (2008) and Vitta et al. (2009) identified the
compounds produced by the MG of T. infestans, R. prolixus and Triatoma brasiliensis,
respectively. In all cases, the complex mixtures described included ketones and
alcohols. Moreover, Manrique ef al. (2006) and Pontes et al. (2008) detected that T.
infestans and R. prolixus released compounds produced by the MGs during copulation,
suggesting the involvement of the secretion of these glands in the sexual context.
Additionally, Pontes et al. (2008) showed that females emit MG products fundamentally

at night, when these insects are most active.

The mating of several species of triatomines have been studied under laboratory
conditions by several authors (Rojas ef al., 1990; Rojas & Cruz-Lopez, 1992; Manrique
& Lazzari, 1994, 1995; Garcia-Pérez et al, 1997), showing that these insects have a
rather simple sexual behavior. Baldwin er al. (1971) showed that during the copulation

of R. prolixus, a volatile signal is released and promotes an aggregation of males around
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mating couples. Manrique & Lazzari (1995) described a similar process of male
aggregation to mating pairs in 7. infestans. Recently, Crespo & Manrique (2007)
demonstrated that copulation and the aggregation behavior of males likely result from
the eventual release of volatiles from the MGs of females. Vitta & Lorenzo (2009)
demonstrated that copulation is prolonged when 7. brasiliensis pairs mate in the
presence of other males. Besides, these authors showed that males perform long
postcopulatory associations only in the presence of other males, apparently as a mate
guarding response to the presence of potential competitors. In all three species, females
can copulate with several males in a short time (Baldwin ef al., 1971; Manrique &
Lazzari, 1995; Vitta et al., 2009; this report). Therefore, several triatomine species
present a chemically mediated polyandric mating system, but the chemical signals

mediating this behavior, as well as their source, need to be determined in most cases.

In this study, we tested whether female MG products mediate aggregation to
mating pairs by male R. prolixus. This was performed through the selective occlusion of
female or male glands and subsequent analysis of the behavior of the insects.
Additionally, we examined whether the absence/presence of MG products of both
genders affect the occurrence of mating, mating duration, postcopulatory associations

and the occurrence of successive mating.

Materials and Methods
Insects

Rhodnius prolixus bugs used for experiments were reared in the Laboratory of
Triatomines and Epidemiology of Chagas Disease, Oswaldo Cruz Foundation from a

colony initiated with field insects from Honduras. Insects were reared at 26 + 1 °C, 65+
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10% RH, a 12:12 LL/DD illumination regime and fed twice a month in vivo on hen
blood, adjusting the protocol according to institutional animal welfare regulations
(FIOCRUZ Committee on Animal Welfare license L-058/08). To standardize insects for
experiments, fifth instar larvae were sorted by sex before their imaginal ecdysis
(Espinola, 1966). Twenty-day old virgin adults, which had been starved for 10 days,

were used for the experiments.

Rhodnius prolixus adults were tested in groups of five insects, e.g., one female
and four males, in order to generate conditions that could induce aggregation during
mating. We used the following treatments to evaluate the basis of male aggregation
during mating: a) 4 males and 1 female, b) 4 males and 1 female whose MG orifices
were occluded, ¢) 4 males and 1 sham treated female, d) 4 males with occluded MGs

and 1 female, e) 4 females and 1 male, f) 4 males and 1 marked male.

Experimental design

Assays were started when 4 insects of the same gender were released in the
center of a circular arena (10 cm height X 25 cm diameter) that had the substrate lined
with filter paper. After 15 minutes, a female or a marked male (dot of white acrylic ink)
were also released. In order to avoid mechanical disturbance (Manrique et al., 2006),
each individual was handled carefully with the aid of a piece of filter paper and, as it
climbed on the paper, immediately transferred to the arena. In all cases, mating behavior
was recorded for 90 minutes. The behavior of insects was recorded by a video camera
located above the experimental arena. In assays in which MG occlusion occurred, it was
performed by means of a micro cauterizer (Wax Pen, Hot Pen, Washington, USA) that
allowed applying melted paraffin wax to block gland orifices (Sigma-Aldrich, melting

point 58-62 °C). All tests were performed at the beginning of the scotophase.
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Data analysis

We defined a practical criterion to quantify aggregation around mating pairs.
For this, we counted the number of insects present inside a virtual circle of 5 cm
diameter centered over the female or the marked male. The experimental arena had an
area of 490 cm?, while the circle presented a 20 cm?” area, which corresponded to 4% of
the experimental arena. Other parameters analyzed were: 1) mating frequency, 2)
duration of copulation, 3) duration of postcopulatory associations (PAs, Vitta &
Lorenzo, 2009), and 4) the occurrence of a second mating. To evaluate the degree of
aggregation, the number of insects present inside the circle was recorded every five
minutes after the start of copulation. By means of video playback we also recorded the
number of insects inside the circle a minute before mating started and at its start. Every
copulation was evaluated until it ended, however in order to homogenize our data (due
to the fact that mating duration varies), we determined a cut-off time of 40 minutes. To
avoid variation in our criterion for quantifying aggregation, the center of the circle was
always superimposed on to the pronotum of the reference insect. Moreover, insects were

considered to be inside the circle whenever more than half of their body was inside it.

To verify the existence of aggregation in the groups was performed a 2x2
frequency table, followed by a Chi-square test. The categories analyzed were grouped in
two variables. The first variable compared occurrence of aggregation (4M/1F,
4M/1Fsham, 4MMG/1F) vs non-aggregation (4M/IM, 4M/FMG, 4F/1M). The second
variable compared the number of insects grouped (0-1, > 1). The Shapiro-Wilk test was
applied to check whether our datasets presented a normal distribution. A partitioning
Chi-square test was used to analyze mating frequency. Mating duration in different

treatments was compared by means of a one way ANOVA. The analysis of the duration
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of postcopulatory associations (PAs) was performed by means of a Kruskal-Wallis test.

We defined an alfa level of 0.05 for assessing statistical significance in all tests.

Results

When 4 males with an intact female where tested together, males exhibited a
tendency to aggregate close to the mating pair (Fig. 1A). A similar behavior was not
observed when 4 females were tested with a male, i.e., the number of females around
the mating pair remained low and unchanged after mating initiated (Fig. 1 F). Similarly,
we did not observe a tendency for spontaneous male aggregation in the absence of
mating pairs (Fig. 1E). To evaluate whether MG products could be the chemical signal
that promotes male aggregation around mating pairs, the orifices of female MGs were
occluded with paraffin wax. Male aggregation was not observed in the absence of
female MGs odors (Fig. 1B). Applying paraffin to females without occluding MG
orifices, i.e., using sham treated females, did not affect the aggregation of males around
mating pairs (Fig. 1C). Besides, occluding male MG orifices did not affect aggregation
around mating pairs (Fig. 1D). Accordingly, the results presented
this experiment demonstrated the existence of aggregation in the following groups

studied: 4M/1F, 4M/1Fsham, 4MMG/1F (Chi-square test = 31.45, p<0.0001).

The frequency of copulation varied among the groups tested (Table 1). When
4 males and 1 female were tested, twelve copulatory attempts were performed by males,
of which 9 resulted in successful copulations (75%). When assays were carried out with
4 females and 1 male, 11 copulation attempts resulting in 9 successful copulations were
observed (81.8%). However, when 4 males and 1 female wit occluded MGs were tested,
a ratio of 6 copulations to 22 attempts (27.27%) was recorded, i.e., the mating success

in this series was significantly lower (Chi-square, P <0.0005). Additionally, when 4
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intact males were released with a sham treated female, the observed ratio was 9 out of
11 (81.8%). Finally, when 4 males with occluded MGs were released with an intact

female, this ratio was intermediate (6 / 11, 54.5%).
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The mean duration of copulation was not significantly different between
treatments, 4 males and 1 female (40.2 + 6.5 min) , 4 females and 1 male (34.6 + 3.6
min), 4 males and 1 sham treated female (37.9 + 3.5 min), 4 males with occluded MGs
and 1 female (37 + 4.7min), 4 males and 1 female with occluded MGs. In the series
performed with 4 males and 1 female with occluded GMs mating duration was lower
(20.5 + 4.7 min). However, this difference was not significant (ANOVA, p = 0.07)

(Table 1).

The duration of post-copulatory associations (PAs, i.e., the time that the
male remained on top of the female after separation of the aedeagus from the female
genitalia) was another parameter evaluated in our study. We could not observe
significant differences in the duration of PAs between the different treatments (Table 1,
Kruskal-Wallis test, p = 0.18). Nevertheless, a tendency of decreased PA duration could

be observed in the absence of male MG volatiles.

Finally, the occurrence of a second mating was only observed when 4 males
and 1 female or 4 males and 1 sham female were grouped. In fact, a maximum of two
matings by the same female was observed in 4 trials in both series (4/9, 45% copulas). It
is worth mentioning that in these two treatments no male aggregation was observed as a

response to the second mating (Table 1).

As we never observed more than one copulation when 4 females and one
male were grouped, 4 additional trials were performed to verify whether males were

capable of re-mating in a 24 hr interval and second copulations were not observed.

Discussion
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Our results confirm that an aggregation signal is emitted during mating in R.
prolixus, as reported by Baldwin et al. (1971). This emission induces neighboring
males, but not females, to aggregate around mating pairs. Furthermore, we demonstrate
here that female MGs have an important role in mediating the sexual behavior of these
insects, since, when occluded, the proportion of mating pairs and the aggregation of
males were affected (Fig. 1B). On the contrary, in the experiments in which females had
fully functional MGs, a high proportion of pairs mated and males aggregated around
them (Fig. 1A and 1C). Therefore, copulation and male aggregation behavior appear to
depend on the release of volatile compounds from the MGs of females. These results are
consistent with the recent demonstration that MG compounds are released by copulating
pairs of 7. infestans and R. prolixus (Manrique et al., 2006; Pontes et al., 2008). In
addition, the latter demonstrated that compounds produced by MGs are emitted by
virgin females during the dark phase of their daily cycle and showed that the
independent occlusion of the MGs of males or females induces a reduction in mating
success. These authors suggested that sexual recognition between individuals of both
sexes may be, at least partially, mediated by male and female MG odors. In the present
report a significant decrease in mating frequency was only observed in the absence
female MG odors, but not with male ones. This inconsistency may be due to the fact
that the experiments reported here were performed with groups of five triatomines,
increasing the probability of observing interactions between insects, while Pontes ef al.
(2008) tested insect pairs. This apparent contradiction may suggest that R. prolixus

males modify their behavior according to the presence or absence of other males.

To date, reports indicate that the sexual behavior of triatomines can be
ascribed to two categories. In one side, Panstrongylus megistus females are receptive to

copulation only once or very few times during their adult lifespan (Lima et al., 1986;
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Pires et al., 2004). Moreover, P. megistus do not present male aggregation in response
to mating pairs (Pires et al., 2004). In contrast, mating pairs of R. prolixus and T.
infestans promote male aggregations and an apparent polyandric reproductive strategy
(Baldwin ef al., 1971; Manrique & Lazzari, 1995; this report). This may also be the case
for T. brasiliensis, as Vitta & Lorenzo (2009) showed that females of this species
copulate with several males in short intervals and PAs displayed by males are frequently
observed when insects are studied in groups that include several males. Interestingly,
according to our results mating in R. prolixus pairs has the longest duration reported for
triatomines. We suggest that this may be due to male behavior intended to avoid
subsequent copulations by females. Indeed, ours experiments showed that aggregated
males try to copulate successively with the same female and two successive mating
events could only be seen with females having functional MGs (Table 1). Thus, the
male aggregation signal emitted by female MGs could be related to promoting
polyandrous mating (Thornhill & Alcock, 1983). This may indicate a conflict between
the male strategy for ensuring paternity and the female strategy to increase the number
of offspring. The possible advantage of multiple mating in triatomines deserves further
analysis, especially in relation to offspring genetic diversity (Brasileiro, 1984; Daflon-
Teixeira et al., 2009) Polyandry is regarded as advantageous for females because of
direct effects such as increased rate of egg production and fertility (Arnqvist & Nilsson,

2000).

R. prolixus females were not observed to aggregate around mating pairs,
showing that female behavior is not influenced by their presence, as seen with 7.
infestans (Manrique & Lazzari, 1995). However, the potential emission of male
volatiles influencing female or male sexual behavior cannot be discarded, as R. prolixus

males emit MG volatiles, even though with lower intensity that females (Pontes et al.,
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2008). In fact, blocking male MGs slightly affected mating behavior, inducing a
decrease in mating frequency, a shorter duration of copulation and PAs and, excluding

the occurrence of a second mating.

The duration of PAs not was affected by the absence of female MG
compounds. According to Vitta & Lorenzo (2009), male postcopulatory associations in
T. brasiliensis are a form of mate guarding geared toward impeding subsequent males to
copulate with the female. Whether the absence of male MG volatiles induces a relevant
change in PA duration by R. prolixus males deserves new experimental approaches to

unveil if PAs are expressed as a response to male MG signals (Table 1).
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Table 1. Female MG odors affect mating behavior and male aggregation in Rhodnius

prolixus
Experimental N Copulation Duration of Post mating ~ Second
group frequency copulation  association copulation
(min) (min) (%)

4M/1F 9 9/12 (75%)* 402 +6.5° 6.6 +1.3° 45
4F/1M 9  9/11(81.8%)" 34.6 £3.6" 4.6 +1° -
4AM/1M* 9 - - - -
4AM/1F MG 6 6/22(27.27%)" 379 £3.5° - -
4M/1F sham 9  9/11(81.8%)" 37+4.7 43 +1.2° 45
AMMG/1F 6 6/11(54.5%)" 20.5 +4.7° 0.8 +03° -
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4M/1F = 4 males and 1 female, 4F/1M = 4 females and 1 male, 4M/1M*= 4 males and 1 marked
male, 4M/1F MG= 4 males and 1 female with MG orifices occluded with paraffin, 4M/1F sham= 4

males and 1 female treated with paraffin, but female MG orifices not occluded, and 4MMG/1F= 4

males with MGs orifices occluded with paraffin and 1 female. Different letters denote significant

statistical differences.
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Fig. 1. Mean number of aggregated insects as a function of time: (A) 1 female and 4
males, (B) 1 female with occluded MGs and 4 males , (C) 1 sham treated female and 4
males, (D) 4 males with occluded MGs and 1 female, (E) 4 males and 1 marked male
and, (F) 4 females and 1 male. Existence of aggregation in the following groups
studied: 4Males/1Female (A), 4Males/1Female sham (B), 4Males MG/1Female

(D) (Chi-square test = 31.45, p<0.0001).
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