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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Carolina Branco Dale Coutinho

A doenca de Chagas é uma infeccdo causada pelo agente etiolégico o
Trypanosoma cruzi, transmitida ao ser humano através das fezes infectadas dos
triatomineos. O género Rhodnius, composto por 18 espécies, € um dos mais estudados,
nao soO pela sua importancia epidemioldégica, como também pela dificil diferenciacdo de
suas espécies. A correta identificacdo destas € necessaria, pois o controle da doenca esta
baseado no combate ao vetor. O sequenciamento de DNA vem sendo amplamente
utilizado para identificacdo, determinacdo das relacbes de parentesco e inferéncias
filogenéticas de triatomineos. O método do Codigo de Barras de DNA é um sistema de
identificacdo taxondémica universal, rapido e de livre acesso, baseado na variagcdo de uma
parte da sequéncia do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade | (COIl). O
objetivo do presente estudo foi caracterizar a identidade taxonémica de espécimes do
género Rhodnius, por meio da taxonomia classica e da amplificacdo fragmento do COl,
avaliando a utilidade deste marcador para discriminar as espécies. Através da analise do
COl foi possivel caracterizar 13 espécies de Rhodnius, porém néao foi possivel inferir a
filogenia deste grupo utilizando este marcador. As analises das distancias indicam a
existéncia do barcoding-gap para a maioria das espécies. Portanto, este estudo
demonstra que a proposta do Cédigo de Barras de DNA para caracterizar espécies do
género Rhodnius € util, porém sugere-se a utilizacdo integrada de procedimentos

adicionais de sistematica e taxonomia.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Carolina Branco Dale Coutinho

Chagas disease is an infection caused by the etiological agent Trypanosoma cruzi,
transmitted to humans through the feces of infected triatomines. The genus Rhodnius,
comprising 18 species, is one of the most studied, not only for its epidemiological
importance, but also because of the difficult differentiation of these species. The correct
identification is necessary, because the control of disease is based on vector combat. The
DNA sequencing has been widely used for identification, determination of phylogenetic
relationships and phylogenetic inferences of triatomines. The method of DNA Barcoding is
a system of universal taxonomic identification, fast with free access, based on the variation
of a part of the sequence of the mitochondrial gene cytochrome oxidase subunit | (COI).
The objective of this study was to characterize the taxonomic identity of specimens of the
genus Rhodnius, by classical taxonomy and amplification of COI fragment, evaluating its
usefulness to discriminate species. By analysis of COl was possible to characterize 13
Rhodnius species, but it was not possible to infer the phylogeny of this group. The analysis
of the distances indicates the existence of barcoding-gap for most species. Therefore, this
study demonstrates that the proposed DNA Barcoding, to characterize the genus
Rhodnius, is useful, but it is suggested to use additional procedures integrated systematic

and taxonomy.
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1 INTRODUCAO

1.1. A doencga de Chagas

A doenca de Chagas (DC) ou Tripanosomiase Americana € uma infeccdo de
carater endémico e de evolucdo geralmente crénica que tem como agente etiolégico o
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). A principal forma de
transmissdo, ao homem e outros mamiferos, € através das fezes infectadas do vetor,
inseto hematéfago da subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae), popularmente
conhecido no Brasil como barbeiro, chupdo, bicudo, procotd, entre outros. Outros
mecanismos de transmissdo ndo vetorial do parasito sdo: transplante de Orgaos,
transfusédo sanguinea, transmissdo congénita, aleitamento materno e acidentes de
laboratério. Nos ultimos anos a transmissao oral, outra forma de veiculagdo da DC, vem
sendo destacada com frequéncia e ocorre através da ingestdo acidental de alimentos
contaminados (e.g. suco de acai e caldo de cana), e pode resultar em o6bito rapidamente
(Dias & Schofield, 1999; Schmunis, 1999).

Entre 1975 e 1983, dos 17 milhdes de casos mundiais da doenca de Chagas,
estimava-se que cerca de cinco milhdes ocorriam em territério brasileiro (cerca de 4,2%
da populacéo da época), Estes dados serviram de alerta para a necessidade de propostas
na reducdo da transmisséo através do controle dos vetores (Silveira et al. 1984; Morel &
Lazdins, 2003; Gurgel-Goncalves et al. 2012).

Em 1991, um consorcio internacional coordenado pela Organizacdo Pan-
Americana de Saude (OPAS) iniciou um programa baseado na reducdo da transmissao
vetorial e na interrupgao da transmissao transfusional da DC. Conhecido como “Iniciativa
dos Paises do Cone Sul”, uma parceria do Brasil com outros seis paises da América do
Sul (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai), este programa tinha como
objetivo combater, por meio de inseticidas, a principal espécie vetora: o Triatoma
infestans (Klug, 1834).

O T. infestans era considerado epidemiologicamente mais relevante, por
apresentar alta capacidade e competéncia vetorial, além de colonizar casas ao longo de
toda a sua distribuicdo geografica (Paises do Cone Sul). Essa iniciativa além de
apresentar um impacto fundamental na reducdo da transmissdo vetorial da doenca,

também estimulou a criagcdo de iniciativas subsequentes nos Paises Andinos e na
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América Central (WHO, 2002; Dias et al. 2002; Schofield & Dujardin, 1997; Dias &
Schofield, 1999).

Apesar do sucesso dos programas de controle, esta doenca ainda € considerada
de carater socioeconémico, sendo a quarta principal endemia das Américas e,
atualmente, estima-se que afete entre 7 e 8 milhdes de pessoas e que mais de 25 milhdes
de individuos vivam em éareas de risco (Schofield, 1994; WHO, 2013).

Devido a auséncia de vacinas e de drogas mais efetivas, os programas de controle
permanecem fundamentados no combate da transmissdo vetorial através de acgbes
quimicas (utilizacdo de inseticidas de efeito residual) e de acdes fisicas (melhoria das
habitacdes). Entretanto, o éxito dessas a¢des se fundamenta na elaboracdo de planos de
vigilancia e controle baseados na correta identificagdo dos vetores, e na aplicacdo de
medidas educativas junto as populacdes que vivem em area de risco. A importancia da
correta identificacdo dos vetores estd no fato de que as espécies apresentam
comportamentos distintos em relacdo a invasdo do ambiente antropico, sendo que
algumas delas vivem exclusivamente no ambiente silvestre, e outras invadem e chegam a
colonizar ambientes peridomiciliares e ou préprios domicilios (Morel & Lazdins, 2003;
Schoefield et al. 2006; Lima & Sarquis, 2007; Silveira & Dias, 2011; Gurgel-Goncalves et
al. 2012)

1.2.Vetores: Triatomineos

Os triatomineos séo insetos pertencentes a Ordem Hemiptera, Familia Reduviidae.
Descrita por Jeannel em 1919, a subfamilia Triatominae € caracterizada pela hematofagia
obrigatéria e pode ser diferenciada das demais subfamilias de Reduviideos por
apresentarem uma membrana entre o segundo e terceiro segmento do aparelho bucal
picador-sugador. Composta por 145 espécies e 18 géneros, Triatominae esta dividida em
cinco tribos: Alberproseniini, Bolboderini, Cavernicolini, Rhodiniini e Triatomini, das quais
as duas Ultimas sdo as mais diversas e epidemiologicamente relevantes (Lent &
Wygodzinsky, 1979; Galvéao et al. 2003;Vallejo et al. 2009).

Possuem desenvolvimento hemimetabdlico com cinco estadios ninfais anteriores a
fase adulta. As ninfas podem ser diferenciadas dos adultos por serem apteras, pela

auséncia de ocelos e de fossetas esponjosas. Somente o 5° estadio apresenta discreta



diferenciacdo sexual externa, enquanto os adultos apresentam evidente dimorfismo
sexual (Lent & Wygodzinsky, 1979)

Os adultos possuem cabeca geralmente alongada e subcilindrica, dividida em
regides ante e posocular; olhos bem desenvolvidos e presenca de ocelos; um par de
antenas com quatro articulos com funcdes olfatoria e auditiva. Na base de cada antena
pode ser encontrada uma estrutura chamada de tubérculo antenifero, situada
lateralmente. A distancia entre a insercdo do tubérculo antenifero e os olhos é uma
caracteristica muito importante para identificacdo de alguns géneros. O aparelho bucal do
tipo picador-sugador, curto e retilineo, formado por trés segmentos. O térax com pronoto
bem desenvolvido e escutelo proeminente exibe caracteristicas com grande importancia
taxondmica. O abdome achatado dorso-ventralmente, apresenta conexivos laterais (Lent
& Wygodzinsky, 1979).

1.3. A Tribo Rhodniini e o género Rhodnius

A Tribo Rhodniini Pinto, 1926 é composta pelos géneros Rhodnius Stal, 1859 e
Psammolestes Bergroth, 1911; esses compreendem 18 e trés espécies, respectivamente.
As espécies da Tribo Rhodniini podem ser facilmente identificados pela insercdo das
antenas na porcao distal da cabeca e pela presenca de calosidades caracteristicas atras

dos olhos (Figura 1).

Figura 1. Cabegad R. neglectus em vista dorsal (A) e vista lateral (B). Imagem adaptada de Lent &
Wygodzinsky (1979)



O género Rhodnius, foi descrito por Stal em 1859 com base na espécie tipo R.
prolixus. Este género € um dos mais estudados, ndo sé pela sua importancia
epidemiologica como também pela dificil diferenciacdo de suas espécies (Lent & Jurberg,
1969; Lent & Wygodzinsky, 1979). Essa dificuldade de diferenciacdo foi observada
inicialmente por Neiva e Pinto (1932), e posteriormente por Lent (1948) na afirmacgdao:
“‘Néao existe género, entre os Triatominae que tdo bem e facilmente se caracterize quanto
0 que Stal, em 1859, descreveu sob o nome de Rhodnius. Embora contenha um nimero
reduzido de espécies, sete, segundo nosso critério, e seja bem definido como género, nao
€ muito facil a um entomologista, pouco habituado com o grupo, identificar os caracteres
especificos diferenciais capazes de estabelecer uma diagnose perfeita das espécies".

Segundo Lent & Wygodzinsky (1979), as espécies deste género sdo pequenas,
apresentando comprimento total entre 11-26 mm, coloragdo variando desde o pardo-
amarelado até o negro com manchas castanhas escuras ou pardo-negras. Cabeca
delgada e alongada, duas ou trés vezes mais longa que a largura da cabeca, em muitos,
mais longa que o pronoto. Seus tubérculos anteniferos séo curtos inseridos proximo ao
apice da cabeca.

Atualmente o género é composto por 18 espécies: R. amazonicus Almeida, Santos
& Sposina, 1973; R. brethesi Matta, 1919; R. colombiensis Mejia, Galvao & Jurberg, 1999;
R. dalessandroi Carcavallo e Barreto, 1976; R. domesticus Neiva & Pinto, 1923; R.
ecuadoriensis Lent & Leon, 1958; R. milesi Carcavallo, Rocha, Galvédo & Jurberg, 2001; R.
montenegrensis, Da Rosa et al., 2012; R. nasustus Stal 1859; R. neglectus Lent, 1954; R.
neivai Lent, 1953; R. pallescens Barber, 1932; R. paraensis Sherlock, Guitton & Miles,
1977; R. pictipes Stal, 1872; R. prolixus Stal, 1859; R. robustus Larrousse, 1927; R. stali
Lent, Jurberg & Galvao, 1993 e R. zeledoni Jurberg, Rocha & Galvéao, 2009.

A maioria das espécies sao arboreas encontradas frequentemente em ambientes
silvestres, como copa de palmeiras e plantas epifitas (bromélias). Apesar de algumas
espécies silvestres invadirem residéncias atraidas por luzes artificiais (Lent & Valderrama,
1977; Chavez & Afez, 2003; Paula et al. 2007), ndo sdo encontradas coloénias na maioria
desses ambientes, porém, espécies como R. prolixus, R. domesticus e R. neglectus ja
foram relatadas colonizando domicilios (Forattini et al.,1979).

Segundo Salvatella et al. (1998),espécies de  Rhodnius constituem uma
problematica que contribui significativamente para a epidemiologia da doenca de Chagas,

devido a forma de oviposicdo , deixando os ovos fortemente aderidos ao substrato, como
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as folhas de palmeiras e pela presenca de humanos invadindo o ambiente silvestre. Com
a chegada da populacdo humana nessas areas, as folhas das palmeiras sdo utilizadas
como matéria prima na construcdo de habitacdes, facilitando a colonizacdo desses
domicilios por Rhodnius e aumentando a probabilidade de infestacdo nesses locais
(Gaunt & Miles, 2000).

A ocupacdo humana de areas silvestres, que € feita por meio de queimadas e
desmatamentos, leva a uma fragmentacdo do ambiente e também a reducdo da riqueza
de espécies que ali poderiam ser encontradas (Vaz et al. 2007). Nas areas de
fragmentacdo que estdo predominantemente constituidas por palmeiras e passam por um
processo de ocupacdo humana, ocorre um aumento da densidade de mamiferos
sinantrépicos (marsupiais do género Didelphis) devido a diminuicdo do numero de
predadores naturais e ao aumento do numero de novos domicilios (Fonseca & Robinson,
1990, Abad-Franch et al. 2005, Gaunt & Miles 2000, Vaz et al. 2007). Segundo Gaunt &
Miles (2000) existe uma estreita associacdo entre triatomineos do género Rhodnius,
marsupiais do género Didelphis e palmeiras. Nesses ambientes de areas fragmentadas os
vetores podem ser encontrados naturalmente infectados por T. cruzi. Esta associacéo
estreita propicia a aproximacdo desses vetores ao ambiente peri e domiciliar, 0 que
também pode ocasionalmente elevar as chances de colonizacdo dessas areas
domiciliares, bem como o aumento de novos casos de infeccdo (Lima & Sarquis, 2007,
Abad-Franch et al. 2005).

Nos ultimos anos as espécies do género Rhodnius vém ganhando destagque com
relacdo ao seu papel na transmissdo da doenca de Chagas na regido Amazonica, em
decorréncia do aumento de nimero de casos na regido, o que pode estar relacionado a
migracao de pessoas infectadas, ao desmatamento desenfreado e também a transmissao
oral (Coura et al. 2002a; 2002b; Dias et al. 2001; SVS/MS, 2005; Dias et al. 2011).



A seguir sdo apresentadas diagnoses e ilustracbes de espécies de Rhodnius,
baseado nas descri¢cdes de Lent & Wygodzinsky (1979).

1.3.1. Rhodnius amazonicus Almeida, Santos & Sposina, 1973

Comprimento total 16,5-17mm. Coloragao geral
marrom amarelada, com manchas escuras dispersas.
Antenas com segundo segmento amarelo na base e
marrom na metade apical. Regido poés-ocular
amarelada com duas faixas negras da margem
posterior dos olhos até a base do pescoco. Lobo
posterior granuloso, com seis faixas escuras
longitudinais e 1 + 1 carenas submedianas amareladas.
Processo apical do escutelo amarelo no apice.
Fémures negros, com uma discreta anelacao

amarelada na regido mediana dos fémures posteriores.

Tibias amareladas com um anel negro na regiao

Figura 2.R. amazonicus Ameida Mediana. Conexivo amarelo com uma mancha negra

Santos & Sposina, 1973. .
triangular em cada segmento.

Distribuicado geografica: Brasil (Amazonas) e Guiana Francesa (Cacao, Saul).



1919

Venezuela (Amazonas).

Figura 4.R. colombiensis
Mejia, Galvao & Jurberg, 1999

1.3.2. Rhodnius brethesi Matta, 1919

Comprimento total de 19 - 20mm. Coloracao geral
marrom escuro a negro, com manchas claras e faixas na
superficie dorsal de cabeca e pescoco, pronoto, escutelo,
hemiélitro, conexivo e superficie ventral do abdbémen.
Pronoto negro com 1+1 faixas submedianas claras, dividido
em trés areas negras. Escutelo negro com 1+1 carenas de
cor castanho claro, unidas no apice do processo escutelar.
Pernas totalmente negras. Conexivo com a metade posterior
de cada segmento apresentando uma mancha retangular

laranja ou avermelhada. Hemiélitro marrom escuro ou negro

Figura 3.R. brethesi Matta, ~om veias incluidas em faixas claras.

Distribuicdo geografica: Brasil (Amazonas) e

1.3.3. Rhodnius colombiensis Mejia, Galvao & Jurberg, 1999

Comprimento total de 17-20mm. Coloracdo geral
amarelo escuro com manchas escuras em varias areas do
corpo. Tegumento coberto por cerdas douradas.

Cabeca tao longa quanto pronoto. Regido anteocular
trés vezes o0 comprimento da pds-ocular. Distancia
interocular igual a largura de um olho. Primeiro segmento
da antena ndo atingindo o apice da cabeca. Rostro e
escutelo coberto por pequenas cerdas. Processo do
escutelo longo, quase do mesmo tamanho do escutelo,
rugoso na base e redondo no apice. Pernas amarelas
esfumacadas, coxas com manchas escuras irregulares.

Tibia com anelacéo negra no apice.

Distribuicdo geografica: Colombia (Tolima).
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1.3.4. Rhodnius dalessandroi Carcavallo e Barreto, 1976

Comprimento total 17,5 -21mm. Coloracdo geral
castanho escuro quase negro com areas castanho
avermelhado claro e amarelo palido. Cabeca com linha
longitudinal castanho avermelhada, nitidamente mais
comprida que o pronoto. Distancia interocular igual a
distancia entre os ocelos. Pronoto com bordo arredondado,
angulos anteriores bem marcados. Carenas longitudinais
castanhas avermelhadas (1 + 1) sobressalentes. Pilosidade
curta e abundante exceto nas trés areas do lobo anterior.

Escutelo de aspecto genérico. Pernas uniformemente

Figura 5. R. dalessandroi castanhas escuras exceto o0 apice das coxas. Tibias e

Carcavallo e Barreto, 1976

tarsos de caracteristica genérica. Hemiélitros ultrapassando

ligeiramente o bordo posterior do abdomen. Abdémen de cor uniforme com linha central

mais escura. Conexivo com uma mancha de forma irregular clara avermelhada,

amarelado ou acinzentada no extremo posterior de cada segmento, mais extensa no

bordo.

1.3.5. Rhodnius domesticus Neiva & Pinto, 1923

Figura 6. R. domesticus Neiva
& Pinto, 1923

Comprimento total 15-18mm. Coloracao geral marrom
alaranjado com manchas mais escuras em varias areas do
corpo e apéndices. Cabeca escura com a regido dorsal mais
clara longitudinalmente, cerca de duas vezes e meio mais
longa que larga, ao nivel dos olhos, e tdo longa ou
ligeiramente mais longa que o pronoto. Angulos
anterolaterais ndo proeminentes. Escutelo negro com 1+1
carenas claras. Hemiélitro cor de palha com cério marrom
avermelhado e membrana fracamente pigmentada. Tibias
castanhas com anelacdo apical escura. Conexivo com
segmentos dorsais com mancha marrom avermelhada na

metade anterior.



Distribuicdo geografica: Brasil (Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Parana, Rio

de Janeiro, Santa Catarina, S&o Paulo).

1.3.6. Rhodnius ecuadoriensis Lent & Leon, 1958

\\ Comprimento total 12.5-14.5mm. Coloracdo geral
marrom clara com marcas escuras, em forma de listras ou
pequenas manchas irregulares, no corpo e apéndices.
Cabeca granulosa duas vezes mais longa do que larga.
Pronoto com carena submediana amarela e angulos
anterolaterais ndo proeminentes. Escutelo com 2+2 carenas
anteriores distintas. Conexivo dorsal com leve mancha

escura no terco anterior do segmento.

Distribuicdo geografica: Equador (Manabi, Guayas,

Loja) e Peru (Amazonas, Tumbes, Piura, Cajamarca, La

Figura 7.R. ecuadoriensis | : :
Lent & Leon, 1958 Libertad, Lambayeque, San Martin)

1.3.7. Rhodnius milesi Carcavallo, Rocha, Galvao & Jurberg, 2001

Comprimento total 19,5-20mm. Coloracdo geral
marrom escuro, com as seguintes areas claras ou
amareladas: a regido central longitudinal da cabeca com
duas bandas laterais pos-oculares, os bordos externos e
as carenas paramedianas do pronoto.

Regido interocular com a mesma largura de um
olho em vista dorsal. Tubérculo antenal com um denticulo
apical. Pronoto apresentando angulos anterolaterais
pouco salientes sem tubérculos discais, bordos laterais
amarelos, duas faixas paramedianas amarelas terminando

no bordo, seguindo para o escutelo. Pernas com coxas

amarelas, fémures sem espinhos nem tubérculos

Figura 8.R. milesi Rocha, Galvédo
& Jurberg, 2001 9



subapicais.

Distribuicdo geogréfica: Brasil (Para).

1.3.8. Rhodnius montenegrensis Da Rosa et al., 2012

Coloracgao geral amarela com listras longitudinais
negras no pronoto, asas e conexivo. Cabeg¢a sem
manchas do clipeo ao pescog¢o, com uma faixa amarela
central localizada entre duas (1+1) faixas continua de
cor marrom. Pernas amarelas, exceto a tibia posterior
com uma listra negra proxima ao tarso. Conexivo dorsal
com mancha escura ocupando 1/3 de cada segmento.
Bordos internos e externos, do conexivo, com uma

faixa amarela descontinua.

Distribuicdo geografica: Brasil (Rondonia).

Figura 9. R. montenegrensis.
(Foto: Da Rosa et al. 2012)
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1.3.9. Rhodnius nasutus Stal 1859

Figura 10.R. nasutus Stal 1859

Comprimento total 12,5 - 18mm. Coloracao geral
marrom amarelado, ligeiramente alaranjado, com
manchas marrom escuro em algumas areas do corpo e
apéndices. Cabeca duas vezes e meia mais longa que
larga ao nivel dos olhos, distintamente mais longa que o
pronoto. Antenas de coloracdo marrom avermelhada.
Pronoto com lobo posterior granuloso e rugoso, com area
entre as carenas submedianas escura, fracamente
subdivididas por uma faixa. Angulos anterolaterais do
pronoto angulosos. Escutelo escuro com 1+ 1 carenas

claras bifurcadas anteriormente e fusionadas

posteriormente. Hemiélitro marrom avermelhado com

veias amarelo palha. Pernas uniformemente marrons

avermelhadas e finas, fémures anteriores seis vezes mais longos que largos. Abdémen

marrom amarelado, quase sem manchas. Conexivo com manchas ndo muito nitidas na

regido anterolateral de cada segmento.

Distribuicdo geografica: Brasil (Bahia, Ceara, Maranhéo, Paraiba, Pernambuco,

Piaui, Rio Grande do Norte).
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1.3.10. Rhodnius neglectus Lent, 1954

Comprimento total de 17,5 - 20,5mm. Coloracao geral
marrom claro com marcas marrom escuro na cabeca,
pronoto, escutelo, corio e conexivo. Areas amareladas
ventralmente no abddmen, no conexivo, nas coxas e
trocanteres. Cabeca distintamente mais longa que o pronoto.
Primeiro e segundo articulos antenais negros, terceiro negro
na base e claro na metade apical, quarto escuro na base e no
guarto apical. Lobo posterior do pronoto rugoso-granuloso,

carena submediana amarelada, margens laterais marrom

amarelado claro. Angulos anterolaterais proeminentes.

Figura 11.R. neglectus Escutelo com 2+2 carenas curtas fundidas em 1+1 carenas
e 198 ao nivel do terco anterior do escutelo e em uma uUnica carena
posteriormente. Hemiélitro marrom escuro com veias claras. Coxas, trocanteres e anel
basal das tibias amarelados. Conexivo ventral estreitamente visivel, dorsalmente com a

metade ou os dois ter¢os anteriores marrom, o resto amarelado.
Distribuicdo geografica: Brasil (Bahia, Distrito Federal, Goias, Maranhdo, Mato

Grosso, mato grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Séo

Paulo, Tocantins)
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1.3.11. Rhodnius neivai Lent, 1953

Comprimento total 17-21mm. Coloragdo geral marrom
escura ou negra. Rostro, antenas e superficie dorsal do
abdomen marrom avermelhada. Mancha de forma irregular no
angulo posterolateral do segundo até o quinto ou sexto
segmento do conexivo. Hemiélitro consideravelmente curto nao
atingindo o &pice do sétimo urotergito. Pernas uniformemente
negras com fémures delgados. Abdémen com conexivos pouco
visiveis em vista ventral.

Distribuicdo geografica: Colémbia (César) e Venezuela

Figura 12. R. neivai

Lent, 1953 . .
(Lara, Falcon, Zulia)

1.3.12. Rhodnius pallescens Barber, 1932

Comprimento total 21.5-23.5mm. Coloracao geral
castanho amarelado com manchas marrom escuras.
Cabeca mais clara dorsalmente. Antenas com o segundo
articulo negro no terco apical ou na metade, em alguns
espécimes o terceiro articulo escuro na base. Pronoto
com o lobo anterior ligeiramente granuloso, manchas
irregulares escuras; lobo posterior rugoso e granuloso
com aspecto geral manchado. Pernas com fémures e
tibias delgadas irregularmente sarapintadas. Conexivo

castanho amarelado com mancha retangular na metade

anterior de cada segmento.

Figura 13.R. pallescens
Barber, 1932

Distribuicao geografica: Belize, Coldmbia (Bolivar, Sucre), Costa Rica e Panama.
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1.3.13. Rhodnius paraensis Sherlock, Guitton & Miles, 1977

Comprimento total de 10,5 — 12mm. Coloracéo geral
marrom claro com varias manchas marrom escuro no corpo
e apéndices. Hemiélitro quase totalmente negro. Cabeca
granulosa de cor geral castanho claro, anteclipeo, genas,
tubérculos anteniferos e tubérculos ocelares castanho
escuro, quase negro. Pescogo negro, castanho amarelado
no centro e lateralmente. Pronoto castanho escuro com
margens laterais claras e lobo posterior distintamente
rugoso. Angulos anterolaterais pouco destacados. Escutelo

com 1+1 carenas claras fusionadas posteriormente em uma

Figura 14.R. paraensis Unica carena. Pernas curtas e robustas, castanho-
Sherlock, Guitton & Miles, 1977 R

amareladas, coxas com anel basal, fémures com anel

apical. Abdémen castanho amarelado em vista ventral, com manchas negras irregulares.

Conexivo dorsal e ventral castanho escuro nos trés quintos anteriores, contrastando com

os dois quintos posteriores amarelados.

Distribuicdo geografica: Brasil (Pard)

1.3.14. Rhodnius pictipes Stal, 1872

Comprimento total de 18 -22mm. Coloracéo geral
castanho amarelado com manchas castanho escuro em
varias regides do corpo, apéndices com aspecto geral
sarapintado. Regido anteocular cerca de trés vezes mais
longa que a pébs-ocular. Pronoto com lobo posterior
granuloso-rugoso; castanho escuro ou negro com
granulacdes mais claras e aspecto geral mosqueado.
1+1 carenas submedianas e bordos laterais amarelados.
Escutelo com 2+2 carenas claras que se fundem em 1+1

na porcao central do escutelo e numa Unica carena
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posteriormente. Hemiélitro de coloracdo amarelo-palha; cério com numerosas manchas
negras irregulares. Pernas amareladas, coxas, trocanteres e fémures manchados de
castanho escuro criando um aspecto sarapintado. Tibias amareladas, ter¢co basal e apice
com anelagdo castanho escuro. Conexivo dorsal amarelo com metade anterior de cada

segmento formando uma mancha retangular escura em forma de uma ponta agugada.

Distribuicdo geogréfica: Belize, Brasil (Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato
Grosso, Para, Piaui, Roraima, Tocantins), Colémbia (Meta, Putumayo), Equador (Azuay),
Guiana, Guiana Francesa, Peru (Loretto, Cusco, San Martin), Suriname, Trinidad,
Venezuela (Anzoatec, Apure, Aragua, Bolivar, Carabobo, Cojedes, Falcén, Mérida,
Miranda, Monagas, Portuguesa, Tachira, Truijillo, Sucre, Yaracuy, Zulia, Delta, Amacuro).

1.3.15. Rhodnius prolixus Stal, 1859

Comprimento total 17.5-21.5mm. Coloragao geral
castanho amarelado claro, com marcas marrom escura em
varias regides do corpo e apéndices. Cabeca castanho
amarelada, granulosa nas laterais, listra dorsal estreita, de
cor clara, do clipeo até o pescoc¢o. Pronoto com carena
submediana e margens laterais castanho amareladas
clara. Angulos anterolaterais ndo muito proeminentes.
Escutelo com 1+1 carenas castanho amareladas, mais
lardas anteriormente e fusionada na base do processo do

escutelo.

1650 Figura 16.R. prolixus Stal, Pernas uniformemente castanhas; fémures em

| alguns casos e delgada. Superficie ventral do abdémen
mais escuro em determinadas areas; tibia mais uniformemente marrom escuros, em
alguns individuos amarelados com marcas escuras, como em robustus. Conexivo com
segmentos castanhos amarelados, cada um com mancha marrom escura prolongada

para tras na area anterolateral.

Distribuicdo geografica: Bolivia (Santa Cruz), Colémbia (Antioquia, Arauca,
Bayaca, Caqueta, Cesanre, César, Cundinamarca, Guajira, Huila, Magdalena, Meta,
15



Norte Santander, Putumayo,, Santander, Tolima, Vichada), Costa Rica, El Salvador,

Equador (esmeraldas, Manabi, Napo, Zamora-Chinchipe), Guatemala, Guiana, Guiana

Francesa, Honduras, México (Oaxaca, Chiapas), Nicaragua, Panamda, Suriname, Trinidad

e Venezuela (todos os estados).

1.3.16. Rhodnius robustus Larrousse, 1927

Figura 17.R. robustus
Larrousse, 1927 .

Comprimento 20-26mm. Coloracao geral castanho
amarelado com manchas castanho escuro em varias
regides do corpo e apéndices. Cabeca cerca de duas
vezes e meia mais longa que larga ao nivel dos olhos e
distintamente mais longa que o pronoto. Pronoto com as
carenas submedianas e as margens laterais castanho
claro. Lobo posterior com areas escuras entre as carenas;
carenas e margens laterais distintamente separadas por
faixas amareladas. Angulos anterolaterais pouco
proeminentes (menos proeminentes que em R. prolixus).
Escutelo com 1+1 carenas amareladas fusionadas
posteriormente na base do processo apical. Hemiélitro

castanho com veias muito nitidas. Pernas com coxas e

trocanteres parcialmente ou inteiramente escuros; fémures castanho avermelhado, tibias

de cor idéntica ou castanho amarelado escuro no apice. Conexivo dorsal castanho

amarelado, cada segmento com a mancha escura ocupando ao menos a metade anterior

de cada segmento, com uma projecao pontuda posterior.

Distribuicdo geografica: Bolivia (Pandos, Santa Cruz, Brasil (Acre, Amapa,

Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima, Tocantins), Colémbia

(Santander, Norte Santander), Equador (Napo), Guiana Francesa, Peru (Amazonas,

Cajamarca, Loretto, Madre de Dios, San Martin) e Venezuela (Mérida, Falcén, Tachira,

Cojedes, Apure, Barinas, Bolivar, Monagas, Sucre, Truijillo, Yaracuy).
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1.3.17. Rhodnius stali Lent, Jurberg & Galvao, 1993

Comprimento  15-19mm. Coloragcdo geral pardo
amarelada, com manchas castanho escuro em Vvarias
regides do corpo, causando um aspecto sarapintado.
Cabeca igual ou ligeiramente mais longa que o pronoto.
Pronoto com o lobo anterior ocupando a terca parte do
tamanho total, separado do lobo posterior por um sulco
pouco evidente. Bordos laterais amarelados. Lobo
posterior pardo negro com aspecto levemente sarapintado.
Escutelo rugoso, pardo negro. Hemiélitro de coloracao
palha, quase atingindo a extremidade do abddémen com

Figua 18. R. st Lent, veias pouco destacadas. Conexivo dorsal amarelo

Jurberg & Galvdo, 1993. apresentando na metade anterior de cada segmento, uma

mancha quadrangular pardo negra, de cuja regido central sai uma forte projecédo. Pernas
amareladas, salpicadas de pardo negro, nas coxas, trocanteres, e principalmente
fémures. Tibias com duas anelacbes negras, uma na base do terco mediano e outra no

apice.

Distribuicdo geografica: Bolivia (Alto Beni, Chapare, La Paz, Santa Cruz, Pando)

e Brasil (Mato Grosso)

1.3.18. Rhodnius zeledoni Jurberg, Rocha & Galvao, 2009

Comprimento total 13mm. Coloracdo geral castanho claro, com areas castanhas
escuras. Cabeca castanha clara. Pronoto castanho escuro circundado por uma faixa
alaranjada, com 2 + 2 carenas laterais castanho claro alaranjado, carena mediana clara.
Angulo anterolateral inaparente. Escutelo triangular, castanho alaranjado nas carenas que
o delimitam com 2 + 2 depressdes. Processo do escutelo com apice arredondado.
Hemiélitros castanho alaranjado, com nervuras mais claras; base do cério e o clavo
castanho escuros. Pernas castanho escuro, trocanteres, tibias e tarsos do 3° par
castanho claro com excecao de anel apical escuro.

Distribuicdo geografica: Brasil (Sergipe).
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1.4. Analise molecular aplicada aos triatomineos

Com o advento da reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction —
PCR), descrito por Kleppe et al. (1971) e aprimorado por Kary Mullis em 1983, os
métodos baseados em DNA permitiram que as andlises moleculares se tornassem
fundamentais para o avanco dos estudos de taxonomia e filogenia de triatomineos. O uso
de marcadores moleculares, em triatomineos, apareceu como uma ferramenta informativa
gue procura esclarecer tanto questdes de sistemética e evolucdo, e tenta auxiliar a
investigagdo de problemas referentes ao impedimento taxondmico, como a identificagéo
de espécies cripticas (Ward et al. 2009; Mas-Coma & Bargues, 2009; Abad-Franch &
Monteiro, 2005; Monteiro et al. 2001, Bargues et al. 2002, Barret, 1988).

Abad-Franch e Monteiro (2005) descreveram o0 uso das diferentes técnicas
disponiveis para a detecgéo do polimorfismo do DNA em triatomineos, como:

a. PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) — digestdo de

fragmentos de DNA por enzimas de restri¢ao.

b. RAPD (Randon Amplified Polymorphism DNA) — amplificagdo aleatdria de

diferentes regides do genoma

c. Microssatélites

d. Sequenciamento de DNA (nuclear e mitocondrial).

O sequenciamento de DNA vem sendo amplamente utilizado para identificacdo de
triatomineos, pois gera informacdes em cada nucleotideo de um determinado fragmento
genbmico, fornecendo dados para determinacao das relacdes de parentesco e inferéncias
filogenéticas (Monteiro et al. 2009, Abad-Franch & Monteiro, 2005).

1.5.ldentificacdo molecular e codigo de barras de DNA

Mitocdndrias sdo organelas eucarioticas citoplasmaticas envolvidas nos processos
responsaveis pela sintese de proteinas e respiracdo celular. Cada mitocondria possui
uma unica molécula de DNA, o DNA mitocondrial (DNAmt). Esse DNA circular haploide é
pequeno, sua estrutura é simples (comparada ao genoma nuclear), de heranca materna,
esta presente em copias multiplas nas células, possui 37 genes e 17 kpb, evolui de forma
mais rapida e seu tamanho corresponde somente a 0,0001% do comprimento total do
DNA nuclear (Avise, 1994).
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Nos ultimos anos, a ampla utilidade das sequéncias de DNA mitocondrial (MtDNA)
pode ser observada no aumento do numero de trabalhos utilizando diferentes regides
deste como marcadores moleculares. Diferentes marcadores, tais como 12S, 16S,
Citocromo oxidase subunidade | (COI) e Citocromo b (CytB), vém sendo amplamente
empregados na identificacdo, estudos de genética de populacdo e filogenia de
triatomineos(Hajibabaei et al. 2007). Segundo Hurst et al. 2009, a escolha desse gene
esta bem relacionada com o fato de o mtDNA aparecer bem conservado, em mdaltiplas
copias em cada célula, ndo possuir introns e suas regides intergénicas sdo bem
pequenas, no entanto é necessario cuidado pois como sua taxa de mutacdo é alta, em
alguns casos inidividuos da mesma espécie podem apresentar divergéncias maiores que
0 esperado em suas sequéncias. Segundo Zwang & Hewitt (1996b) ainda ndo se conhece
totalmente as vantagens e desvantagens da escolha do mtDNA em estudos de filogenia,
mas € preciso observar que a presenca de pseudogenes pode ser desvantajosa.

Hebert et al. (2003) propuseram uma metodologia baseada na variacdo de
sequéncias do gene mitocondrial Citocromo oxidase subunidade | (COI), a fim de
promover um sistema de identificacdo taxondmica universal mais rapido, eficiente e de
livre acesso, chamado de Cdadigo de Barras de DNA ou DNA Barcoding. Esta abordagem
€ baseada em uma metodologia molecular padronizada e tem como objetivo promover um
sistema unico de identificacdo molecular de todos os seres eucaridticos. Todas as
espécies inseridas nesse sistema devem apresentar um codigo de barras de DNA Unico
onde a variacao interespecifica € mais elevada que a intraespecifica (Miller, 2007; Hebert
et al. 2003; Hebert & Gregory, 2005). A proposta do codigo de barras de DNA se baseia
na utilizacdo de COI como marcador de referéncia, pois seus iniciadores universais sao
bem estabelecidos, permitindo a amplificacdo do DNA dessa regido numa enorme
variedade de organismos. Além disso, 0 gene parece possuir um sinal filogenético ideal
para a abordagem cddigo de barras, uma vez que em cerca de 95% dos casos
observados, a variacao intraespecifica ndo sobrepde a variacao interespecifica (Hebert et
al., 2003).
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1.6.Projeto BR-BOL

O projeto “ldentificacdo Molecular de Parasitos e Vetores” faz parte do
consorcio brasileiro de identificagdo molecular da biodiversidade (“Rede de Pesquisa de
Identificagdo Molecular da Biodiversidade Brasileira” — BR-BOL - Brazilian Barcode of Life
- http://mwww.brbol.org/). O objetivo deste projeto é contribuir para o avan¢co do
conhecimento em salde publica, através da democratizacdo dos meios de identificacao
taxonbmica de vetores e parasitas (de forma integrada através de um portal de dados
publicos), visando a melhoria da saude humana.

Mais de 13 instituicbes estdo envolvidas na coleta de espécies, no sequenciamento
do cddigo de barras, no processamento de dados locais e na integracao das informacdes
ao BOLD (Barcode of Life; do inglés, cédigo de barras da vida) O. BOLD é uma
plataforma de bioinformatica para armazenamento, analise, gestdo e publicacdo de
registros de cédigo de barras de DNA de organismos (Ratnasingham e Hebert, 2007).

O principal objetivo desta metodologia ndo é determinar a classificacdo de novos
organismos, e sim criar um banco de dados através da identificagdo molecular das
espécies existentes nas colecbes de referéncia, com a finalidade de auxiliar na

identificacdo das amostras desconhecidas.
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2 JUSTIFICATIVA

Segundo Jinbo et al. 2011 “A identificagdo de espécies € uma parte fundamental
para reconhecimento e descrigdo da biodiversidade”. Tradicionalmente esta identificacéo
é feita por taxonomistas, baseado na diagnose morfolégica.

Com a descoberta da doenca de Chagas, a classificacdo e caracterizacdo das
espécies da subfamilia Triatominae, que antes era feita somente por descri¢cdes simples e
breves de caracteres morfolégicos e cromaticos, ganhou importancia a partir de 1910,
com trabalhos publicados por Neiva (1923), Lent & Wygodzinsky (1979) e Carcavallo et al.
(1998). Nestes trabalhos foram feitas revisdes detalhadas e chaves dicotbmicas baseadas
em caracteres morfoldgicos de identificacdo mais elaborados. No entanto, apesar dos
esforcos, algumas espécies nao apresentam caracteres suficientes para facil diagnose.
Alguns trabalhos utilizaram abordagens baseadas no estudo de estruturas falicas, na
analise do exocoério de ovos, na descricdo de ninfas, em microscopia eletrbnica de
diferentes regides do corpo, na morfologia de glandulas salivares, em morfometria, em
analises isoenzimaticas, na citogenética e, mais recentemente, em analises de DNA.

O género Rhodnius é o segundo género mais diverso da subfamilia Triatominae. E
um dos mais estudados ndo sé pela importancia epidemioldgica das suas espécies, mas
também em funcao da dificil diferenciacdo das mesmas (Galvéo et al. 2003). Existe uma
enorme similaridade morfolégica entre algumas espécies, o que dificulta sua identificacéo
através do uso de chaves dicotdbmicas convencionais, tanto para agentes de saude,
envolvidos no controle desses vetores, como até mesmo para taxonomistas treinados.
Essa dificuldade na identificacdo se deve ao fato de que existem diversas espécies
cripticas nesse género. Na regido amazonica existe o complexo R. robustus de espécies
cripticas (formado por R. robustus I, I, Il e IV) morfologicamente idénticas a R. prolixus
(Monteiro et al. 2003, Pavan & Monteiro 2007), que junto com R. neglectus e R. nasustus
formam o 'grupo prolixus' (Barret, 1988). Outro grupo conhecido é o 'grupo pictipes'
composto por R. pictipes, R. stali, R. amazonicus e R. paraensis. Neste grupo, R. stali foi
descrito a partir de espécimes anteriormente identificadas como R. pictipes,
demonstrando sua grande semelhanca morfolégica (Lent et al. 1993).

A correta identificacdo de espécies cripticas é necessdria, pois espécies com
caracteristicas morfolégicas semelhantes podem apresentar capacidades vetoriais

distintas (Pavan & Monteiro 2007). Um exemplo disso é o fato de que até 2007 os
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técnicos do Programa Nacional de Chagas da Bolivia identificavam espécimes de R. stali,
gue € capaz de colonizar casas, mas nao parece ser um bom vetor (Marcilla et al., 2002)
como sendo R. pictipes, uma espécie estritamente silvestre da Amazénia brasileira (Justi,
comunicacao pessoal).

Entretanto o numero de taxonomista e técnicos especialistas em identificacdo de
triatomineos tem diminuido muito no decorrer destes anos. A disponibilidade de
descricbes mais apuradas e diagnoses detalhadas ndo tem solucionado o problema de
diferenciacdo das espécies cripticas, mesmo com entendimento das chaves dicotdmicas
por parte dos agentes envolvidos no controle desta endemia, ainda percebe-se uma
grande dificuldade na diferenciacdo de grupos mais complexos. Com isso, métodos
alternativos para auxiliar estes profissionais e demais interessados vém sendo
desenvolvidos para que a identificacdo apurada desses vetores seja possivel.

Diversas técnicas moleculares vém sendo utilizadas na tentativa de solucionar
guestdes taxondmicas consequentes das semelhancas morfolégicas entre espécies
diferentes. Hebert et al. (2003) propuseram o desenvolvimento do cédigo de barras de
DNA, um sistema universal para identificacdo de todos os seres eucaridticos com base
em uma abordagem padronizada de sequenciamento do marcador mitocondrial COl,
objetivando agilizar a identificacdo de organismos. Esta abordagem auxilia na
identificacdo de espécies (sobretudo as cripticas), permite o mapeamento da
biodiversidade, funcionando como mais uma ferramenta para taxonomistas na
identificacdo de novas espécies, e permitindo que qualquer pessoa habilitada, em
gualquer lugar, a qualquer momento, possa identificar rapida e eficientemente a espécie
um determinado espécime. A expectativa € de que, no futuro, essa eficiéncia se estenda a
espécimes em condicdes de preservacdo ruins, como exemplares de colecdo. E
importante salientar a importancia das colecdes biologicas, pois estas sdo o0 centro
depositario de material biolégico e tem como funcdo primordial o registro da
biodiversidade. (Marinoni et al. 2005).

Este sistema € também um veiculo para a colaboracdo e troca de informacdes
entre grupos de pesquisa do mundo todo, pois esta técnica estd integrada a uma
plataforma de bioinformatica desenvolvida para a rapida compilacdo dos dados de cédigo
de barras o Barcode of Life dara System (BOLD) ou Sistema de Cédigo de Barras da
Vidaque agrega os dados de coleta, identificacdo e sequéncias de DNa dos espécimes

identificados através dessa metodologia.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Confirmar a identidade taxondmica de espécimes do género Rhodnius, por meio da

taxonomia classica e do codigo de barras de DNA.

3.2. Objetivos Especificos

Otimizar protocolos de extracdo de DNA de espécimes depositados em colecao,

conservados em naftalina e paraformaldeido.

Testar a eficacia do gene mitocondrial COlI como cddigo de barras para o género
Rhodnius.

Confirmar ou invalidar as sinonimias R. brumpti (R. nasutus), R. dunni (R.
pallescens) e R. pratai (R. neglectus).

Identificar possiveis espécies novas ou complexos de espécies.

Iniciar o banco de dados de referéncia, para espécies de Rhodnius, no BOLD.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1.0btencéo das amostras

As amostras de 15 espécies de Rhodnius utilizadas neste estudo foram
provenientes do Laboratorio Nacional e Internacional de Referéncia em Taxonomia de
Triatomineos, do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz (LNIRTT), Rio de Janeiro. As amostras
foram separadas em trés diferentes grupos: i) triatomineos depositados nas Colecbes
Entomoldgicas Herman Lent e Rodolfo Carcavallo (CTIOC- Colecao de Triatomineos do
IOC) (Tabela 1), ii) insetos frescos: provenientes de campo e de coldnias do LNIRTT e iii)
preservados em alcool: provenientes de colénias do LNIRTT ou de campo (Tabela 2).

Espécimes de R. amazonicus nao estavam disponiveis nem na colecéo
entomologica, nem nas colénias do LNIRTT. Como né&o foi possivel obter amostras de
campo, foi utilizado para essa espécie, DNA previamente extraido e preservado no banco
de DNA do Laboratorio de Epidemiologia e Sistematica Molecular do Instituto Oswaldo
Cruz.

Todos os espécimes utilizados foram identificados, ou tiveram sua identificacéo
confirmada, por meio da chave dicotdmica proposta por Lent & Wygodzinsky (1979), no
caso das espécies publicadas apds 1979, a identificacao foi conferida utilizando o trabalho

onde sao apresentadas as descri¢des dos holotipos.

4.2.Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi feita através de dois métodos distintos: (a) kits DNA 1Q
system 100 Reactions ( Promega) e Genomic DNA Extraction Kit (RBC), seguindo as
recomendacdes dos fabricantes para o isolamento do material genético de tecido animal,

(b) através de extracao nédo invasiva.

Para a extracdo de material proveniente de colecéo, devido ao seu valor historio e
cientifico, foi utilizado um processo de extragcdo nao invasiva seguindo o protocolo
descrito por Gilbert et al. (2007). Os insetos foram acondicionados em tubos plasticos de
1,5 ml e totalmente submersos em uma solucdo com um tampéao de digestdo contendo 3
mM Cloreto de Célcio (CaCl,), 2% Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), 40 mM Dithiothreitol
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(DTT), 250 pg/mL Proteinase K, 100 mM Tris(hidroximetil)aminometano (Tris tampé&o) pH
8,0 e 100 mM Cloreto de Sdédio (NaCl). Os exemplares foram deixados nessa solugéo por
16 h a 55° C. Apds esse periodo, os espécimes foram removidos do buffer e colocado em
etanol 100% por 4 h para interromper o processo de digestdo e posteriormente ser
devolvido a colegéo.

Para melhorar a qualidade do DNA das amostras extraidas por imersdo, foi
utilizado um protocolo de polimerizagéo reconstrutiva adaptado de Golenberg et al.(1996).
Nesta reacao € utilizado o seguinte tampéo: 3,7 mM de Cloreto de Magnésio (MgCl2), 0,3
uM de dNTP, 1,5 u de Taqg, 10-60 ng DNA (concentracao final de 4 ng/uL), sem adicéo de
iniciadores. Este tampdo adicionado do DNA extraido do material de colecdo foi
submetido ao seguinte ciclo de temperatura 94°C (por 1 min), seguido de 35 ciclos a 92°C
(por 30 segundos), 52°C (por 45 segundos), e 72°C (por 90 segundos), e uma extensao
final de 20 min a 72°C em um termociclador Veriti Thermal Cycler da Applied Biosystems
(Anexo 1).

A mesma reacdo também foi testada com trés diferentes facilitadores de PCR:
Albumina Soro Bovino (BSA), Trehalose 10% e Dimetil Sulfoxido (DMSO). Essa
reconstrucao foi utilizada para recuperar a integridade do DNA degradado aumentando o
namero de pares de bases desses fragmentos proveniente de insetos com data de

depdsito muito antiga (Anexo 2).

Posteriormente os produtos da extracdo foram purificados com fenol:cloroformio
(1:1), misturado gentilmente por 30 segundo e centrifugado por 1 minuto (este passo foi
repetido 4 vezes) e cloroférmio (1:1). Em seguida para precipitacdo adicionou-se a
amostra 20ug de Glicogénio, Isopropanol 100% (0,6:1) e Acetato de Sédio 3M (0,1:1). Os
tubos foram centrifugados por 25 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado
foi lavado com etanol 85% gelado por duas vezes. Foram novamente centrifugados por 2
minutos e postos para secar a 65°C. As amostras foram ressuspendidas em 20 ul de agua
MilliQ estéril. E importante observar que todas as centrifugacées foram feitas a 14000

rpm.
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4.3.PCR e Iniciadores (Primers)

A identificacdo molecular foi feita a partir da amplificagdo por PCR de fragmentos
do gene mitocondrial COIl. Para amplificacdo desse marcador foram testadas diferentes
combinagdes de iniciadores:

a) LCO-1490 (5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) e HCO-2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) — 658pb (posicdao no gene 1404-
2088) (Folmer et al. 1994).

b) LCO-1490 (5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) e a fita reversa LepR
(5-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3") — 658pb (Hebert et al. 2004),
(posicdo no gene 1404-2088) utilizando o protocolo adaptado de Folmer et al.
(1994).

c) LCO-1490 (5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) e a fita reversa LepR2
(5’-CCTGTTCCAGCTCCATTTTC-3’) — 250pb (posicdo no gene 1404-1737)
(Hajibabaei et al. 2006).

d) LCO 1490 - L (5-GGTCWACWAATCATAAAGATATTGG-3’) (Nelson et al.
2007) e LepR2 (5’-CCTGTTCCAGCTCCATTTTC-3’) — 250pb (posicdo no gene
1404-1737) (Hajibabaei et al. 2006).

e) ShortF (5-CAATTTCCAAATCCNCCAAT) e ShortR ~ (5° -
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAA) — 220pb (Gilbert et al. 2007).

As reacdes foram feitas em um termociclador Veriti Thermal Cycler da Applied
Biosystems, programado para a seguinte ciclagem: desnaturacdo a 94°C (por 3 min),
seguido de 35 ciclos a 94°C (por 1 min), 45°C (por 1 min), e 72°C (por 1 min), e uma
extensdo final de 10 min a 72°C. Os produtos das reacbes foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (1%). A purificacdo dos produtos amplificados foi feita com
o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System da Promega conforme as
recomendacdes do fabricante (Anexo 3).

Com objetivo de comprovar a eficacia dos iniciadores utilizados e o poder
discriminatério do COI dentro da subfamilia Triatominae, utilizamos amostras de outros
géneros da subfamilia, sendo as espécies: Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835)

(adulto coldnia); T. rubrovaria (Blanchard, 1843) (adulto campo); T. carcavalloi Jurberg,
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Rocha & Lent, 1998 (adulto campo); T. circummaculata (Stal, 1859) (adulto campo); T.
lecticularia (Stal, 1859) (adulto col6nia); T. protracta (Uhler, 189) (adulto coldnia);
Psammolestes tertius (Lent & Jurberg, 1965) (adulto preservado em alcool) 13 ninfas de
Triatoma nao identificadas, provenientes de coleta de campo realizadas em Santa Maria —
Rio Grande do Sul; 92 adultos de Triatoma identificados como uma possivel nova

espécie, coletados em Santa Maria — Rio Grande do Sul (Tabela 3).

4.4.Reacédo de Sequenciamento e Preciptacdo do DNA

As reacOes de sequenciamento foram realizadas, com os produtos de PCR
purificados, em ambas as fitas (senso e anti-senso) utilizando o kit ABI Prism® Big Dye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystem) e os mesmos iniciadores das
reacoes de PCR. As reacdes foram feitas em um termociclador Veriti Thermal Cycler da
Applied Biosystems com 30 ciclos de 96°C (por 10 seg), 50°C (por 5 seg) e 60° (por
4min).

Os produtos da reacao de sequenciamento foram purificados para a remocéao de di-
deoxinucleotideos excedentes através da precipitacdo com acetato de sodio-EDTA 0,8M,

alcool 95% e 70%, e analisados no sequenciador ABI 3730 na plataforma PDTIS/Fiocruz.

4.5.Edicdo e alinhamento

Todas as sequéncias obtidas tiveram sua qualidade avaliada pelo eletroferograma
e a edicdo das fitas senso e anti-senso foi realizada utilizando os programas SegMan
Lasergene versdo 7.0 (DNAStar Inc.) e Mega versao 4.0 (Tamura et al., 2011). Durante a
edicdo, para geracao da fita consenso de cada individuo, os sitios polimoérficos foram
conferidos para que possiveis erros gerados pelo sequenciador fossem consertados.
Também foram retirados os fragmentos de iniciadores a fim de se obter apenas a regiao
de interesse. As sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW, disponivel
no programa Mega versdao 4.0 (Tamura et al. 2011). Foram utilizados, para 0s

alinhamentos, parametros predefinidos de gaps nos programas.
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4.6.ldentificacdo molecular

O conjunto de sequéncias de cada espécie foi submetido a analise filogenética
visando verificar a utilidade do marcador molecular COl como codigo de barras, conforme
0 proposto por Hebert et al. (2003). A identificacdo das sequéncias, mais semelhantes, foi
feita através da comparacdo dos dados obtidos com os disponiveis ho Genbank (Blast
search) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) e também no banco de dados do Barcode
of Life (BOLD - http://www.boldsystems.org/).

Duas diferentes metodologias foram utilizadas para a reconstrucéo filogenética:

a) Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987) — “este método faz parte do grupo de
métodos de evolucdo minima, no qual se estima a arvore com a menor soma total de
ramos.” ( Miyaki et al. 2012). Entretanto, dependendo do numero de sequéncias e da
divergéncia entre elas, esta metodologia pode tender a recuperar topologias incorretas
(Nei & Kumar, 2000). Para esta abordagem foi utilizado o programa Mega 5.0 (Tamura et
al. 2011).

b) Maxima Verossimilhanga (MV) (Felsenstein, 1981) — estima a probabilidade
condicional (verossimilhanca), com base em um determinado modelo evolutivo, de um
conjunto de dados corresponderem a um processo que verdadeiramente ocorreu (Miyaki
et al. 2012). Dois diferentes programas foram utilizados para a reconstrucdo com base
nessa metodologia: Mega 5.0 (Tamura et al. 2011) e PhyML (Guindon et al. 2010).

Para todas as reconstrucdes o modelo de substituicdo nucleotidica utilizado foi o
Kimura 2-parametros (Kimura 1980), uma vez que a distancia Jukes-Cantor par-a-par
calculada foi, em geral, menor do que 1 (Nei & Kumar 2000). Sendo assim, ndo ha
necessidade de correcdo para substituicbes multiplas e utilizacdo de modelos mais
complexos. Além disso, a confiabilidade dos clados foi estimada a partir de 1000 réplicas

de bootstrap (Felsenstein1985), para cada uma das topologias reconstruidas.
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5 RESULTADOS

5.1.ldentificagcdo morfolégica e molecular dos espécimes

Os 187 espécimes utilizados foram identificados, ou tiveram sua identificacéo
confirmada, por meio da chave dicotdmica proposta por Lent & Wygodzinsky (1979).

Seguindo a proposta de Hebert et al. (2003) para a identificacdo molecular pelo
método do codigo de barras de DNA, todos os individuos tiveram seus DNAs extraidos e
o fragmento do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade | (COIl) submetido a
reacdo de PCR para amplificacdo. Entretanto, muitas amostras provenientes de cole¢ao
nao apresentaram resultados positivos na amplificacdo e por isso ndo puderam ser
incluidas nas analises moleculares (Tabela 4).

Foi possivel chegar a etapa do sequenciamento para 130 (69,5%) dos 187
espécimes incluidos no trabalho. A partir dai foram obtidas 112 sequéncias com mais de
250 pares de bases (pb), sendo 65 de Rhodnius e 47 amostras paralelas.

As sequéncias de Rhodnius foram comparadas com aquelas depositadas no
GenBank, através da ferramenta de busca Blast Search. Em uma etapa posterior, estas
sequencias serviram como base para reconstrucdo da filogenia do género, objetivando a
identificacdo das espécies.

Como ferramenta de comparacéao, foram utilizados dados néo publicados do banco
de dados do Laboratorio de Sisteméatica Bioquimica (I0C), que contém sequencias de Cyt
b; outro marcador mitocondrial que parece resolver muito bem as relacdes entre espécies
de Rhodnius. Além disso, os resultados foram comparados com aqueles publicados por
Hypsa et al. (2002) e Paula et al. (2005).
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5.2. Andlise das Sequéncias: diversidade e filogenia

Das 65 sequencias de Rhodnius obtidas, a qualidade dos eletroferogramas de 26
delas estava muito baixa apresentando muito ruido, picos duplos ou em alguns casos
estes apareciam incompletos, ndo permitindo sua utilizacdo. Como nesta primeira etapa,
apenas os iniciadores indicados como universais (HCO e LCO; Folmer et al. 1994) haviam
sido utilizados, novas tentativas de amplificacdo foram feitas utilizando outros pares de
iniciadores que amplificam fragmentos menores do marcador (Tabela 5).

Em relacdo aos insetos provenientes de colecdo, grande parte da amostra
apresentou resultado negativo para amplificacdo por PCR, para qualquer combinacdo de
primer. Mesmo apds a etapa de polimerizacdo reconstrutiva os eletroferogramas
resultantes do sequenciamento apresentaram uma qualidade muito baixa e,
consequentemente, ndo puderam ser incluidos nas analises.

Um total de 39 individuos, representantes de 12 espécies, foi sequenciado. Das
sequencias obtidas, o alinhamento permitiu observar 228 sitios variaveis, de um total de
657 pb; distribuidos em 30 haplotipos distintos. E importante observar que nem todas as
sequencias possuiam 650 pb (Figura 23).

Essas sequencias, juntamente com outras, provenientes do GenBank e do banco
de dados do Laboratério de Sistematica Bioquimica, foram alinhadas e utilizadas para a
reconstrucao filogenética do género.

Duas abordagens distintas foram utilizadas para a reconstrucdo filogenética:
Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) e maxima verossimilhanca (Felsenstein, 1981). A
confiabilidade dos clados foi inferida a partir de reamostragens de booststrap (Efron,
1979). Foram reconstruidas trés filogenias: uma com base em NJ e duas com base em
MV, a partir de dois programas diferentes (Figuras 19, 20 e 21).

Foi possivel observar, a partir desses resultados, que haplétipos de mesma
espécie agrupam em clados com suporte estatistico geralmente alto (> 80%), enquanto
gue as relacdes mais profundas na arvore ndo sdo bem resolvidas (suporte estatistico
baixo). Esse resultado foi coerente entre as trés arvores. As diferencas observadas entre
as topologias recuperadas se deve a instabilidade dos clados, refletida no seu baixo
suporte estatistico.

A comparacado da divergéncia genética entre os haplotipos revelou que a distancia

K2P entre individuos da mesma espécie variou de 0 — 2,6% e a média entre individuos de
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espécies diferentes variou entre 2,8 — 17,4%. A média total da distancia K2P entre todos
os individuos foi € de 9,3% (Tabela 8). A exce¢do encontrada foi a comparacdo entre 0s

dois espécimes de R. montenegrensis, que apresentaram uma divergéncia de 4,6%.
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Espé: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41
R_brethesi 3633
R_brethesi_3681 0
R_brethesi_Justi 0 0
R_colombiensis1 0,132 0,145 0,145
R_colombiensis16 0,098 0,098 0,098 0,014
R_domesticus 0,136 0,136 0,136 0,101 0,089
R_ecuadoriensis12 0,085 0,085 0,085 0,07 0,058 0,077
R_ecuadoriensis13 0,089 0,089 0,089 0,07 0,063 0,077 0,004
R_ecuadoriensis14 0,098 0,098 0,098 0,07 0,058 0,077 0 0
R_ecuadoriensis15 0,085 0,085 0,085 0,07 0,058 0,077 0 0,004 0
R_milesil_4064 0,15 0,163 0,163 0,148 0,097 0,074 0,103 0,108 0,088 0,103
R_milesi2_4064 0,15 0,163 0,163 0,148 0,097 0,074 0,103 0,108 0,088 0,103 0
R milesi 4322 0,122 0,122 0,122 0,088 0,09 0,068 0,107 0,112 009 0107 0 0
R_montenegrensis2 0,169 0,169 0,169 0,129 0,118 0,131 0,138 0,143 0,131 0,138 0,089 0,089 0,075
R_montenegrensis1 0,143 0,143 0,143 0,095 0,103 0,089 0,114 0,119 0,099 0,114 0,065 0,065 0,065 0,043
R_neivai_genbank 0,17 0,172 0,172 0,162 0,133 0,081 0,098 0,098 0,098 0,098 0,143 0,143 0,076 0,115 0,08
R_nasutus_pl 014 0214 014 0117 0,109 0,056 0,121 0,121 0,11 0,121 0,067 0,067 0,061 0,11 0,086 0,104
R_nasutus_p2 0,135 0,135 0,135 0,112 0,108 0,056 0,11 0111 0,104 0,11 0,059 0,059 0,052 0,104 0,074 0,104 0,004
R_nasutus1 014 014 014 0112 0,104 0,056 0,116 0,116 0,104 0,116 0,062 0062 0,056 0,105 0,081 0,104 0,004 0O
R_nasutus2 0,13 013 0,13 0,112 0,103 0,056 0,105 0,105 0,105 0,105 0,052 0,052 0,044 0,094 0,063 0,104 0,005 0 0
R_nasutus3 0,131 0,131 0,131 0,112 0,102 0,059 0,109 0,109 0,109 0,109 0,055 0,055 0,044 0,087 0,066 0,104 0,01 0,005 0,005 0,005
R_neglectus_3211 0,148 0,157 0,157 0,132 0,083 0,074 0,113 0,117 0,099 0,113 0,017 0,017 0,023 0,089 0,065 0,143 0,067 0,059 0,062 0,052 0,055
R_neglectus_3633 0,15 0,159 0,159 0,134 0,083 0,074 0,113 0,117 0,099 0,113 0,019 0,019 0,023 0,089 0,065 0,141 0,067 0,059 0,062 0,052 0,055 0,002
R_neglectus_3681 0,15 0,159 0,159 0,134 0,083 0,074 0,113 0,117 0,099 0,113 0,019 0,019 0,023 0,089 0,065 0,141 0,067 0,059 0,062 0,052 0,055 0,002 0
R_pallescens_3681 0,114 0,125 0,125 0,051 0,024 0,094 0,054 0,058 0,062 0,054 0,151 0,151 041 0,137 0112 0,15 0,118 0,108 0,113 0,102 0,102 0,135 0,137 0,137
R_pictipes_3633 0,09 0,09 009 012 0081 0136 0077 0,077 0,077 0,077 0,126 0,126 0,101 0,146 0,113 0,143 0,112 0,112 0,112 0,113 0,114 0,123 0,126 0,126 0,1
R_pictipes_genbank 0,117 0,12 0,119 0,165 0,11 0,154 0,085 0,085 0,085 0,085 0,164 0,164 0,11 01141 0,109 0,147 01121 0,121 0,121 0,121 0,116 0,153 0,155 0,155 0,138 0,026
R _pictipes_Justi 0,088 0,095 0,094 0,13 0,088 0,136 0,075 0,08 0,077 0,075 0,148 0,148 0,128 0,163 0,137 0,137 0,119 0,113 0,119 0,113 0,114 0,14 0,142 0,142 0,109 0,002 0,024
0,159 0,168 0,168 0,148 0,106 0,074 0,122 0,127 0,104 0,122 0,082 0,082 0,071 0,113 0,089 0,138 0,044 0,04 0,039 0,037 0,039 0,077 0,078 0,078 0,153 0,125 0,151 0,141
R_prolixus_genbank 0,16 0,161 0,161 0,169 0,109 0,068 0,099 0,099 0,099 0,099 0,065 0,065 0,043 0,08 0,047 0,126 0,047 0,047 0,047 0,047 0,049 0,06 0,058 0,058 0,144 0,128 0,149 0,138 0,067
ixus_ov24 0,129 0,129 0,129 0,101 0,102 0,055 0,103 0,108 0,094 0,103 0,053 0,053 0,051 0,084 0,061 0,069 0,044 0,036 0,039 0,028 0,029 0,053 0,053 0,053 0,105 0,107 0,109 0,125 0,07 0,015
ixus_ov25 0,129 0,129 0,129 0,101 0,102 0,055 0,103 0,108 0,094 0,103 0,053 0,053 0,051 0,084 0,061 0,069 0,044 0,036 0,039 0,028 0,029 0,053 0,053 0,053 0,105 0,107 0,109 0,125 0,07 0015 0
ixus_ov22 0,124 0,124 0,124 0,101 0,092 0,055 0,094 0,094 0,094 0,094 0,042 0,042 0,038 0,077 0,047 0,069 0,032 0,028 0,028 0,028 0,029 0,042 0,042 0,042 0,091 0,107 0,109 0,107 0,047 0015 O 0
ixus_ov2l 0,118 0,118 0,118 0,09 0,085 0,076 0,093 0,093 0,093 0,093 0,034 0,034 0,034 0,064 0,042 0,066 0,034 0,027 0,027 0,027 0,027 0,034 0,034 0,034 0,077 0,101 0,092 0,101 0,041 0016 O 0 0
ixus_ov23 0,126 0,126 0,126 0,101 0,091 0,059 0,098 0,098 0,098 0,098 0,044 0,044 0,038 0,07 0,05 0,067 0,029 0,024 0024 0024 0,029 0,044 0,044 0,044 0,091 0,108 0,103 0,108 0,049 0016 O 0 0 0
R robustus_3682 0,159 0,168 0,168 0,148 0,106 0,074 0,122 0,127 0,104 0,122 0,082 0,082 0,071 0,113 0,089 0,138 0,044 004 0,039 0,037 0039 0077 0078 0078 0,53 0,125 0,151 0,141 O 0067 0,07 007 0,047 0,041 0,049
R_stali_3633 0,029 0,028 0,028 0,137 0,102 0,122 0,089 0,094 0,088 0,089 0,169 0,169 0,127 0,174 0,137 0,157 0,129 0,119 0,129 0,119 0,12 0,163 0,165 0,165 0,119 0,088 0,113 0,094 0,159 0,151 0,129 0,129 0,113 0,101 0,114 0,159
R_stali_Justi 0,029 0,028 0,028 0,137 0,102 0,122 0,089 0,094 0,088 0,089 0,169 0,169 0,127 0,174 0,137 0,157 0,129 0,119 0,129 0,119 0,12 0,163 0,165 0,165 0,119 0,088 0,113 0,094 0,159 0,151 0,129 0,129 0,113 0,101 0,114 0,159 O
rhodnius 0,002 0,003 0,003 0,147 0,098 0,136 0,085 0,085 0,098 0,085 0,167 0,167 0,128 0,169 0,143 017 014 0,135 0414 013 0,131 0161 01163 0,163 0,126 009 0,117 0,092 0,173 0,164 0,135 0,135 0,124 0,118 0,126 0,173 0,031 0,031
T_circummaculata 0,223 0,224 0,224 0,24 0,189 0,195 0,175 0,18 0,181 0,175 0,246 0,246 0,211 0,269 0,238 0,217 0,243 0,235 0,237 0,234 0,235 0,253 0,251 0,251 0,226 0,226 0,226 0,217 0,244 0,245 0,229 0,229 0,221 0,236 0,221 0,244 0,215 0,215 0,225
T_rubrovaria 0,237 0,233 0,236 0244 021 0,188 0119 0,195 0,175 0,19 0,238 0,238 0,21 0,257 0,226 0,208 0,237 0,229 0,231 0,228 0,228 0,243 0,24 024 024 0231 0,223 0,225 0,253 0,233 0,228 0,228 0,208 0,225 0,207 0,253 0,228 0,228 0,237 0,036

(K2P) entre cada um dos haplétipos de Rhodnius

ética

anclia gene

Figura 22. Dist

encontrados.



Pode-se observar que tanto fragmentos de COI maiores (650pb -Figura 26 e Figura
27 ) gerados pela amplificac@o através dos iniciadores de Folmer et al. (1994) e Hebert et
al. (2003), como aqueles fragmentos menores (250pb - Figura 24 e Figura 25), gerados a
partir da combinacgéo dos iniciadores de Nelson et al. (2007) e Hajibabaei et al. (2006) se
mostraram eficientes em discriminar as espécies de triatomineos. Esta afirmacdo é
baseada no fato de que os valores (bootstrap) que suportam os ramos terminais das
arvores sédo sempre superiores a 80%, mostrando a confiabilidade dos resultados.
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6 DISCUSSAO

A caracterizacdo do género Rhodnius, feita através da taxonomia classica, é
bastante facil; entretanto, a diferenciacdo de suas espécies é uma tarefa bastante dificil.
Com base nessa dificuldade e a fim de contribuir para minimizar essas dificuldades,
pesquisadores passaram a empregar novas técnicas que pudessem auxiliar na

identificacdo dessas espécies.

A primeira proposta foi feita por Lent & Jurberg (1965) iniciando uma série de
extensos estudos comparativos das genitalias como um refinamento da taxonomia
morfoldgica, auxiliando ndo sé na caracterizacdo dos géneros, como também, de algumas
espécies. Posteriormente a utilizacdo da morfometria surgiu como mais uma tentativa de
refinamento do estudo taxondmico convencional (Gorla et al., 1993; Galindez-Giron et
al.,1994; Harry, 1994; Casini et al., 1995; Dujardin et al., 1997a,b; Dujardin et al.1999).
Um novo ramo desse método, a morfometria geométrica, também comecou a ser utilizada
nos estudos dos triatomineos, avancando além do alcance da morfometria tradicional.
Com relagdo ao uso de caracteres ndao morfolégicos para solucionar questdes
taxondmicas, pode se considerar Actis et al. (1964) como os precursores ao utilizaram a
eletroforese de proteinas da hemolinfa para comparar espécies do complexo T. sordida, O
avanco tecnolégico nas ultimas décadas, permitiu o surgimento de novas ferramentas que
auxiliassem na resolugao do “impedimento taxonémico”, por meio do uso de marcadores
moleculares. Garcia & Powell (1998) e Stothard et al. (1998) foram os pioneiros ao inferir
relacionamentos filogenéticos entre alguns membros da subfamilia Triatominae utilizando

caracteres moleculares.

Mais recentemente, Hebert et al. (2003) propuseram um sistema de identificacédo
de espécies, através do sequenciamento de uma pequena regido do gene mitocondrial
COl, conhecido como Codigo de Barras de DNA (DNA barcoding). Esta metodologia seria
empregada como uma ferramenta de identificacdo rapida e barata que permitiria
identificar a espécie de uma amostra desconhecida, podendo ser usada tanto por
especialistas quanto ndo especialistas em taxonomia. A ideia de ser capaz de distinguir
espécies e identificar espécimes, incluindo espécimes incompletos, ou danificados
utilizando uma sequéncia de gene muito curto imediatamente fascinou muitos

taxonomistas, geneticistas e bidlogos evolucionistas. Por outro lado a proposta de Hebert
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et al. (2003) promoveu um amplo debate na literatura com partidarios e opositores do uso
do DNA Barcoding na sistematica (Ebach, 2011, Mitchell, 2011, Stevens et al 2001, Page
and Hughes 2011,Costa & Antunes 2012)

Objetivo do presente trabalho foi testar o marcador COIl na identificacdo das
espécies do género Rhodnius e tentar esclarecer as davidas em relagdo a taxonomia das
espécies cripticas desse grupo: R. prolixus, R. robustus, R. neglectus e R.nastus (Lyman
et al. 1999; Monteiro et al. 2000; Monteiro et al. 2003, Pavan & Monteiro 2007). Esta é
primeira vez que se propde caracterizar todas as espécies do género Rhodnius utilizando
um marcador molecular, assim como, este é o primeiro trabalho de cédigo de barras de

DNA em reduviideos, utilizando principalmente espécimes depositados em colecdes.

Mas por que o uso de COl, se o uso de outros marcadores moleculares como Cytb
e 16S ja haviam sido testados? A utilizacdo de marcadores moleculares ndo € uma ideia
inédita. Folmer et al. (1994) ja haviam descrito uso de COI na diferenciacdo de espécies,
pois este parecia ser o gene mais conservado no genoma mitocondrial de animais. O uso
de COI no género Rhodnius ndo € inédito; Gaunt e Miles (2002) publicaram sequéncias

de trés espécies, que permitiram a comparacéao das obtidas durante a execucao dessas.

Neste estudo, pela primeira vez, foram utilizados triatomineos depositados em
colecdes para tentar elucidar os questionamentos taxonémicos do grupo. Porém, o DNA
extraido dos espécimes de colecdo pareceu estar muito degradado, provavelmente
devido a forma de conservacado e idade dos espécimes depositados. A polimerizacao
reconstrutiva, permitiu que o tamanho do fragmento de DNA extraido fosse melhorado,
porém as sequéncias obtidas apresentaram muito ruido, picos duplos ou picos muito

baixos, 0 que ndo permitiu a analise da grande maioria das sequéncias.

Algumas sequéncias puderam ser analisadas, porém quando incluidas no
alinhamento, a filogenia recuperada nédo permitiu que essas curtas sequéncias pudessem
ser diferenciadas. Apesar da adaptacédo do protocolo de Gilbert et al. (2007) os resultados
ainda nado foram satisfatérios. Vale ressaltar que algumas das colecdes brasileiras nao
compartilham as mesmas condi¢des de colecbes mantidas em Instituicdes estrangeiras,
devido a fatores climaticos ou de infraestrutura. No presente trabalha ndo foi possivel

otimizar extracdo de DNA de insetos mantidos por muitos anos em colecdes, ainda é
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preciso aprimorar a técnica e melhorar as condigcbes em que se encontram as colecdes

entomoldgicas.

Por outro lado os resultados das andlises de sequencias obtidas a partir de insetos
frescos ou preservados em alcool mostraram que o primer universal proposto nédo
apresentou resultado 100% satisfatério. Para espécies como R. colombiensis, R.
ecuadoriensis, R. domesticus e R. neivai, s foi possivel obter sequéncias (250pb) apés o
teste de diferentes combinacdes de iniciadores. Isso mostra que, ao contrario do que foi
dito por Folmer et al. 1994, os iniciadores ditos universais tém uma limitagdo no que

concerne ao seu uso para amplificagdo do marcador em Rhodnius e Triatoma.

Analisando o gene COIl dentro do género Rhodnius, observou-se que este
marcador mostrou ser efetivo na diferenciacdo das espécies, e isso é corroborado pelos

altos valores de bootstrap na maior parte dos ramos terminais.

Hebert et al 2003 propuseram que “COI parece possuir um maior alcance do sinal
filogenético do que qualquer outro gene mitocondrial’, entretanto, ndo foi possivel
recuperar um bom sinal filogenético para o género Rhodnius isso & corroborado pelo
baixo nivel de bootstrap nos ramos mais basais da arvore, impossibilitando inferir a

filogenia deste grupo.

Comparando as relacfes entre essas espeécies pode-se observar que os resultados
foram parecidos com os dados descritos na literatura. Paula et al. (2007) analisaram as
relacdes entre espécies da Tribo Rhodniini através do marcador mitocondrial rDNA 16S,
evidenciando relacfes entre 14 espécies do género Rhodnius, assim como, Monteiro et
al. (2000), inferiram a filogenia de 11 espécies de Rhodnius utilizando o marcador
molecular citocromo b (cytb). Nos dois trabalhos observou-se a existéncia de dois clados,
o primeiro contendo as espécies do grupo prolixus (R. prolixus, R. robustus, R. neglectus
e R. nasutus) junto com R. domesticus e R. neivai e 0 segundo compreendendo dois
grupos formado por R. brethesi, R. pictipes e R. stali e R. colombiensis, R. ecuadoriensis
e R. pallescens. Comparando esses dados com os resultados obtidos com COI pode-se
ver uma pequena diferenca quando analisamos as relacdes. COl também revela dois
clados principais, porém, o grupo prolixus mostra uma clara diferenca na conformacéao
das relacbes. Nesse grupo, R. robustus e R. nasutus aparecem no mesmo clado e R.

prolixus aparece em um clado separado e proximo as demais espécies do grupo,
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diferente dos resultados de Paula et al. (2007) e Monteiro et al. (2000), que mostram R.
robustus no mesmo clado que R. neglectus e R. prolixus proximo a R. nasutus. No outro

grupo as relagcdes se mantiveram idénticas.

Com relacao as distancias genéticas, Hebert et al. (2004) sugeriram que a acuracia
da identificacdo dependia da existéncia de uma lacuna (barcoding gap) entre o valor
maximo de divergéncia intraespecifica e o valor minimo da divergéncia interespecifica, no
caso de sobreposicdo de valores o marcador ndo seria apropriado (Meyer & Paulay,
2005). A proposicdo de Hebert et al. (2004) também incluia que os valores minimos
deveriam ser 10 vezes o valor da divergéncia intraespecifica média para o grupo
estudado, ou seja, as divergéncias <1% indicam que o espécime representa a mesma

espécie e as >2% representam uma espécie diferente.

A divergéncia genética observada na maioria das espécies de Rhodnius condiz
com o padrdo esperado, porém ao analisarmos as divergéncias entre as espécies R.
milesi e R. neglectus observou-se que estas apresentavam valores menores que 0O

proposto Hebert et al. 2004.

O mesmo nao ocorreu para os dois espécimes de R. montenegrensis. Esta
espécie, descrita recentemente, é caracterizada por uma morfologia muito semelhante a
das espécies R. prolixus, R. neglectus e R. robustus. A distancia genética esperada entre
esses individuos era <1%, mas o resultado encontrado foi uma divergéncia de 4,3%. Esse
resultado é de certa forma esperado jA& que 0s espécimes sao provenientes de
populacdes naturais, enquanto aqueles utilizados para comparacdo de outras espécies
séo provenientes de colbnia. A formacéao de col6nias de laboratorio leva a uma diminuicédo
da diversidade genética ja que had um efeito de gargalo populacional. Esta distancia &
semelhante a encontrada em uma das comparacfes entre R. prolixus e R. neglectus; e
maior do que as comparacdes entre R. prolixus e R. nasutus. Este resultado sugere que

um estudo mais aprofundado em relacdo a R. montenegrensis deve ser feito.

Segundo Frezal & Leblois (2008) ndo podemos considerar os valores minimos de
divergéncia interespecificas como universais, uma vez que diferentes organismos
possuem caracteristicas populacionais e bioldgicas distintas, gerando uma resposta
evolutiva Unica. Essa ainda é uma das limitacbes da proposta do codigo de barras de

DNA. Nao foi observado o aparecimento de auséncia de sobreposi¢do entre espécies
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préximas, o que permite afirmar que a proposta de Hebert et al. (2003), para identificacdo

de espécies do género Rhodnius é valida, porém adaptacdes ainda sdo necessaérias.
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7 CONCLUSOES

e COl pode ser usado para identificacdo de espécies, mas ndo pdde ser usado para
inferir a filogenia de Rhodnius. A utilizagdo de somente um marcador mitocondrial
na identificacdo taxonémica pode mascarar a presenca de hibridos naturais.

e A proposta do Codigo de Barras de DNA para o género Rhodnius funcionou
apenas quando as sequéncias foram obtidas através de material fresco e
apresentaram um namero de pares de bases acima de 250.

« Um banco de dados pbde ser iniciado, porém ainda sdo necessarios ajustes para
gue possam ser utilizados os espécimes depositados em colecéao.

e O par de iniciadores proposto no projeto Barcode e ditos universais, tém uma
limitacdo no que concerne ao seu uso para amplificacdo de todas as espécies do
género Rhodnius.

e Como nao houve sucesso na amplificacdo do DNA extraido dos insetos de colecéo
ndo foi possivel confirmar ou invalidar as seguintes sinonimias R. brumpti (=R.
nasutus), R. dunni (=R. pallescens) e R. pratai (=R. neglectus).

e Na&o foi possivel otimizar a extracdo de DNA de espécimes depositados em
colecdo, devido, provavelmente, a acdo degradadora das substancias utilizadas
(naftalina e paraformoldeido em p0d) na conservacéo desses insetos e as condi¢cdes
climaticas das colecoes.

e Meétodos alternativos de conservacdo de insetos secos em colecbes devem ser
investigados visando preservar melhor o material genético para extracdo de DNA e

sequenciamento.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de Polimerizagcdo Reconstrutiva (PCR sem Iniciadores)

Protocolo basico

Reagentes (concentragéo) Concentracéo Final Quantidade
Tampéo 10X (100 mM Tris-HCL, | 1x; 10mM Tris-HCL, %)mM 25 L
pH 8.3, 500 mM KCL) KCL
MgClI2 (50mM) 3,7mM 1,85 uL
dNTP (2,5mM) 0,3 UM 3L
Taq Polimerase (5U/uL) 15U 0,3 uL
DNA (60ng) 4 ng/uL S uL
Volume Total - 50 pL*

* Completar o volume com agua Milli-Q.

Anexo 2. Protocolo adicionando BSA, DMSO ou Trehalose

Protocolo adicionando BSA (Albumina Soro Bovino)

Reagentes (concentracao)

Concentracéo Final Quantidade
Tampéao 10X (100 mM Tris-HCL, | 1x; 10mM Tris-HCL, %)mM 25 L
pH 8.3, 500 mM KCL) KCL
MgCl2 (50mM) 3,7mM 1,85 pL
dNTP (2,5mM) 0,3 uM 3uL
Taq Polimerase (5U/uL) 15U 0,3 uL
DNA (60ng) 4 ng/uL 5uL
BSA (10 mgmL) 5 mgmL 1,25 pL
Volume Total - 50 pL*
* Completar o volume com agua Milli-Q.
Protocolo adicionando DMSO (Dimetilsulfoxido)
Reagentes (concentracéo) Concentracdo Final Quantidade
Tampao 10X (100 mM Tris-HCL, 1x; 10mM Tris-HCL, 25 1L
pH 8.3, 500 mM KCL) %)mM KCL
MgCI2 (50mM) 3,7mM 1,85 pL
dNTP (2,5mM) 0,3 UM 3L
Taqg Polimerase (5U/pL) 15U 0,3 pL
DNA (60ng) 4 ng/uL 5uL
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DMSO (100%)

1% 0,25 L

Volume Total

- 50 pL*

* Completar o volume com agua Milli-Q.

Protocolo adicionando Trehalose

Reagentes (concentracéo) Concentracgéo Final Quantidade
Tampéo 10X (100 mM Tris-HCL, 1x; 10mM Tris-HCL, 25 L
pH 8.3, 500 mM KCL) %)mM KCL
MgClI2 (50mM) 3,7mM 1,85 uL
dNTP (2,5mM) 0,3 UM 3L
Taq Polimerase (5U/uL) 15U 0,3 uL
DNA (60ng) 4 ng/uL 5uL
Trehalose (100%) 10% 6,15 pL
Volume Total - 50 pL*

* Completar o volume com agua Milli-Q.

Anexo 3: Protocolos para Reacdo de Amplificacdo pela PCR

Protocolo para primer HCO-LCO

Reagentes (concentracéo) Concentracéo Final Quantidade
Tampéao 10X (100 mM Tris-HCL, 1x; 10mM Tris-HCL, 5 L
pH 8.3, 500 mM KCL) %)mM KCL

MgCI2 (50mM) 0,25mM 5uL

dNTPs (2,5mM) 5mM 5uL
Iniciador senso (10uM) 0,4 uM 2 uL
Iniciador anti-senso (10uM) 0,4 uM 2 uL
Taq Polimerase (5U/uL) 2U 0,4 uL
DNA - 2 uL

Volume Total - 50 pL*

* Completar o volume com agua Milli-Q.

56



Protocolo parainiciadores ShortR/ShortF; LCO/LepR; LCO/LepR2

Reagentes (concentracéo) Concentragéo Final Quantidade
Tampéo 10X (100 mM Tris-HCL, 1x; 10mM Tris-HCL, 5 L
pH 8.3, 500 mM KCL) %)mM KCL
MgCI2 (50mM) 50 mm 2,5 L
dNTP (2,5mM) 2,5,mM 1L
Iniciador senso 0,3 uM 1,5puL
Iniciador anti-senso 0,3 uM 1,5uL
Taq Polimerase (5U/uL) 1U 0,4 uL
DNA - 3,0 puL
Volume Total - 50 pL*

* Completar o volume com agua Milli-Q.
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Tabela 1. Relacdo de espécimes provenientes de colecdo utilizados para extracao

de DNA
NUmero
Colecéo )
) de Ano Localidade
Espécie depositada o
depdésito
R. amazonicus Herman Lent 179 1989 Manaus — INPA
R. amazonicus Herman Lent 2638 1989 Manaus — INPA
R. brethesi Herman Lent 1976 1954 Santa Cruz, Venezuela
R. brethesi Herman Lent 2638 1981 Manaus — INPA
. Rodolfo
R. brethesi 2725 1994 -
Carcavallo
R. brumpti (sin. R.
Herman Lent 634 1940 Ceara, Brasil
nasutus)
R. colombiensis Herman Lent 2911 1999 Tolima, Colémbia
R. colombiensis Herman Lent 2910 1998 Tolima, Colémbia
. Rodolfo
R. dalessandroi 2668 1969 Barro Colorado
Carcavallo
R. domesticus Herman Lent 650 1941 Jequia, S&o Paulo
. Rodolfo ]
R. domesticus 226 1974 Angra dos Reis
Carcavallo
. Floriandpolis, Santa
R. domesticus Herman Lent 1798 1960 .
Catarina
. . Rodolfo
R. ecuadoriensis 233 -
Carcavallo
R. ecuadoriensis Herman Lent 1808 1965 Peru
R. montenegrensis Herman Lent 3401 2013 Monte Negro — Rondénia
R. montenegrensis Herman Lent 3406 2013 Monte Negro — Ronddnia
R. montenegrensis Herman Lent 3409 2013 Monte Negro — Rondénia
R. montenegrensis Herman Lent 3415 2013 Monte Negro — Ronddénia
R. nasutus Herman Lent 1811 1968 Sobral, Ceara
Rodolfo
R. neglectus 1721 1968 -
Carcavallo
R. neivai Herman Lent 2721 1968 Madalena, Coldmbia
Sem Ilha Barro Colorado,
R. pallescens Herman Lent 2668 )
ano Panama
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Rodolfo

R. pallescens 1802 1955 -

Carcavallo

R. paraensis Rodolfo 2666 1976 Belem Para
Carcavallo

R. picitipes Herman Lent 2814 1935 Serra Norte, Para

R. pictipes Herman Lent 1842 1992 Rio Claro, Trinidad

R. pictipes Herman Lent 1843 1992 Sucud, Equador

R. pictipes Rodolfo 1853 Nicaragua
Carcavallo

R. prolixus Rodolfo 2680 Nicaragua
Carcavallo

R. prolixus Herman Lent s/n 1959 -

R. prolixus Herman Lent 1868 1953 Limay, Nicaragua

R. prolixus Rodolfo 1937 1970 Madre de Dios
Carcavallo

R. prolixus Herman Lent 622 1939 Minas Gerais

R. prolixus Herman Lent 1940 - Teresopolis

R. prolixus Herman Lent 1935 1970 -

R. prolixus Herman Lent 1853 1954 Nicaragua

R. robsutus Herman Lent 1940 1955 Bolivia

R. robustus Herman Lent 652 1942 Peru

R. robustus Herman Lent 654 1999 Suriname

R. robustus Herman Lent s/n 1999 Suriname

R. robustus Herman Lent s/n 1999 Putumayo - Colédmbia

R. robustus Herman Lent s/n 1999 Putumayo - Colédmbia

R. robustus Herman Lent s/n 1999 Putumayo - Colédmbia

R. robustus Herman Lent s/n 1999 Putumayo - Colédmbia

R. robustus Herman Lent s/n 1999 Putumayo - Colédmbia

R. robustus Herman Lent s/n 1999 Putumayo - Colédmbia

R. robustus Herman Lent s/n 1999 Putumayo - Colédmbia

R. robustus Herman Lent s/n 1999 Putumayo - Colémbia

R. robustus Herman Lent s/n 1999 Putumayo - Colémbia

R. robustus Herman Lent s/n 1999 Putumayo - Colémbia

R. robustus Herman Lent 653 1945 Colémbia
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R. robustus Herman Lent 2687 1972 Trujillo

R. robustus Herman Lent 2686 1974 Trujillo

R. robustus Herman Lent 1934 1959 Equador

R. robustus Herman Lent 1937 1959 Peru

R. robustus Herman Lent 654 1945 Rio Branco
R. stali Herman Lent 644 1990 Mato Grosso
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Tabela 2. Relagcdo de espécimes provenientes de coldénia do LNIRTT, preservados em alcool e coletados no campo
utilizados para extrag&do de DNA:

) Colecéo N° de ) Ano de )
Espécie ) ) Colbnia o Localidade
depositada deposito inicio
_ Laboratorio de Medicina Tropical,
R. brethesi Herman Lent 3416 78 2006
IOC
_ Laboratorio de Medicina Tropical,
R. brethesi Herman Lent 3417 78 2006
IOC
R. colombiensis Herman Lent 3418 79 1991 Tolima, Coldbmbia
R. colombiensis Herman Lent 3419 79 1991 Tolima, Coldbmbia
R. colombiensis Herman Lent 3420 79 1991 Tolima, Coldbmbia
R. colombiensis Herman Lent 3421 79 1991 Tolima, Coldbmbia
R. colombiensis Herman Lent 3422 79 1991 Tolima, Coldbmbia
R. colombiensis Herman Lent 3423 79 1991 Tolima, Coldbmbia
R. domesticus Herman Lent 3424 139 - Colonia Aldo Valente, Para
R. domesticus Herman Lent 3425 139 - Colonia Aldo Valente, Para
R. domesticus Herman Lent 3426 139 - Colonia Aldo Valente, Para
R. domesticus Herman Lent 3427 139 - Colonia Aldo Valente, Para
R. domesticus Herman Lent 3428 139 - Colonia Aldo Valente, Para
R. domesticus Herman Lent 3429 139 - Colonia Aldo Valente, Para
R. ecuadoriensis Herman Lent 3430 84 1997 Provincia de Manabi, Equador
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R. ecuadoriensis Herman Lent 3431 84 1997 Provincia de Manabi, Equador
R. ecuadoriensis Herman Lent 3432 84 1997 Provincia de Manabi, Equador
R. ecuadoriensis Herman Lent 3433 84 1997 Provincia de Manabi, Equador
R. ecuadoriensis Herman Lent 3434 84 1997 Provincia de Manabi, Equador
R. ecuadoriensis Herman Lent 3435 84 1997 Provincia de Manabi, Equador
R. milesi Herman Lent 3436 85 2000 Braganca, Para, Brasil
R. milesi Herman Lent 3437 85 2000 Braganca, Para, Brasil
R. milesi Herman Lent 3537 85 2000 Braganca, Para, Brasil
R. nasutus Herman Lent 3438 89 2001 Jaguaruana, Fortaleza, Ceara, Brasil
R. nasutus Herman Lent 3538 89 2001 Jaguaruana, Fortaleza, Ceara, Brasil
R. nasutus Herman Lent 3539 89 2001 Jaguaruana, Fortaleza, Ceara, Brasil
R. nasutus Herman Lent 3540 89 2001 Jaguaruana, Fortaleza, Ceara, Brasil
R. nasutus Herman Lent 3541 89 2001 Jaguaruana, Fortaleza, Ceara, Brasil
R. neglectus Herman Lent 3439 93 Sem ano Municipio de Formoso, Goias
R. neglectus Herman Lent 3542 93 Sem ano Municipio de Formoso, Goias
R. neglectus Herman Lent 3543 95 Sem ano Fundacdo Goncalo Muniz, Bahia
R. neivai Herman Lent 3440 alcool 1985 Lara, Venezuela
R. neivai Herman Lent 3441 alcool 1985 Lara, Venezuela
R. neivai Herman Lent 3442 alcool 1985 Lara, Venezuela
R. pallescens Herman Lent 3443 97 1990 Pvoado de Vegachi, Colémbia
R. paraensis Herman Lent 3444 alcool -
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R. pictipes Herman Lent 3445 100 1989 Belém, Para, Brasil
R. prolixus Herman Lent 3446 106 - Edo Guarico, Venezuela
R. prolixus olhos vermelhos Herman Lent 3447 104 1995 Cojedes, Venezuela
R. prolixus olhos vermelhos Herman Lent 3448 104 1995 Cojedes, Venezuela
R. prolixus olhos vermelhos Herman Lent 3449 104 1995 Cojedes, Venezuela
R. prolixus olhos vermelhos Herman Lent 3450 104 1995 Cojedes, Venezuela
R. prolixus olhos vermelhos Herman Lent 3451 104 1995 Cojedes, Venezuela
R. prolixus olhos vermelhos Herman Lent 3452 104 1995 Cojedes, Venezuela
R. prolixus olhos vermelhos Herman Lent 3453 104 1995 Cojedes, Venezuela
R. prolixus olhos vermelhos Herman Lent 3454 104 1995 Cojedes, Venezuela
R. prolixus olhos vermelhos Herman Lent 3455 104 1995 Cojedes, Venezuela
R. prolixus olhos vermelhos Herman Lent 3456 104 1995 Cojedes, Venezuela
R. robustus Herman Lent 3457 110 1994 Loreto, Peru
R. robustus Herman Lent 3458 110 1994 Loreto, Peru
R. stali Herman Lent 3459 112 1999 Alto Beni, Bolivia
R. stali Herman Lent 3460 112 1999 Alto Beni, Bolivia
Rhodnius sp. Herman Lent 3544 campo 2012 Para
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Tabela 3. Amostras testadas paralelamente provenientes de campo e coldnias do LNIRTT:

) i N°de N°de Colbnia )
Espécie Colecédo depositada . Ano Localidade
depdsito exemplares | / campo
Panstrongylus megistus Herman Lent 3461-3463 03 117 1983 Pedralva, Minas gerais, Brasil
Pasmmolestes tertius Herman Lent 3464-3468 05 Alcool 1988 Formosa, Goiés, Brasil
) _ 3469-3473 Séao Gerbdnimo, Rio Grande do
Triatoma carcavalloi Herman Lent 05 08 2006 _
Sul, Brasil
) ) 3474-3478 Rincéo dos Ventura, Rio grande
Triatoma circummaculata Herman Lent 05 Campo | 2011 _
do Sul, Brasil
Triatoma lecticularia Herman Lent 3479-3480 02 32 2004 Waurika, Oklahoma, E.U.A
Triatoma protracta Herman Lent 3481-3482 02 47 1980 Monte Diablo, Califérnia, E.U.A
_ . 3483-3487 Municipio de Quevedos, Rio
Triatoma rubrovaria Herman Lent 05 56 2006 .
Grande do Sul, Brasil
Triatoma sp. Herman Lent 3488-3536 50 Campo | 2011 Rio Grande do Sul, Brasil
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Tabela 4. Resultados da amplificacdo por PCR para cada par de iniciadores testados. Células achuradas
representam resultado.

Resultado

Espécie ID Colecéo I\/IIEeXtt(::o~de Iniciadores utilizados Amplificagdo
&ao SIM NAO
R. amazonicus 179 F:E LCO + HCO
R. amazonicus 2638 F:E LCO + HCO
R. amazonicus 179 FE SHORTR + SHORTF
R. amazonicus 2638 FE SHORTR + SHORTF
R. amazonicus 2638 F:E + PR LCO + LEPR
R. amazonicus 179 F:E + PR LCO + LEPR
R. amazonicus 2638 F:E + PR LCO + LEPR2
R. amazonicus - F:E+ PR LCO + LEPR2
R. brethesi 1976 FE LCO + HCO
R. brethesi 1976 FE SHORTR + SHORTF
R. brethesi 1976 F:E+PR LCO + LEPR
R. brethesi 2638 F:E + PR LCO + HCO
R. brethesi 2638 F.E SHORTR + SHORTF
R. brethesi 2638 F:E + PR LCO + LEPR
R. brethesi 2725 F.E LCO + HCO
R. brethesi 2725 F.E SHORTR + SHORTF
R. brethesi 2725 F:E + PR LCO + LEPR
R. brumpti (sin. R. nasutus) 634 F.E LCO + HCO
R. brumpti (sin. R. nasutus) 634 F.E SHORTR + SHORTF
R. brumpti (sin. R. nasutus) 634 F:E + PR LCO + LEPR
R. colombiensis 2911 F.E LCO + HCO
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R. colombiensis 2911 FE SHORTR + SHORTF
R. colombiensis 2911 F.E +PR LCO + LEPR
R. colombiensis 2910 F:E +PR LCO + LEPR
R. colombiensis 2910 F:E +PR LCO + LEPR2
R. dalessandroi 2668 F:E LCO + HCO
R. dalessandroi 2668 F:E SHORTR + SHORTF
R. dalessandroi 2668 F.E + PR LCO + LEPR
R. dalessandroi 2668 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
R. domesticus 650 F:E LCO + LEPR2
R. domesticus 650 F:E SHORTR + SHORTF
R. domesticus 650 F:E + PR LCO + LEPR
R. domesticus 226 F:E LCO + HCO
R. domesticus 226 FE SHORTR + SHORTF
R. domesticus 226 F:E + PR LCO + LEPR
R. domesticus 1798 FE LCO + HCO
R. domesticus 1798 F.E SHORTR + SHORTF
R. domesticus 1798 F:E + PR LCO + LEPR
R. ecuadoriensis 233 F.E LCO + HCO
R. ecuadoriensis 233 F.E SHORTR + SHORTF
R. ecuadoriensis 233 F:E + PR LCO + LEPR
R. ecuadoriensis 1808 F.E LCO + HCO
R. ecuadoriensis 1808 F.E SHORTR + SHORTF
R. ecuadoriensis 1808 F:E + PR LCO + LEPR
R. montenegrensis 3401 FE LCO + LEPR
R. montenegrensis 3401 F:E + PR LCO + LEPR2
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. montenegrensis 3406 F:E LCO + LEPR
. montenegrensis 3406 F.E +PR LCO + LEPR2
. montenegrensis 3409 F:E LCO + LEPR
. montenegrensis 3409 F.E + PR LCO + LEPR2
. montenegrensis 3415 FE LCO + LEPR
. montenegrensis 3415 F.E + PR LCO + LEPR2
R. nasutus 1811 F:E LCO + HCO
R. nasutus 1811 F:E+ PR LCO + LEPR
R. nasutus 1811 F:E+ PR LCO + LEPR2
R. neglectus 1721 FE LCO + HCO
R. neglectus 1721 FE SHORTR + SHORTF
R. neglectus 1721 F:E+ PR LCO + LEPR
R. neivai 2721 FE LCO + HCO
R. neivai 2721 F:E+PR LCO + LEPR
R. neivai 2721 F:E+PR LCO + LEPR2
R. pallescens 2668 FE LCO + HCO
R. pallescens 2668 FE SHORTR + SHORTF
R. pallescens 2668 FE+PR LCO + LEPR2
R. pallescens 1802 FE LCO + HCO
R. pallescens 1802 F:E + PR LCO + LEPR
R. pallescens 1802 F:E + PR LCO + LEPR2
R. paraensis 2666 F.E LCO + HCO
R. paraensis 2666 F.E SHORTR + SHORTF
R. paraensis 2666 F:E + PR LCO + LEPR
R. picitipes 2814 F.E LCO + HCO
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R. picitipes 2814 FE SHORTR + SHORTF
R. picitipes 2814 F.E + PR LCO + LEPR

R. pictipes 1842 FE LCO + HCO

R. pictipes 1842 FE SHORTR + SHORTF
R. pictipes 1842 F:E+PR LCO + LEPR

R. pictipes 1843 FE+PR LCO + LEPR

R. pictipes 1843 FE+PR LCO + LEPR2

R. pictipes 2814 FE LCO + LEPR

R. pictipes 2814 FE+PR LCO + LEPR2

R. prolixus 2680 F.E LCO + HCO

R. prolixus 2680 F.E SHORTR + SHORTF
R. prolixus 2680 F:E+PR LCO + LEPR

R. prolixus s/n F.E LCO + HCO

R. prolixus s/n F.E SHORTR + SHORTF
R. prolixus s/n F.E+PR LCO + LEPR

R. prolixus s/n FE LCO + LEPR

R. prolixus s/n FE+PR LCO + LEPR2

R. prolixus 1940 FE LCO + LEPR

R. prolixus 1940 FE+PR LCO + LEPR2

R. prolixus 622 F.E LCO + LEPR

R. prolixus 622 F:E + PR LCO + LEPR2

R. prolixus 1935 F.E LCO + LEPR

R. prolixus 1935 F:E + PR LCO + LEPR2

R. prolixus 1937 F.E LCO + LEPR

R. prolixus 1937 F:E + PR LCO + LEPR2
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R. prolixus 1853 F:E LCO + LEPR

R. prolixus 1853 F.E + PR LCO + LEPR2

R. robsutus 1940 FE LCO + HCO

R. robsutus 1940 FE SHORTR + SHORTF
R. robsutus 1940 F:E+ PR LCO + LEPR

R. robsutus 1940 FE LCO + HCO

R. robsutus 1940 FE SHORTR + SHORTF
R. robsutus 1940 F.E + PR LCO + LEPR

R. robustus 643 FE LCO + HCO

R. robustus 643 FE SHORTR + SHORTF
R. robustus 643 F:E + PR LCO + LEPR

R. robustus s/n F:E LCO + HCO

R. robustus s/n FE SHORTR + SHORTF
R. robustus s/n F:E + PR LCO + LEPR

R. robustus s/n FE LCO + HCO

R. robustus s/n F.E SHORTR + SHORTF
R. robustus s/n F:E + PR LCO + LEPR

R. robustus s/n F.E LCO + HCO

R. robustus s/n F.E SHORTR + SHORTF
R. robustus s/n F:E + PR LCO + LEPR

R. robustus s/n F.E LCO + HCO

R. robustus s/n F.E SHORTR + SHORTF
R. robustus s/n F:E + PR LCO + LEPR

R. robustus s/n F.E LCO + HCO

R. robustus s/n F.E SHORTR + SHORTF
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R. robustus s/n F:E+PR LCO + LEPR

R. robustus s/n FE LCO + HCO

R. robustus s/n F:E SHORTR + SHORTF
R. robustus s/n F:E +PR LCO + LEPR

R. robustus s/n F:E LCO + HCO

R. robustus s/n FE SHORTR + SHORTF
R. robustus s/n F.E + PR LCO + LEPR

R. robustus s/n FE LCO + HCO

R. robustus s/n FE SHORTR + SHORTF
R. robustus s/n F:E + PR LCO + LEPR

R. robustus s/n F:E LCO + HCO

R. robustus s/n F:E SHORTR + SHORTF
R. robustus s/n F:E + PR LCO + LEPR

R. robustus s/n FE LCO + HCO

R. robustus s/n FE SHORTR + SHORTF
R. robustus s/n F:E + PR LCO + LEPR

R. robustus s/n F.E LCO + LEPR2

R. robustus 652 F:E + PR LCO + LEPR

R. robustus 652 F:E + PR LCO + LEPR2

R. robustus 652 F.E LCO + HCO

R. robustus 653 F.E SHORTR + SHORTF
R. robustus 653 F:E + PR LCO + LEPR

R. robustus 653 F.E LCO + LEPR

R. robustus 653 F:E + PR LCO + LEPR2

R. robustus 2687 F.E LCO + LEPR
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R. robustus 2687 F:E+ PR LCO + LEPR2
R. robustus 2686 F:E LCO + LEPR
R. robustus 2686 F:E+PR LCO + LEPR2
R. robustus 1934 F:E LCO + LEPR
R. robustus 1934 F:E+ PR LCO + LEPR2
R. robustus 1937 F:E LCO + LEPR
R. robustus 1937 FE+PR LCO + LEPR2
R. robustus 654 F:E LCO + LEPR
R. robustus 654 F.E + PR LCO + LEPR2
R. stali 644 FE LCO + LEPR
R. stali 644 F:E+PR LCO + LEPR2
R. brethesi 3417 KIT RBC LCO + HCO
R. brethesi 3417 KIT RBC SHORTR + SHORTF
R. brethesi 3417 KIT RBC LCO + LEPR
R. colombiensis 3418 KIT RBC LCO + HCO
R. colombiensis 3418 KIT RBC SHORTR + SHORTF
R. colombiensis 3418 KIT RBC LCO + LEPR
R. colombiensis 3418 KIT RBC LCO + LEPR2
R. colombiensis 3419 KIT RBC LCO + HCO
R. colombiensis 3419 KIT RBC SHORTR + SHORTF
R. colombiensis 3419 KIT RBC LCO + LEPR
R. colombiensis 3419 KIT RBC LCO + LEPR2
R. colombiensis 3420 KIT RBC LCO + HCO
R. colombiensis 3420 KIT RBC SHORTR + SHORTF
R. colombiensis 3420 KIT RBC LCO + LEPR
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R. colombiensis 3420 KIT RBC LCO + LEPR2

R. colombiensis 3421 KIT RBC LCO + HCO

R. colombiensis 3421 KIT RBC SHORTR + SHORTF
R. colombiensis 3421 KIT RBC LCO + LEPR

R. colombiensis 3421 KIT RBC LCO + LEPR2

R. colombiensis 3422 KIT RBC LCO + HCO

R. colombiensis 3422 KIT RBC SHORTR + SHORTF
R. colombiensis 3422 KIT RBC LCO + LEPR

R. colombiensis 3422 KIT RBC LCO + LEPR2

R. colombiensis 3423 KIT RBC LCO + HCO

R. colombiensis 3423 KIT RBC SHORTR + SHORTF
R. colombiensis 3423 KIT RBC LCO + LEPR

R. colombiensis 3423 KIT RBC LCO + LEPR2

R. domesticus 3424 KIT RBC LCO + HCO

R. domesticus 3424 KIT RBC SHORTR + SHORTF
R. domesticus 3424 KIT RBC LCO + LEPR

R. domesticus 3424 KIT RBC LCO + LEPR2

R. domesticus 3425 KIT RBC LCO + HCO

R. domesticus 3425 KIT RBC SHORTR + SHORTF
R. domesticus 3425 KIT RBC LCO + LEPR

R. domesticus 3425 KIT RBC LCO + LEPR2

R. domesticus 3426 KIT DNAIQ LCO + LEPR2

R. domesticus 3427 KIT DNA IQ LCO + LEPR2

R. domesticus 3428 KIT DNA IQ LCO + LEPR2

R. domesticus 3429 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
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R. ecuadoriensis 3430 KIT RBC LCO + HCO
R. ecuadoriensis 3430 KIT RBC SHORTR + SHORTF
R. ecuadoriensis 3430 KIT RBC LCO + LEPR
R. ecuadoriensis 3430 KIT RBC LCO + LEPR2
R. ecuadoriensis 3431 KIT RBC LCO + HCO
R. ecuadoriensis 3431 KIT RBC SHORTR + SHORTF
R. ecuadoriensis 3431 KIT RBC LCO + LEPR
R. ecuadoriensis 3431 KIT RBC LCO + LEPR2
R. ecuadoriensis 3432 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
R. ecuadoriensis 3433 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
R. ecuadoriensis 3434 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
R. ecuadoriensis 3435 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
R. milesi 3436 KIT RBC LCO + HCO
R. milesi 3436 KIT RBC LCO + LEPR
R. milesi 3437 KIT RBC LCO + HCO
R. milesi 3437 KIT RBC LCO + LEPR
R. milesi 3537 KIT RBC LCO + LEPR
R. nasutus 3438 KIT RBC LCO + HCO
R. nasutus 3438 KIT RBC LCO + LEPR
R. nasutus 3438 KIT RBC LCO + LEPR2
R. nasutus 3438 KIT RBC LCO + LEPR2
R. nasutus 3438 KIT RBC LCO + LEPR2
R. nasutus 3438 KIT RBC LCO + LEPR2
R. nasutus 3438 KIT RBC LCO + LEPR2
R. neglectus 3439 KIT RBC LCO + HCO
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R. neglectus 3439 KIT RBC LCO + LEPR
R. neglectus 3439 KIT RBC LCO + LEPR2
R. neglectus 3439 KIT RBC LCO + LEPR2
R. neivai 3440 KIT RBC LCO + HCO
R. neivai 3440 KIT RBC SHORTR + SHORTF
R. neivai 3440 KIT RBC LCO + LEPR
R. neivai 3440 KIT RBC LCO + LEPR2
R. neivai 3441 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
R. neivai 3442 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
R. pallescens 3443 KIT RBC LCO + HCO
R. pallescens 3443 KIT RBC LCO + LEPR
R. paraensis 3444 KIT RBC LCO + HCO
R. paraensis 3444 KIT RBC LCO + LEPR
R. paraensis 3444 KIT RBC LCO + LEPR2
R. pictipes 3445 KIT RBC LCO + HCO
R. pictipes 3445 KIT RBC LCO + LEPR
R. prolixus 3446 KIT RBC LCO + HCO
R. prolixus 3446 KIT RBC LCO + LEPR
R. prolixus olhos vermelhos 3447 KIT RBC LCO + HCO
R. prolixus olhos vermelhos 3447 KIT RBC LCO + LEPR
R. prolixus olhos vermelhos 3447 KIT RBC LCO + LEPR2
R. prolixus olhos vermelhos 3448 KIT RBC LCO + HCO
R. prolixus olhos vermelhos 3448 KIT RBC LCO + LEPR
R. prolixus olhos vermelhos 3448 KIT RBC LCO + LEPR2
R. prolixus olhos vermelhos 3449 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
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R. prolixus olhos vermelhos 3450 KIT DNA 1Q LCO + LEPR2
R. prolixus olhos vermelhos 3451 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
R. prolixus olhos vermelhos 3452 KIT RBC LCO + HCO
R. prolixus olhos vermelhos 3453 KIT DNA 1Q LCO + LEPR
R. prolixus olhos vermelhos 3454 KIT DNA 1Q LCO + LEPR2
R. prolixus olhos vermelhos 3455 KIT RBC LCO + HCO
R. prolixus olhos vermelhos 3455 KIT RBC LCO + LEPR
R. prolixus olhos vermelhos 3455 KIT RBC LCO + HCO
R. prolixus olhos vermelhos 3456 KIT RBC LCO + HCO
R. prolixus olhos vermelhos 3456 KIT RBC LCO + LEPR
R. prolixus olhos vermelhos 3456 KIT RBC LCO + LEPR2
R. robustus 3457 KIT RBC LCO + HCO
R. robustus 3457 KIT RBC LCO + LEPR
R. robustus 3457 KIT RBC LCO + LEPR2
R. robustus 3458 KIT RBC LCO + HCO
R. robustus 3458 KIT RBC LCO + LEPR
R. robustus 3458 KIT RBC LCO + LEPR2
R. stali 3459 KIT RBC LCO + HCO
R. stali 3459 KIT RBC LCO + LEPR
R. stali 3460 KIT RBC LCO + HCO
R. stali 3460 KIT RBC LCO + LEPR
Panstrongylus megistus 3461 KIT RBC LCO + HCO
Panstrongylus megistus 3462 KIT RBC LCO + HCO
Panstrongylus megistus 3463 KIT RBC LCO + HCO
Pasmmolestes tertius 3464 KIT RBC LCO + LEPR2
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Pasmmolestes tertius 3465 KIT RBC LCO + LEPR2
Pasmmolestes tertius 3466 KIT RBC LCO + LEPR2
Pasmmolestes tertius 3467 KIT RBC LCO + LEPR2
Pasmmolestes tertius 3468 KIT RBC LCO + LEPR2
Triatoma carcavalloi 3469 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma carcavalloi 3470 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma carcavalloi 3471 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma carcavalloi 3472 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma carcavalloi 3473 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma circummaculata 3474 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma circummaculata 3475 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma circummaculata 3476 KIT RBC KIT RBC LCO + HCO
Triatoma circummaculata 3477 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma circummaculata 3478 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma lecticularia 3479 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
Triatoma lecticularia 3480 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
Triatoma protracta 3481 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
Triatoma protracta 3482 KIT DNA IQ LCO + LEPR2
Triatoma rubrovaria 3483 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma rubrovaria 3484 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma rubrovaria 3485 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma rubrovaria 3486 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma rubrovaria 3487 KIT RBC LCO + HCO
Triatoma sp. 3488-3536 KIT RBC LCO + HCO
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Tabela 5. Relagéo de espécimes utilizados para a andlise das sequéncias.

N° de Primer utilizado N° de pares Localizagé@o no
Amostra ]
depodsito de bases Gene

Rhodnius brethesi 3416 LCO1490 + HCO2198 572 pb 1429-2001
Rhodnius brethesi 3417 LCO 1490 + LEPR 651 pb 1429-2080
Rhodnius colombiensis 3418 LCO1490-L + LEPR2 213 pb 1472-1685

) L 3419 LCO1490-L + LEPR2 255 pb 1430-1685
Rhodnius colombiensis

) . 3427 LC0O1490-L + LEPR2 170 pb 1516-1686
Rhodnius domesticus

) L 3430 LC0O1490-L + LEPR2 253 pb 1429-1682
Rhodnius ecuadoriensis

) L 3432 LCO1490-L + LEPR2 252 pb 1430-1682
Rhodnius ecuadoriensis

) L 3433 LCO1490-L + LEPR2 210 pb 1472-1682
Rhodnius ecuadoriensis

) L 3434 LCO1490-L + LEPR2 252 pb 1430-1682
Rhodnius ecuadoriensis

) o 3436 LCO 1490 + LEPR 657 pb 1429-2086
Rhodnius milesi

) o 3437 LCO 1490 + LEPR 657 pb 1429-2086
Rhodnius milesi

) o 3537 LCO 1490 + LEPR 229 pb 1429-1654
Rhodnius milesi

) . 3406 LCO1490-L + LEPR2 241 pb 1442-1683
Rhodnius montenegrensis

) . 3409 LCO1490-L + LEPR2 243 pb 1442-1685
Rhodnius montenegrensis

) 3438 LCO1490-L + LEPR2 238 pb 1447-1685
Rhodnius nasutus

) 3538 LCO1490-L + LEPR2 230 pb 1455-1685
Rhodnius nasutus

) 3539 LCO1490-L + LEPR2 238 pb 1447-1685
Rhodnius nasutus
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. 3540 LCO1490-L + LEPR2 220 pb 1465-1685
Rhodnius nasutus
Rhodnius nasutus 3541 LCO1490-L + LEPR2 209 pb 1465-1674

. 3439 LCO1490 + HCO2198 657 pb 1429-2086
Rhodnius neglectus

. 3542 LCO1490 + HCO2198 657 pb 1429-2086
Rhodnius neglectus
Rhodnius neglectus 3543 LCO1490-L + LEPR2 657 pb 1429-2086

. 3443 LCO1490 + HCO2198 657 pb 1429-2086
Rhodnius pallescens

. - 3445 LCO1490 + HCO2198 538 pb 1463-2001
Rhodnius pictipes
Rhodnius prolixus 3446 LCO1490 + HCO2198 657 pb 1429-2086
Rhodnius prolixus olhos 3449 LCO1490-L + LEPR2 256 pb 1429-1685
vermelhos
Rhodnius prolixus olhos 3451 LCO1490-L + LEPR2 256 pb 1429-1685
vermelhos
Rhodnius prolixus olhos 3452 LCO1490-L + LEPR2 221 pb 1464-1685
vermelhos
Rhodnius prolixus olhos 3453 LCO1490-L + LEPR2 149 pb 1464-1613
vermelhos
Rhodnius prolixus olhos 3454 LCO1490-L + LEPR2 210 pb 1464-1674
vermelhos

. 3457 LCO1490 + HCO2198 657 pb 1429-2086
Rhodnius robustus

3460 LCO1490 + HCO2198 657 pb 1429-2086

Rhodnius stali
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Figura 23. Alinhamento das sequéncias obtidas
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Figura 24. Arvore filogenética para haplétipos do gene mitocondrial COI
(250pb) do género Rhodnius, construida com base na matriz de distancias Kimura
2-parametros (Neighbor-joining com 1000 répilcas de bootstrap). (Valores acima e

abaixo dos ramos indicam suporte bootstrap).
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Figura 25. Arvore de méaxima verossimilhanca utilizando a regido do gene
mitocondrial COIl (250pb) do género Rhodnius. Os numeros acima dos nos
correspondem aos valores de bootstrap obtido em 1000 réplicas com base na
matriz de distancias Kimura 2-parametros(Valores acima e abaixo dos ramos

indicam suporte bootstrap).
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Figura 26. Arvore filogenética para haplétipos do gene mitocondrial COI
(650pb) do género Rhodnius, construida com base na matriz de distancias Kimura

2-parametros (Neighbor-joining com 1000 répilcas de bootstrap). (Valores acima e
abaixo dos ramos indicam suporte bootstrap).
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Figura 27. Arvore de méaxima verossimilhanca utilizando a regido do gene
mitocondrial COIl (650pb) do género Rhodnius. Os numeros acima dos nos
correspondem aos valores de bootstrap obtido em 1000 réplicas com base na
matriz de distancias Kimura 2-parametros(Valores acima e abaixo dos ramos
indicam suporte bootstrap).
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