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ABSTRACT. Taxonomic and systematic analysis among triatomine bug species (Hemiptera, Reduviidae) from colonies
of the Special Health Service of Araraquara (SESA), inferred from 16S rDNA mitocondrial sequences. Nucleotide
sequences of mitocondrial 16S rDNA gene were analyzed in 14 populations of triatomine bugs from colonies maintained
by SESA, Araraquara, S&o Paulo, Brazil, comparing them with sequences of same gene found in the GenBank. The
fragments varied from 311 to 317 bp, with low intra-specific genetic distance (0% to 0.6%), with exception of the
relationship among Triatoma sordida specimens (1%) and T. brasiliensis specimens (1.3%) that were attributed to
different geographical populations. The paraphily of Rhodniini and Panstrongylus genus was evidenced by this analyses,
confirming previous results between these and the narrow relationships of R. prolixus with R. robustus and of T. infestans
with T. platensis. The relationship between T. maculata and T. pseudomaculata has not been resolved, since these taxa
appeared both in monophyly and as in paraphyly: T. pseudomaculata (SESA) is grouped with T. maculata (sequence of
GenBank) and the associated T. brasiliensis (SESA), while T. maculata (SESA) appears grouped with T. pseudomaculata
of SESA and GenBank. The results evidence the utility of the gene 16S as molecular marker in the species of triatomine
bugs and its importance in systematic and taxonomy questions. There is a necessity of new studies including new
molecular markers associated with classic systematic characters of morphology, ecology and behavior to adjust systematic
decisions since those will be not of only systematic impact but, for new strategies of control.
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RESUMO. Andlise das relacGes taxondmicas e sisteméticas entre espécies de triatomineos (Hemiptera, Reduviidae) de
coldnias mantidas pelo Servigo Especial de Salde de Araraquara (SESA), inferida de seqiiéncias do 16S rDNA mitocondrial.
Foram analisadas sequiéncias de nucleotideos do gene 16S do rDNA mitocondrial em 14 populacdes de triatomineos
mantidos em col6nias no insetario SESA de Araraquara- SP, comparando-as com seqiiéncias do mesmo gene disponiveis
no GenBank. Os fragmentos variaram de 311 a 317 pb com baixa variagdo intra-especifica entre as distancias genéticas
(0% a 0,6%), exceto para os relacionamentos entre espécimes de Triatoma sordida (1%) e espécimes de T. brasiliensis
(1,3%) atribuidos a populagdes geogréficas diferentes. A parafilia de Rhodniini e do género Panstrongylus foi evidenciada
pelas analises, confirmando resultados anteriores entre estes e 0s estreitos relacionamentos de R. prolixus com R.
robustus e de T. infestans e T. platensis. O relacionamento entre T. maculata e T. pseudomaculata néo foi solucionado,
uma vez que, esses taxons apareceram tanto em monofilia quanto em parafilia T. pseudomaculata (SESA) esta agrupado
com T. maculata (sequiéncia do GenBank) e associados a T . brasiliensis (SESA), enquanto T. maculata (SESA) aparece
agrupado com T. pseudomaculata do SESA e do GenBank. Os resultados evidenciam a utilidade do gene 16S como
marcador de espécies de triatomineos e sua importancia em questdes de sistemética e taxonomia. Ha necessidade de
novos estudos envolvendo outros marcadores associados a caracteres sistematicos cléssicos de morfologia, ecologia e
comportamento para decisdes sisteméticas adequadas uma vez, que teriam impacto ndo apenas sistematico mas, para as
estratégias de controle.

PALAVRAS-CHAVE. Triatominae; Vetores da doenga de Chagas; sistemética; 16S rDNA.

A subfamilia Triatominae de Reduviidae comporta hoje,
cercade 142 espécies ocorrentes e umafadssil, distribuidasem
18 géneros. Esses insetos, hematdfagos estritos em todas as
fases da vida sdo reconhecidos vetores da doenca de Chagas,
parasitemiaendemicamente distribuidaentre aslatitudes 40°N
e 46°S do Sul dos EUA a Patagonia Argentina (Lent &
Wygodzinsky 1979; Schofield 1988; Galvao et a. 2003; Forero
et al. 2004; Poinar 2005; Costaet al. 2006; Galvao & Angulo

2006; Sandoval et al. 2007; Costa& Felix 2007; Martinez et al.
2007).

Essa enfermidade € considerada um dos maisimportantes
problemas de Salide naAmérica Latina, com cercade 9 al4
milhes deindividuos chagési cos, 60 milhGesvivendo emrisco
e cercade 20.000 caso/ano em 18 paises daAméricado Sul e
Centra (W. H. O. 1990, 1991; Schmuiiis, 1999; W. H. O. 2002;
Schofield et al. 2006).
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M orfol ogicamente os triatomineos em sua maioriasao de
facil distingdo, no entanto alguns taxons necessitam de
ferramentas mai s sutis paraumaadequadadistingdo (Schofield
1988; Barata 1998; Carcavallo et al. 2001; Jurberg 2003). E 0
caso dos “complexos’ de espécies cripticas, R. robustus e T.
sordida, entre outras (Monteiro et al. 2001).

O uso de marcadores moleculares para fins de analise
cladisticaem Triatominae, auxilianaresol ugao dessesimpasses
sistematicos e também acirrou as questdes sobre as hipdteses
de origem monofil éticae parafil éticado grupo (Jurberg 2003;
Schesfer 2003; 2005).

Parainferéncias fil ogenéticas de popul agdes e problemas
relativos ao status especifico de alguns taxons o gene 16S do
DNA mitocondrial tem sido bastante Util (Abad-Franch &
Monteiro 2005). No GenBank constatamos que ja existe uma
quantidade significativa de seqiiéncias disponiveis deste gene
paravariosinsetos, inclusive Triatominae.

O Servico Especial de Salide de Araraquara (SESA)
pertencente a Faculdade de Saide Publica da Universidade
de S&o Paulo, Brasil, mantém um insetério constituido apartir
da desativacéo do biotério existente no Departamento de
Epidemiologia, na unidade matriz, na década de 1980. Conta
atualmente com cerca 31 espécies de triatomineos dos géneros
Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus distribuidos em 140
col6nias de diversas procedéncias nacionais e internacionais
que sdo utilizadas por pesquisadores locais e de instituicbes
de outros estados e nagBes. No entanto, somente umas poucas
col6nias foram pauta de estudos moleculares.

O presentetrabalho tem por finalidade analisar seqiiéncias
do gene 16Sdo rDNA mitocondrial dostriatomineos mantidos
nas colbnias do SESA e comparé-las aquelas disponiveis no
GenBank nointuito de fornecer novos dados moleculares que
possibilitardo andlises mais robustas futuramente.

MATERIAL EMETODOS

Procedéncia dos Triatomineos. Foram analisados 39
triatomineos representantes de 14 espécies dos géneros
Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma, adultos (machos e/ou
fémeas) e ninfas de V estadio, conforme Tabela 1. Esses
individuos foram procedentes de col6nias mantidas pelo
insetério do Servico Especia de Salide deAraraquara (SESA),
da Universidade de S&o Paulo.

De algumas espécies testamos mais de uma procedéncia
(CTAS), caso de: R. prolixus Stal 1859 (3), P. megistus
(Burmeister 1835) (5), T. infestans (Klug 1834) (8), T.
pseudomaculata Correa & Espinola 1964(3), T. rubrovaria
Blanchard 1843 (2) e T. sordida Stal 1859 (2). Os trabalhos
foram executados no Laboratério de Entomologia em Salde
Publica (L ESP) daFaculdade de Salide PublicadaUniversidade
de S&o Paulo.

Os exemplares enviados semanal mente pelo insetario do
SESA foram acondicionados em Tubostipo Falcon de 50 ml,
devidamente identificados e conservados em freezer a-70° C
até o momento daextracdo do DNA total.

Seqiiéncias do gene 16S de alguns exemplaresde 18 outras
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espécies de triatomineos dos géneros Rhodnius, Psammol estes
Bergroth, 1991, Triatoma, Panstrongylus, Eratyrus Stal, 1859,
Dipetalogaster Usinger, 1939, Mepraia Mazza, Gajardom &
Jorg, 1940 e Linschosteus Distant, 1904 foram obtidas do
GenBank, e estdo listados na Tabela 2 com os respectivos
ndmeros de acesso.

Extracdodo DNA total. Osexemplaresobtidosforam mortos
por congelamento a -70°C. O DNA gendmico foi extraido
individualmente utilizando o método de extracéo fenol-
cloroférmio, (Zahler & Roth 1995) adaptado paratriatomineos
por Lyman et al. (1999). De cadaexemplar adulto retirou-se os
trés pares de pernas e a cabega. As ninfas foram processadas
integralmente.

O DNA foi obtido por meio damaceracdo individual, com
pistilo, das pecas anatdmicas acima, em microtubosde 1,5ml
nosquais se adicionou 150 ml tampéo delise (Tris-HCI 10mM,
SDS20%, EDTA 50 mM) + 0,8 ml de proteinase K 20 ng/ml +
1,0 ml de RNAse 10 ng/ml. Desta forma obteve-se um
homogenado que foi submetido a quatro ciclos de
congelamento (em N, liquido) e descongelamento. Sendo
posteriormente, incubados por 1 hora em “banho seco” a 60°
C. Apés aincubacdo o DNA foi extraido com 100ul de FCI
(fenal: cloroférmio: dcool isoamilico 25:24:1) e precipitado pela
adicdo de 2 volumes de etanol absoluto (por 24 horas a 4°C).
Apbs centrifugacdo (12,000 x g por 5 min), o precipitado foi
ressuspendido com 50ul de TE (TrislO0mM, EDTA 0,5 mM).

Amplificacdo do gene 16S do DNA mitocondrial e
sequenciamento. Cadaamostrade DNA individual mente obtida
foi utilizada para amplificacdo do 16S, com os iniciadores
(primers) descritos por Lyman et al. (1999).

Asreacdes de amplificacdo do 16S foram conduzidas por
35 ciclos(95°C por 45 segundos, 55°C por 1 minuto, e 72°C por
1 minuto) e seus produtos (ao redor de 500 pares de base)
foram visualizados ap6s el etrof orese em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etideo. Os fragmentos obtidos foram
entdo sequienciados diretamente (sem purificacéo do produto
daPCR), em ambas asdirecdes com 0s mesmos primer s usando
osistemaABI Prism dGTPBigDye Terminator Ready Reaction
Kit (Perkin Elmer, Foster City, CA).

Andlise dasseqliéncias. Foram obtidas sequiéncias parciais
do gene 16S dos espécimes estudados, que foram alinhadas
usando CLUSTAL W software (1.60) (Thompson et al. 1994).
As seqliéncias estéo disponibilizadas no GenBank (nimeros
de acesso naTabelal).

Assequénciasobtidasapartir das coldniasdo SESA foram
comparadas com outras obtidas do GenBank que foram
previamente cortadas e adaptadas para nUmero de bases
semelhante ao das primeiras.

Para o alinhamento, foi utilizado o programa MEGA
software (Molecular Evolutionary GeneticsAnalysis, version
3.01) (Kumar et al. 2003) eumamatriz dedivergénciafoi gerada.
As relacdes entre as espécies foram avaliadas por trés
métodos: Neighbor Joining (NJ) com distancia Kimura dois
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pardmetros, 1000 replicacBes no testede “ bootstrap” (MEGA);
MaximaParcimdnia(MP) com 1000 réplicas de“bootstrap” e
opcdo de busca “branch-and-bound”; e Méaxima
Verossimilhanga (ML), utilizando o programa PHYLIP:
(Phylogeny Inference Package, version 3.6) (Felsenstein 2004).
As trés érvores foram enraizadas com seguiéncias de 16S de
Arilus cristatus Linaeus, 1763 (Hemiptera: Reduviidae:
Harpactorinae) e Oncerotrachelus sp. Stal, 1868 (Hemiptera:
Reduviidae: Saicinae), como grupo externo (nimero de acesso
no GenBank/EMBL naTabela 2) por setratarem de membros
da Familia Reduviidae, a qual os triatomineos pertencem e
terem sido utilizados por Lyman et al. (1999).

RESULTADOSEDISCUSSAO

Foram obtidas 39 seqiiéncias de nucleotideos de
fragmentos do gene 16S do DNA mitocondrial de 14 espécies
dos géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius aos quais
pertencem reconhecidos vetores da doenga de Chagas na
América Latina. As seqiiéncias geradas variaram entre 311
(pares de bases) pb, para R. pictipes, a317 pb em T. sordida
(CTA 20C e 26C) (dados n&o mostrados).

Estes fragmentos foram alinhados com seqiiéncias do
MesMo gene paraoutrostriatomineos etambém de A. cristatus
eOncerotrachelussp. Stal, 1868. Umamatriz de distanciafoi
construida utilizando o programa MEGA e com estes dados
uma arvore de distancias foi gerada (Fig. 1). Embora arvores
por trés métodos (Neighbour-Joinig, Maxima Parciménia e,
Maxima Verossimilhanga) foram geradas, as espécies foram
basi camente mantidas nos mesmos “clusters’ ou clados em
todasasarvorese, portanto, aarvore dedistanciafoi amelhor
escolha para ser mostrada e discutida neste estudo.

A arvorededistanciademonstraaclaraparafiliadastribos
Rhodniini e Triatominini, corroborando com dados obtidos
por Monteiro et al. (2000) usando CitB, D2 e LR , como
marcadores, HypSaet al. (2002) que utilizaram 12Se 16S, ePaula
et al. (2005) com sequiéncias de 16S depositadas no GenBank.

Em Rhodniini, obtivemos um clado composto pelo
relacionamento (R. domesticus (R. neglectuslA (R. prolixus3A
(R. prolixus3B - R. prolixus4 - R. robustus11 (R. prolixus29 B
e (C))))). R prolixus (3;4) e R. robustus11 ndo apresentaram
divergéncia nas sequéncias dos fragmentos do gene 16S
obtidas. Porém, R. prolixus 29 (Faculdade de Medicina) foi o
mais divergente do grupo, variando de 0,3% a 0,6% e
posicionando-se em ramo separado. Tal topografia corrobora
ahipétesedeR. prolixuse R. robustustratarem-se delinhagens
distintas de espécie Unica adaptadas a ecotopos diferentes
(Harry et al. 1992; Harry 1993; Solano et al. 1996) mas pode
sugerir também, um possivel erro deidentificacdo dascoldnias
deR. prolixus(3;4) ou R. robustus, umavez que, Monteiro et
al. (2000) confirmaram avalidade dos doistéxons.

Em analises mais recentes mostrou-se ainda, que 0 ramo
acima esta mais proximamente relacionado a Psammol estes
tertius e P.coreodes do que ao relacionamento constituido
por (R. pictipes (R. stali - R. brethesi)) (HypSa et al. 2002;
Paulaet al. 2005).
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Panstrongylus herreri GenBank
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————— Dipetalogaster maxima GenBank
99 [ T vitticeps 6C
T. vitticeps 6A
T. dimidiata GenBank
T. maculata GenBank

T. brasiliensis 76B
T brasiliensis 76C

Eratyrus mucronatus GenBank
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T. pseudomaculata 91A
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Fig. 1. Arvore de similaridade inferida das distancias do gene 16S do
DNAr mitocondrial entre triatomineos de coldnias mantidas pelo SESA
— USP e GenBank. Método “Neighbor Joining”, Kimura 2-parametros,
1000 replicagdes no teste “bootstrap” (programa MEGA).
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Tabela |. Lista de espécies de triatomineos dos géneros Rhodnius, Panstrongylus e Triatoma examinados por meio de fragmentos do gene 16S do
DNAr mitocondrial, sexo e estédio, nimero de acesso no GenBank, procedéncia e codigo da coldnia (CTA), e inicio da mesma, mantidas pelo SESA
- USP, Araraquara-SP. A-ninfa, B-fémea, C-macho.

Espécie Sexo Estédio GenBank Procedéncia Colonia Inicio

R. neglectus B EU822951 Guaira— SP - Brasil 001 14/03/1969

R. prolixus A EU822952 Colémbia 003 21/12/1976
B EU822953

R. prolixus* C EU822954 Colémbia 004 21/12/1976

R. prolixus B EU827235 Faculdade de MedicinaRibeir&o Preto 029 01/05/1967
C EU827236

R. robustus A EU827206 Madre de Dios - Pert 011 30/08/1973

R. pictipes A EU827215  Jacunda-— PA - Brasil 057 20/06/1978
B EU827216
C EU827217

P. megistus C EU827205 Almino Alfonso — RN - Brasil 008 28/02/1980

P. megistus B EU827224 Araraguara— SP - Brasil 082 SI**

P. megistus A EU827233 S&o Felipe - BA- Brasil 137 12/09/1992

P. megistus A EU827234 Sta. Mariado Cambuga— PE- Brasil 139 18/07/1977

P. megistus A EU835979 BocadaMata - AL- Brasil 146 04/03/1980

T. brasiliensis B EU827222 S&o Jodo do Piaui e Conceigdo do Canindé- PI- Brasil 076 20/01/1980
C EU827223

T. infestans A EU827204 Mambai — GO- Brasil 007 28/02/1980

T. infestans C EU827209 Frutal — MG- Brasil 022 22/09/1977

T. infestans C EU827211 Tucuman - Argentina 030 24/10/1973

T. infestans C EU827212 Cochabamba- Bolivia 044 05/09/1972

T. infestans B EU827219 Santa Cruz - Bolivia 072 12/07/1978

T. infestans B EU827218  Tanhagu - BA- Brasil 067 07/12/1977

T. infestans B EU827221 Gloriade Dourados - MS- Brasil 073 12/09/1979
C EU827220

T. maculata B EU827230 Cerro Galan - Venezuela 120 19/12/1979
C EU827231

T. pseudomaculata A EU827207 Pocinhos - PB- Brasil 018 22/08/1977

T. pseudomaculata A EU827225 Cearé- Brasil 091 06/11/1975

T. pseudomaculata A EU827226 Teofelandia- BA- Brasil 094 11/03/1977

T. platenses A EU827232 LaPampa- Argentina 133 21/07/1984

T. protracta A EU827213 Monte Del Diablo — California— EUA 045 16/10/1972
B EU827214

T. sordida C EU827208 Guaira— SP- Brasil 020 26/08/1977

T. sordida C EU827210  Tanhagu - BA- Brasil 026 17/11/1977

T. rubrovaria A EU827227 Cagapavado Sul - RS- Brasil 108 02/05/1983

T. rubrovaria A EU827228 Pelotas— RS- Brasil 117 24/03/1983
C EU827229

T. vitticeps A EU827202 Guarapari - ES- Brasil 006 08/11/1979
C EU827203

* Linhagem: olhos vermelhos - ** Sem informagcéo.

R. colombiensis situou-se em ramo mais basal em relacéo
aosoutros Rhodiniini. Em filogenias anteriormente publicadas
(HypSa et al. 2002; Paula et al. 2005) esta espécie aparece
relacionada a R. pallescens enquanto, R. ecuadoriensis
posicionou-se em ramo basal ao da Tribo. A ndo inclusio
dessas duas espécies nesta andlise justifica a posicéo basal
de R. colombiensis na presente arvore.

Em Triatominini, ficou demonstrada a parafilia de
Panstrongylus formando clados distintos P. geniculatus com
P. lutzi basal ao ramo P. herreri com P. megistus e este, mais
proximo a Dipetalogaster maxima e aos “ Triatomas’ Norte-
americanos do que aosdaAméricado Sul. D. maxima aparece
basal em relacdo aoramo P. herreri-P. megistus. Asdistancias
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entre as popul ages de P. megistus variaram entre 0,3% e 0,6%
confirmando derivacg&o distinta para esse género observada
também por Garcia et al. (2001), utilizando sequéncias
combinadas dos genes 12S, citocromo oxidase | (COl) e 16S),
Garciaet al. (2003) usando 12Se16SeMarcillaet al. (2002)
com o uso de ITS-2, como marcadores. Esse resultado
corrobora com a hipétese de origem do clado neotropical de
Triatomini a partir de ancestrais das linhagens nedrticas, ou
ainda, por derivagéo diretade um dos membrosjaconstituidos,
T. rubida, por exempl o, semel hantemente ao que supostamente
tenha ocorrido aos Triatominae do Velho Mundo (Patterson
etal. 2001; HypSaet al. 2002; Marcillaet al. 2002; Sainz et al.
2004).
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O ramo formado por T. pseudomaculata com T. maculata
apresentou divergéncianulae corroboraos resultados obtidos
por Sainz et al. (2004) que, usando também 16S, obtiveram
diferenca que variou de 0,2-0,8% e que sustentam NOssos
resultados para T. pseudomaculata 91 (Ceard) que foi 0,3%
divergente dos demais e formou um ramo consistente com T.
arthurneivai que n&o foi testado pelos referidos autores.

Para Sainz et al. (2004) ainclusdo de T. arthurneivai na
andlise poderia ajudar a resolver a questdo desse
relacionamento. Porém, quando incluimos em nossa andlise
sequéncias de T. maculata e T. pseudomaculata obtidas do
GenBank verificamos que T. maculata do SESA (CTA-120)
manteve-se associado aos T. pseudomaculata do SESA
enquanto, o T. maculata do GenBank relacionou-se ao T.
brasiliensis. Esseresultado coincide com Garciaet al. (2001),
HypSa et al. (2002) e Paula et al. (2005) que mostraram
divergéncias significativas entre T. maculata e T.
pseudomaculata que se posicionaram em ramos
independentes e muito distantes entre si.

Segundo Carbajal de La Fuente et al. (2008) as
discordancias entre os resultados exibidos por Sainz et al.
(2004) e agueles abtidos por Garciaet al. (2001), Hyp3aet al.
(2002) e Paulaet al. (2005) estdo relacionadosaalgum erro de
identificacéo dos espécimes utilizados por Sainz et al. (2004)
como T. maculata procedente de Sergipe, que seriam de fato
T. pseudomaculata. No Brasil, T. maculata ocorre apenas no
Estado de Roraima (Lent & Wygodzinsky 1979; Carcavallo et
al. 1998).

Tais erros sdo consequiéncias dessas duas espécies serem
dedificil separacéo pel os caracteres morfol 6gicos dos adultos
eas chaves dicotdmicas de Lent & Wygodzinsky (1979) e de
Carcavallo et al. (1997) atribuirem grande peso a esses
caracteres, principalmente os cromaticos, que s&o
inconsistentes com a grande variedade fenotipica que esses
caracteres apresentam namaioriadas espécies (Carbgjal delLa
Fuenteet al. 2008).

Outro motivo também, seria a ocorréncia de hibridos
produzidos pelos cruzamentos entre individuos de colénias
de T. maculata e T. pseudomaculata (Belisario et al., 2007),
principal mente por que T. pseudomaculata, foi erroneamente
identificada por mais de um século, antes de ser descrita por
Corréa & Espinola (1964), a partir de insetos procedentes do
Estado do Ceard, Brasil e continuaram sendo confundidas,
principalmente pelas secretarias de Salde, mesmo apds 0s
trabalhosdeLent & Jurberg (1978), Lent & Wygodzinsky (1979)
e de Goncalves et al. (1985) que confirmam as diferencas
encontradas, na genitalia externa, nos ovos e entre as ninfas
das duas espécies.

Ambas sdo encontradas nos ambientes domésticos e
peridomeésticos em geral, associadas aaves. Schofield (1988)
sustenta a provavel evolucdo das mesmas a partir de
popul acBes alopétricas originadas de uma ancestral comum
por dispersdo passiva.

Em analisesisoenzimética, citogenéticas e morfométricas
da cabega, incluindo as antenas, do térax e do abdome ficou
demonstrado que é possivel distinggo completade T. maculata,

Tabela I1. Espécies estudadas e correspondente nimero de acesso de
seqliéncias do gene 16S do DNA mitocondrial de espécies de insetos da
Familia: Reduviidae, obtidas no GenBank (setembro de 2007) para
comparagdo com as seqiiéncias geradas nesse estudo.

Espécie NUmero de acesso
Oncerotrachelus sp AY 252739
Ariluscristatus AF045712
Rhodnius domesticus AY 035440
Rhodnius stali AY 035437
Rhodnius brethesi AF045710
Rhodnius colombiensis AY 035438
Psammol estes tertius AY 035439
Psammol estes coreodes AF045708
Triatoma maculata AY 035465
Triatoma pseudomaculata AY 035461
Triatoma dimidiata AF045695
Triatoma circummaculata AF021188
Triatoma arthurneivai AY 035460
Triatoma rubrofasciata AY 035468
Panstrongyluslutzi AY 035449
Panstrongylus genicul atus AF394593
Panstrongylus herreri AY 185833
Dipetalogaster maximus AF045699
Eratyrus mucronatus AY 185832
Mepraia spinolai AF324518
Linshcosteus sp. AF394595

T. pseudomaculata e T. arthurneivai, sendo o relacionamento
evolutivo da primeira em relacdo as Ultimas questionado
(Santoset al., 2007; Carbgjal deLaFuente et al. 2008).

O T. maculata do SESA (CTA 120) esta rotulado como
procedente de Cerro Galan, Venezuela. Essa localidade esta
inseridanaareade ocorréncianatural daespécie. Destaforma,
um erro deidentificacéo € pouco provavel . No entanto, devido
alongevidade dessa col6nia (iniciadaem 1979), ndo podemos
descartar a hip6tese de hibridacéo, por qualquer motivo
relacionado a sua manutencao no insetério, com membros de
colbnias de T pseudomaculata comprometendo os resultados
deste trabalho.

As espécies de T. infestans (CTA 044 e 072) procedentes
de Cochabamba e Santa Cruz (Bolivia) formaram ramo com as
procedentes de Gl oriade dourados (CTA 073) e Mambai (CTA
007), ambas do Estado de Goias, Frutal (CTA 022) de Minas
Geraise Tanhagl (CTA 067) de Bahia, Brasil, observando-se,
também, inclusdo de T. platensis (CTA 133) nesse ramo,
havendo divergéncia nula dessa em relac&o aos T. infestans
mencionados. No entanto, T. infestans (CTA 030) procedente
de Tucuman, Argentina, divergiu 0,3% das demais, formando
ramo basal aeste clado. A similaridade genéticaentre as colGnias
do Brasil e Bolivia pode ser explicada, pois, admiti-se que a
regido andina de Cochabamba, Boliva seja o centro de
dispersao da espécie que teria atingido o territério brasileiro
durante o século XX, passivamente, por meio da imigracao
humana (Schofield 1988). Esse argumento levaem consideragéo
aocorréncia de populacfes silvestres de T. infestans naquela
area. No entanto, observacOesrecentesrevelaram aexisténcia
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de populagdes silvestres também na regido do Chaco que
abrange o sudeste da Bolivia, Paraguai e norte da Argentina
onde estasituadaaProvinciade Tucuman (Noireau et al. 2005;
Richer et al. 2007) o que dasustento amaior divergénciadesta
paraas colbnias bolivianas e brasileiras.

A similaridade genéticaentre T. infestans e T. platensisja
foi demonstrada anteriormente tanto, por apresentarem
hibridos naturaisviaveis (Perez et al. 2005) quanto por dados
moleculares: Garciaet al. (2001) pelouso deCOI, 12Se16Se
também, por Bargueset al. (2006) usando o primeiro espacador
interno transcrito (ITS-1). Estas espécies estdao mais
relacionadas entre si do que com T. delpontei. Estas trés
espécies juntamente a T. melanosoma, T. rubrovaria, T.
carcavalloi e T. infestans Darck Morphs, pertencem ao
complexo T. infestans Carcavallo et al. (2000). No entanto,
Monteiro et al. (1999) com base na andlise de fragmentos de
citocromo b (citb), evidenciou quetanto T. melanosoma quanto
T. infestans Darck Morphs Andinos referem-se a variagtes
fenotipicas de T. infestans.

T. circummaculata e T. rubrovaria (CTA 108; 117,A e C)
formaram clado independente, maisderivado de T. infestanse
T. platensis o que pode evidenciar separacdo maisrecente. Tal
topografiatem amparo nosresultados de Garciaet al. (2001).
Os resultados observados para T. rubrovaria (108) e T.
rubrovaria (CTA 117, A e C) com divergéncia nula, mostram
ndo haver variagdo geografica nas populagcdes de Cacapava
do Sul e Pelotas, pelo menos quanto ao gene testado.

Resultadosinesperados com distanciaacimade 1%, foram
obtidos para os ramos de T. sordida 20C e T. sordida 26C,
procedentes respectivamente de Guaira SPe Tanhac(-BA, com
1,0% de divergéncia e T. brasiliensis B e T. brasiliensis C,
ambos da colbnia registrada sob o CTA-076 (1,3%) cuja
procedéncia refere-se aos municipios de S&o Jodo do Piaui e
Concei¢ao do Canindé situados no Estado do Piaui, Brasil. No
entanto, estdo dentro daqueles atribuidos a populaces
geogréficas (1,3% * 0,9%) segundo Dujardin et al. (2002).

Quanto a divergéncia genética dos T. brasiliensis (CTA
076, B e C), osmunicipiosde S&o Jodo do Piaui (8°18'45"S; 42°
11’ 15"0) e Conceic¢éo do Canindé (7°56' 15"S; 41°33'45"O)
estdo ambos situados no sudeste piauiense, area de
predominio geoldgico da Serra da Capivara e embora as
altitudes estejam préximas, 222m para Sao Jodo do Piaui e
252m para Conceicdo do Canindé, ha muitas barreiras
geogréficas, determinadas pela presenca de montes de cerca
600m de altitude que podem sustentar a diferenca observada
entre os dois membros da col6nia testada por ser 0 16S um
genemitocondrial eassim, ser transmitido, sem recombinagéo
significativa, dasmées paraaprole (Abad-Franch & Monteiro
2005). Destaforma, € provavel que esses insetos descendam
de fémeas distintas pertencentes as linhagens fundadoras da
coldnia desta coldnia.

A posicdo basal no clado correspondente aos Triatomas
sul-americanosde T. vitticeps (Stél 1859) necessitaser melhor
avaliadaem andlises futuras. Esse triatomineo, ocorrente nos
estados brasileiros de Minas Gerais, Bahia, Espirito Santo e
Rio de Janeiro é freqlientemente col etado pelos moradores de
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areasrurais do Espirito Santo e incriminado pelatransmissao
do T. cruzi no Estado do Rio de Janeiro. Essa espécie
apresentou elevada taxa de infeccdo natural por
tripanosomatideos semelhantesao T. cruzi e indices elevados
dedomiciliagdo parao Estado do Espirito Santo. (Santoset al.
2006).

Estaandliseevidenciaaimportanciado 16S como marcador
de espécies de triatomineos e suaimportanciaem questes de
sisteméticaetaxonomia. No entanto, osresultados aqui obtidos
podem ter sofrido influéncias rel acionadas a homogeneidade
genética de cada col6nia devido ao estado panmitico das
mesmas.

Apesar da sua grande longevidade, admitimos que as
coldnias do SESA consistam um importante acervo para
pesquisa. Pois, permitem fazer andlises comparativas entre
populacdes recentes com populaces que ndo sdo mais
encontradas como, por exemplo, osT. infestansintradomiciliares
de vérias localidades do Brasil que hoje se encontram
erradicados.

A partir dostrabalhosde Garcia& Powell (1998) e Stothart
et al. (1998) que segundo Galvéo (2003), inauguraram a era
cladisticamolecular nos estudos sisteméticos de Triatominae
resolveram-se muitos impasses relacionados ao status de
algumas espécies ou rel ativos a espéci es cripticas, no entanto,
acirrou-se a discussdo sobre aorigem evol utiva deste grupo e
asevidénciasparapolifilia, ou parafiliaganharam mais suporte
(Monteiro et al. 2004; Paulaet al. 2005). Novas andlises com
uso de um maior nimero de marcadores genéticos associ adas
ainda, aos padrdes sisteméticos classicos de morfologia,
ecologia e comportamento, devem ser adicionadas para uma
decisdo filogenética adequada. Uma vez que isto ndo tem
apenasrelevanciasistematica, mas, sériasimplicagdes quanto
asmedidas de control e das espécies de vetores (Scheafer 2003,
2005).
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