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"But there is another reason for studying the
evolutionary relationships of Triatominae, a reason |
have not mentioned. It is this: To know these things
Is to know more about the natural world, and to
satisfy a basic urge of humans - curiosity. And that,
by itself, is good. As the English poet A. E.
Housman wrote more than a century ago, “Let a
man acquire knowledge, not because it is useful or
ornamental... but because it is knowledge and

therefore good for a man to acquire” .

(Schaefer, 2003)
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RESUMO

Triatoma williami tem sido encontrado em éareas urbanas do Cerrado brasileiro
naturalmente infectada pelo Trypanosoma cruzi, o agente etiolégico da Doenca de
Chagas, a principal causa de morbimortalidade na América do Sul e Central.
Embora historicamente este inseto tem sido considerado uma espécie silvestre, a
possibilidade de domiciliagdo do T. williami aumenta o risco da transmissao
vetorial do T. cruzi. As estratégias de controle da transmissdo vetorial por
espécies silvestres baseiam-se no conhecimento das fontes alimentares, dos
ecoOtopos naturais e dos aspectos bioldgicos, que em conjunto permitem avaliar a
competéncia vetorial do triatomineo. Assim, este estudo descreveu, pela primeira
vez, a plasticidade fenotipica do T. williami, sob a influéncia de duas fontes
alimentares diferentes e, ainda, avalia a competéncia vetorial da espécie. A
plasticidade fenotipica foi avaliada através das caracteristicas do ciclo de
desenvolvimento pés-embrionario e dos padrdes alimentares e de defecacdo. A
plasticidade morfolégica foi analisada através da abordagem do tamanho
isométrico e da forma dos individuos adultos. O desenvolvimento de dois grupos,
com 100 triatomineos cada, foi seguido em todas os estadios ninfais e fase
adulta. Cada grupo foi exposto a uma fonte alimentar exclusiva: mamifero ou ave.
O desenvolvimento de ovo a adulto em ambos os grupos foi similar, exceto pelos
curtos estadios de N3 e N4 de triatomineos alimentados em mamiferos. O grupo
alimentado em aves precisou de mais repastos para sofrer as ecdises e teve a
maior mortalidade acumulada em estagios ninfais. Houve diferenca marcante na
forma da cabeca do T. williami, tanto em relagdo ao sexo quanto a fonte
alimentar. Em ambos os grupos fémeas foram maiores que os machos e 0s
insetos alimentados em aves mostraram cabecas mais afiladas. Ja o tamanho
centroide das cabecas mostrou diferencas associadas ao sexo, mas nao a fonte
alimentar. Embora o tempo para a defecacdo dos adultos néo tenha sido similar
ao de espeécies eficientes vetoras do T. cruzi, os resultados sugerem que T
williami no terceiro e quinto estadios ninfais tem competéncia vetorial. A variacao
morfolégica do T. williami teve alta plasticidade de Forma associada a fonte
alimentar, a despeito da estase no Tamanho. O T. williami apresentou um grau de
plasticidade fenotipica similar & de espécies secundarias, e este atributo pode
facilitar os processos de sinantropia.
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ABSTRACT

Triatoma williami has been found in urban areas of the Brazilian Cerrado naturally
infected with Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas' disease, the
leading cause of morbidity and mortality in South and Central America. Although
historically this insect has been considered a sylvatic species, the possibility of
domiciliation by T. williami increases the risk of vector transmission of T. cruzi by
this species. Control strategies of vector transmission by wild species are based
on knowledge of food sources, natural ecotopes and bionomic aspects, which
together allow the evaluation of vector competence in triatomines. This study
describes, for the first time, the phenotypic plasticity of T. williami under the
influence of two blood meal sources and also evaluates the vectorial potential of
this species. The phenotypic plasticity was evaluated through the study of the
development cycle, feeding and defecation patterns. To analyze the morphological
plasticity isometric size and shape of head from adults of T. williami were used.
The development of two groups containing 100 triatomines was followed
throughout the nymphal stages and adulthood. Each group was exposed to a
single blood meal source, either mammalian or bird. The average egg-to-adult
development time in both groups was similar, except by shorter stages of N3 and
N4 in triatomines fed on mammals. The group fed on birds needed more blood
feedings to molt and had higher cumulative mortality during nymphal stages.
There was highly significant differences regarding head shape related to sex and
blood source. In both groups, females were larger than males and insects fed on
birds showed a thinner head shape. Nevertheless, the centroid size only showed
significant differences between sexes and showing no differences between insects
fed on different blood sources. Although the defecation time observed for adults
after feeding were not short, our results suggest that T. williami in the third and fifth
nymphal stages may be a competent vector. The morphologic variation in shape
showed that T. williami has high morphological plasticity associated with the blood
source, in spite of the presence of stasis in size. T. williami showed a similar
degree of phenotypic plasticity also observed for secondary triatomine, and this

attribute may facilitate synanthropy processes.

Keywords: Triatominae, Life Cycle, Morphometry, Geometric Morphometric
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1. INTRODUCAO

1.1 Importancia e classificacdo dos triatomineos

Os triatomineos s&o insetos de grande interesse ecolégico e
epidemiologico. Ecolégico porque formam um grande grupo de insetos que se
alimenta de sangue de vertebrados, incluindo os humanos; e epidemioldgico
porque os triatomineos sdo vetores do Trypanosoma cruzi Chagas 1909, agente
etiolégico da Doenca de Chagas (Schaefer 2003, 2005). Esta doenca tem um
custo humano, social e econdmico extremamente alto, acometendo 15 a 16
milhdes de pessoas ha América Latina, com 75 a 90 milhGes de pessoas em risco
(Coura & Dias 2009).

A associacao dos triatomineos com o ciclo parasitario da Doenca de
Chagas foi descoberto no inicio do século XX, pelo sublime trabalho de Carlos
Chagas (Chagas 1909), no entanto a primeira descri¢cao formal de um triatomineo
data de muito antes, em 1773, por De Geer (Galvdo & Jurberg 2014). O contato
destes insetos com o0s seres humanos foi relatado ainda mais anteriormente, em
1590, em notas de uma expedicdo pelo Peru e Chile, em que Reginaldo de
Lizarraga descreveu insetos com habitos noturnos e hematofagicos (Lent &
Wygodzinsky 1979, Galvao 2003). O comportamento alimentar voraz do
triatomineo também foi descrito por Charles Darwin, durante sua passagem pela
Argentina, no século XIX (Darwin 1871).

Tradicionalmente, a classificacdo das espécies considera aspectos
morfoldgicos, entretanto, a crescente avaliagdo de caracteres citogenéticos ou
gendmicos tem interferido na classificacdo estavel e consensual dos triatomineos
(Schofield & Galvao 2009, Bargues et al. 2010, Galvdo & Paula 2014). Os
triatomineos pertencem a subfamilia Triatominae, Reduviidae (Hemiptera:
Heteroptera: Reduviidae), caracterizada pelo habito hematofagico (Lent &
Wygodzinsky 1979). Triatominae é subdividida em cinco tribos e 18 géneros

(Quadro 1). Atualmente, séo reconhecidas 148 espécies e duas espéecies fosseis,
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Introducéo

no entanto como as espécies ndo sao precisamente definidas, podem ocorrer
muitas variagbes morfoldégicas ou subespécies e, assim, outras classificacdes

taxondémicas (Stevens et al. 2011, Galvao & Paula 2014, Jurberg et al. 2014).

A classificacdo dos triatomineos estd baseada principalmente na
revisao de Lent & Wygodzinsky (1979) que traz a informagéo taxondmica das 112
espécies conhecidas a época. Posteriormente, foram acrescidas novas espécies
e outras foram revalidadas ou sinonimizadas (Galvdo & Paula 2014). As
divergéncias conceituais de espécies, subespécies, complexos de espécies e de
subfamilia, intensificam os problemas taxonémicos. Desta forma, até mesmo o0s
hébitos alimentares utilizados para a classificagdo dos triatomineos em subfamilia
sao insatisfatorios, porque algumas espécies podem ocasionalmente deixar de

ser predadoras e tornarem-se hematofagicas (Bargues et al. 2010).

Embora o0s complexos de espécies ndo sejam formalmente
reconhecidos como um nivel taxondémico, alguns autores propdem um
agrupamento de espécies de triatomineos em complexos e subcomplexos
especificos baseados, principalmente, nas similaridades morfolégicas, na
distribuicdo geografica, na importancia epidemiolégica e nas relacdes
filogenéticas. Em decorréncia das semelhancas, as informacdes de uma espécie
do complexo poderiam ser extrapoladas para as demais espécies (Schaefer
2005), mas, obviamente, a generalizacdo do conhecimento sobre uma
determinada espécie para um grupo, depende do quao proximas
filogeneticamente estdo as espécies (Schaefer 2003).

A tribo Triatomini Jeannel, 1909 tem a maior diversidade de espécies e,
também, de controvérsias em relacdo a classificagdo dos géneros. Varios autores
consideram que os Meccus Stal, 1859, Mepraia Mazza, Gajardo & Joérg, 1940 e
Nesotriatoma Usinger, 1944 sejam complexos do género Triatoma Laporte, 1832,
ou ainda que Nesotriatoma pertenca ao Panstrongylus Berg, 1879 (Justi et al.
2014). Para além das questdes sistematicas e taxondmicas, Triatoma, Rhodnius
Stal, 1859 e Panstrongylus Berg, 1879 sdo 0s géneros com maior importancia
epidemioldgica, dado o seu potencial vetorial e ampla distribuicdo geografica
(Carrasco et al. 2014).
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Introducéo

Quadro 1. Classificacdo sistematica da subfamilia Triatominae

Tribo Género Numgrq de
Espécies
Alberproseniini Alberprosenia Martinez & Carvalho, 1977 )
Martinez & Carvalho, 1977
Bolboderini Usinger, 1944 Belminus Stal, 1859 8
Bolbodera Valdés, 1910 1
Microtriatoma Prosen & Martinez, 1952 2
Parabelminus Lent, 1943 2
Cavernicolini Usinger, 1944  Cavernicola Barber, 1937 2
Rhodniini Pinto, 1926 Psammolestes Bergroth, 1911 3
Rhodnius Stal, 1859 19
Triatomini Jeannel, 1909 Dipetalogaster Usinger, 1939 1
Eratyrus Stal, 1859 2
Hermanlentia Jurberg & Galvao, 1997 1
Linshcosteus Distant, 1904 6
Meccus Stal, 1859 6
Mepraia Mazza, Gajardo & Jorg, 1940 3
Nesotriatoma Usinger, 1944 3
Panstrongylus Berg, 1879 14
Paratriatoma Barber, 1938 1*
Triatoma Laporte, 1832 72 **

Fonte: (Galvao & Paula 2014)
* esse género possui uma espécie fossil: P. hispaniolae) (Poinar Jr 2013)
** @sse género possui uma espécie féssil: Triatoma dominicana (Poinar Jr 2005)
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1.2 Desenvolvimento dos triatomineos

O desenvolvimento pos-embrionério dos triatomineos é paurometébolo
(Weirauch & Schuh, 2011), com um estagio ninfal, dividido em cinco estadios, e
um estagio adulto. A hematofagia é obrigatoria nos estagios de ninfa e adulto para
ambos o0s sexos, embora algumas espécies possam apresentar coprofagismo,
predacéo e clepto-hematofagia (Sandoval et al. 2000, 2004). Os triatomineos séo
solenofagicos e o0 Unico contato que mantém com seus hospedeiros € restrito ao
processo de repasto (Almeida et al. 2014). Estes insetos séo eficientes em se
alimentar em mamiferos, aves, répteis e anfibios e, até mesmo, em insetos
(Lorosa et al. 2000, 2008). Este ecletismo alimentar aumenta o potencial de

invasdo de novos ambientes e de colonizacdo de ecotopos artificiais.

O ciclo biolégico dos triatomineos varia de acordo com a espécie, com
a condicdo ambiental e com a fonte alimentar (Schofield 1985a, Carbajal-de-la-
Fuente et al. 2010). Ainda que alimentados em animais diferentes daqueles
disponiveis em seus ecoOtopos naturais, os triatomineos sdo habeis em se
reproduzir (Costa & Lorenzo 2009). As caracteristicas de fecundidade e de
fertilidade determinam o sucesso reprodutivo e modelam a dinamica populacional

e, entdo, as chances de colonizagdo de novos ambientes (Schofield 1985a).

1.3 Distribuicdo dos triatomineos

A maioria das espécies de triatomineos € encontrada nas Ameéricas,
desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (entre os paralelos 42°
N e 46° S) (Galvdo & Justi 2015). A riqueza de espécies aumenta dos po6los em
direcdo ao Equador e estd correlacionada com aumento da area habitavel no
hemisfério sul, mas ndo no hemisfério norte, sugerindo-se uma relacdo com a

temperatura e disponibilidade energética (Rodriguero & Gorla 2004).

Algumas espécies de triatomineos apresentam uma extensa
distribuicao territorial e um dos determinantes deste padréo pode ser o transporte

passivo dos triatomineos junto a animais com grande potencial de disperséo,
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como passaros, morcegos e mamiferos terrestres (Gurgel-Goncalves & Cuba
2009, Galvao & Gurgel-Gongalves 2014).

A distribuicdo geogréfica dos triatomineos de interesse epidemiologico
€ bem conhecida, diferentemente daqueles que nao estdo associados as
atividades humanas (Rodriguero & Gorla 2004). H& estudos que mostram que a
area ocupada por uma espécie pode ser ampliada, em decorréncia de alteracdes
climaticas (Carcavallo 1999, Curto de Casas et al. 1999), da migracdo humana ou
de novas ocupacdes geograficas com alteracéo dos ecotopos naturais (Guhl et al.
2009, Confalonieri et al. 2014). Um exemplo da ampliacdo da distribuicdo
geografica de uma espécie, com graves implicacbes epidemiolédgicas, foi a
dispersdo do Triatoma infestans Klug 1834 originario de regides andinas e
disseminado para toda a América do Sul junto aos movimentos migratérios
(Noireau et al. 2000, Bargues et al. 2006, Cortez et al. 2010, Waleckx et al. 2011,
Araujo et al. 2014). O T. infestans mostrou-se extremamente adaptavel aos novos
ambientes (Panzera et al. 2004) e tornou-se o vetor mais importante e de maior
distribuicdo, sendo atualmente encontrado naturalmente infectado com T. cruzi,

tanto em ecétopos silvestres quanto nos ambientes antropizados.

Ha aspectos bioldgicos de cada espécie podem facilitar a adaptacdo
aos novos ambientes e promover a colonizacdo e, em decorréncia, interferir na
distribuicdo dos triatomineos. O comportamento alimentar, a duracdo do ciclo, a
fecundidade, a fertilidade e a dinamica populacional sdo alguns determinantes
biolégicos da adaptacdo ambiental (Canale et al. 1999, Pereira et al. 2006). Além
das caracteristicas biolégicas das espécies, outro fator que pode interferir na
distribuicdo sdo os programas de controle vetorial (Rodriguero & Gorla 2004),
geralmente feitos por aplicagcdo de inseticidas. O controle pode diminuir ou
exterminar localmente uma determinada espécie, com posterior ocupacao deste
espaco por outras espécies e, ainda, pode ocasionar o0 surgimento de espécies
resistentes (Obara et al. 2011, Pessoa et al. 2015).
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1.4 Triatomineos no Brasil

No Brasil, atualmente ja foram identificadas 65 espécies, distribuidas
em dez géneros. Dentre estas, 42 ocorrem somente no territorio brasileiro. A
Bahia € o estado com maior riqueza de espécies (23 espécies), seguido do Mato

Grosso (20 espécies) (Galvado & Gurgel-Gongalves 2014).

As espécies mais importantes no cenario epidemioldgico brasileiro sdo
Triatoma infestans, T. brasiliensis Neiva, 1911, T. pseudomaculata Corréa &
Espinola 1964, Panstrongylus megistus Burmeister, 1835 e Rhodnius robustus
Larrousse, 1927 (Jurberg et al. 2014). Entre todas as espécies encontradas no
pais, apenas dez ainda ndo foram encontradas naturalmente infectadas por
tripanosomatideos: Alberprosenia malheiroi Serra, Atzingen & Serra, 1987, ,
Belminus laportei, Microtriatoma trinidadensis Lent, 1951, Panstrongylus diasi
Pinto & Lent, 1946, P. lenti Galvdo & Palma, 1968, Parabelminus yurupucu Lent &
Wygodzinsky, 1979, Rhodnius amazonicus Almeida, Santos & Sposina, 1973,
Tritoma baratai Carcavallo e Jurberg, 2000, T. jatai Gongalves, Teves-Neves,
Santos-Mallet 2013 e T. pintodiasi Jurberg, Cunha & Rocha, 2013 (Galvéo &
Gurgel-Goncalves 2014).

A distribuicdo geogréfica de algumas espécies coincide fortemente com
a distribuicdo do bioma e a maioria das espécies de triatomineos ocupa o Cerrado
e a Amazébnia. O Cerrado é o segundo maior bioma em extensao, cobre a maior
parte da regido Centro-Oeste do Brasil e sofre uma grande pressao pela
ocupacdo humana de seu territorio (Klink & Machado 2005). Dentre os estados do
centro-oeste, o Mato Grosso tem maior riqueza de espécies de triatomineos
(Galvdo & Gurgel-Gongalves 2014) e este fato pode estar associado a variedade
de biomas no Mato Grosso, com o Cerrado ocupando a regido centro-sul, a
Amazobnia ao noroeste, Pantanal & sudoeste, e uma area de transicdo Amazonia-
Cerrado ao norte-nordeste (WWF-Brasil 2015).

O clima do Cerrado possui variagdo estacional com periodo chuvoso
entre outubro e marco, e seco, de abril a setembro. A precipitagdo média anual é
de 1.500 mm e temperaturas variam entre 22 e 28°C. E comum que biomas com

estacbes secas e chuvosas bem definidas tenham grande diversidade de
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triatomineos, com maior densidade populacional associada as estacdes secas
prolongadas e altas temperaturas (Garcia-Jordan et al. 2015).

As espécies mais encontradas no Cerrado sdo Rhodnius neglectus
Lent, 1954 e T. sordida Stal 1859 e, especificamente no estado de Mato Grosso,
sao frequentes: T. matogrossensis Leite & Barbosa, 1953, Triatoma jurbergi
Carcavallo, Galvdo & Lent, 1998, Triatoma pseudomaculata, Triatoma sordida,
Triatoma vandae Carcavallo, Jurberg, Rocha, Galvdo, Noireau & Lent, 2002 e
Triatoma williami Galvao, Souza & Lima, 1965 (Carcavallo et al. 2000, Galvao &

Gurgel-Gongalves 2014).

De acordo com as caracteristicas morfologicas compartilhadas por
nove espécies encontradas no centro-oeste e também sul do Brasil, prop6s-se
que fossem agrupadas no Complexo Oliverai (Carcavallo et al. 2000). Duas
espécies sdo encontradas no Rio Grande do Sul, Triatoma oliveirai Neiva et al.,
1939 e Triatoma klugi Carcavallo, Jurberg, Lent e Galvao 2001, e outras sete sao
encontradas no estado de Mato Grosso e Goias: T. matogrossensis, T. vandae, T.
jurbergi, Triatoma. guazu Lent e Wygodzinsky 1979, Triatoma baratai, Triatoma.

deaneorum Galvado Souza and Lima 1967, e Triatoma williami.

O complexo Oliverai € composto por espécies que tendem a invadir
ambientes peridomésticos rurais mas ndo habitacbes humanas e 0s seus
ecotopos naturais e fontes alimentares tem sido insuficientemente estudados
(Carcavallo et al. 2000). O comportamento invasor destes triatomineos, associado
a infeccdo pelo T. cruzi, os coloca sob interesse epidemiolégico e torna imperativo
gue sejam conhecidas as caracteristicas biondmicas e comportamentais destas

espécies.

1.5 Potencial sinantropico

7

A maioria dos triatomineos é silvestre, no entanto cerca de dez
espécies sdo estritamente domiciliadas e nesta condicdo séo definidas como

espécies primarias (Vallejo et al. 2009). Estas espécies geralmente apresentam
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alta densidade populacional, comportamento claramente antropofilico e altas

taxas de infeccdo por T. cruzi (Noireau et al. 2005).

Ha um extenso conhecimento sobre a origem e a expansdo de
espécies primarias, porém pouco se sabe sobre outras espécies com potencial
sinantropico, que ocasionalmente abandonam seus ecoOtopos nhaturais ou
peridomésticos e invadem os domicilios (Stevens et al. 2011). Estas espécies
invasoras podem ser conceituadas como espécies secundarias, de acordo com a
capacidade de dispersédo, de colonizacdo de ambientes humanos e o grau de
antropofilia (Noireau et al. 2005). As espécies secundéarias geralmente sdo
autoctones e ocupam extensos nichos silvestres e prontamente invadem outros
ambientes na auséncia de espécies primarias, aumentando 0 risco de

transmisséo do T. cruzi (Stevens et al. 2011).

Ha evidéncias de que populacgbes silvestres de triatomineos invadem
ou infestam areas previamente submetidas as medidas de controle de outros
vetores domiciliados, o que torna praticamente impossivel eliminar os insetos de
areas endémicas (Bargues et al. 2006, Sanchez-Martin et al. 2006, Cortez et al.
2007, Feliciangeli et al. 2007, Abad-Franch et al. 2009, Marti et al. 2014).

Além das populagfes silvestres que podem invadir e colonizar areas
sob controle, ha outro desafio: vetores considerados ndo eliminaveis devido as
altas taxas de infestacao e reinfestacdo domiciliar originadas e mantidas por focos
silvestres, tais como T. brasiliensis Neiva 1911, Panstrongylus megistus
Burmeister 1835 e Triatoma dimidiata Latreille 1811 (Costa & Lorenzo 2009).

1.6 Plasticidade fenotipica

A sinantropia representa uma adaptacdo das espécies silvestres em
resposta as alteracdes ambientais e esta adaptabilidade depende da plasticidade
do triatomineo (Forattini 1989), Em geral, todos os triatomineos tem uma
plasticidade que propicia mudancas na morfologia, no desenvolvimento e no
comportamento, em resposta a variabilidade ambiental. Os organismos que tem

essa flexibilidade na expressdo de uma caracteristica tem uma vantagem
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potencial para interagir com a heterogeneidade dos ambientes (Ernande &
Dieckmann 2004). Esta habilidade € chamada de plasticidade fenotipica e é
definida como a capacidade de um genotipo exibir varios fenétipos em resposta
as variacoes ambientais (Fordyce 2006, Whitman & Agrawal 2009). A ciéncia das
causas, dos determinantes e das consequéncias da plasticidade fenotipica, é
essencial para a compreensdo do desenvolvimento e da manutencdo da

biodiversidade (Pigliucci 2005, Pigliucci et al. 2006, Forsman 2014).

O conhecimento dos diferentes aspectos da adaptacéo e evolucdo das
populacées de triatomineos pode contribuir com a selecdo de estratégias de
controle mais apropriadas em areas endémicas. Neste sentido, o estudo
guantitativo de caracteristicas fenotipicas e variaveis nutricionais pode ser
bastante informativo sobre a estrutura populacional e a mobilidade dos vetores
(Hernandez et al. 2011). Neste contexto, a plasticidade na morfologia, no
desenvolvimento e no comportamento, em resposta a fonte alimentar, pode ter
consequéncias ecoldgicas importantes e, de certa forma, predizer o sucesso da
sinantropia de uma espécie. A fonte alimentar pode influenciar em diferentes
dimens@es fenotipicas na trajetoria ontogenética de uma espécie e pode causar
variagfes significativas na forma e no tamanho de triatomineos (Nattero et al.
2013).

Nas ultimas décadas, bidlogos evolucionistas tem usado ferramentas
matematicas acuradas para a identificacdo de mudancas morfolégicas das
espécies (Wagner 1984, Bookstein 1991, Rohlf & Marcus 1993). Um dos métodos
utilizados para identificar estas variagdes morfologicas, € a analise da forma do
individuo, baseada em técnicas estatisticas multivariadas e um novo método de
visualizagcdo dos resultados morfométricos, a Morfometria Geometrica. Este
método é baseado em coordenadas cartesianas de marcos anatdmicos, em duas
ou trés dimensdes. Os marcos anatbmicos sao pontos distinguiveis e homologos
entre todos os individuos sob analise (Rohlf & Slice 1990, Slice et al. 2007,
Dujardin 2011). O uso de coordenadas é melhor quando comparado com as
medidas lineares, porque ele preserva a informacdo espacial de uma estrutura,
fornecendo uma descricdo mais acurada da forma de um organismo e, ainda,

permite a associacdo da forma com dados de outras natureza, tais como dados
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ecolégicos, genéticos, biomecanicos ou outros fatores relevantes (Rohlf & Corti
2000).

A Morfometria Geométrica tem sido (til para a diferenciacdo de
espécies cripticas ou isomorficas, para avaliar a estrutura populacional de
espécies, o fluxo génico, e as variagdes morfologicas relacionadas ao ambiente e
ao isolamento geografico (Dujardin 2011). H& trabalhos que usam técnicas
morfométricas na diferenciacéo entre triatomineos silvestres e peridomésticos, o
que torna esta ferramenta também importante para a deteccdo das fontes de
reinfestacdo ap6s medidas de controle (Gurgel-Gongalves et al. 2008; Batista et
al. 2013, Hernandez et al. 2013).

1.7 Potencial Vetorial

A capacidade de transmitir o T. cruzi é estendida a todas as espécies
de triatomineos, embora poucos tenham significAncia epidemiolégica como
vetores efetivos aos humanos (Schofield & Galvdo 2009). A importancia vetorial
das espécies esta associada a capacidade de adaptacdo aos ambientes
domésticos e peridomeésticos e, ainda, aos seus ecotopos silvestres (Dujardin et
al. 1999, Stevens et al. 2011). Além da sinantropia, a competéncia vetorial dos
triatomineos esta fortemente associada a fatores comportamentais e biolégicos do
inseto, tais como o grau de antropofilia, o padrdo reprodutivo, as fontes
alimentares, o tempo de alimentacdo e dejecdo e, ainda, a capacidade de
dispersdo e a resisténcia ao jejum (Costa & Perondini 1973, Moreira & Spata
2002, Stevens et al. 2011, Neiva et al. 2012).

Ha varios trabalhos que avaliam a relacdo de diferentes aspectos
biolégicos com o potencial vetorial de triatomineos. Entre estes, um estudo muito
interessante confirmou a eficiéncia vetorial de T. infestans através da relacao
entre estado nutricional (qualidade e a quantidade de sangue ingerido) e os
padrdes reprodutivos (Nattero et al. 2011). A capacidade vetorial do T. Infestans
foi relacionada ao comportamento da espécie na exploracdo de fontes

sanguineas, mostrando-se muito mais eficiente que P. megistus na obtencéo de
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sangue de hospedeiros (Perera et al. 2006). Outro estudo mostrou como a
composicao da saliva interfere na hematofagia e, entdo, no potencial vetorial de
espécies primarias e secundarias (Guarneri et al. 2000a). Ainda no sentido de
identificar & capacidade vetorial, um estudo sobre Triatoma maculata mostrou que
a espécie tem predicados bioldgicos que a deveriam colocar sob vigilancia
entomoldgica constante. H& outras dezenas de trabalhos que mostram a
influéncia de fatores ambientais nas expressdes fenotipicas de triatomineos que
poderiam ser citados, apenas para corroborar com a idéia de que o estudo de
caracteristicas bioldgicas dos triatomineos, mesmo que em condi¢cdes
laboratoriais, aumentam o conhecimento sobre as espécies, e tornam-se muito
Uteis para otimizar a selecdo de medidas de controle vetorial (Costa & Lorenzo
2009, Cardozo-de-Almeida et al. 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Ha um grande numero de estudos sobre aspectos morfoldgicos,
comportamentais, fisiolégicos e de desenvolvimento dos triatomineos, fato que
reflete um aumento no interesse sobre estes insetos tanto para estabelecer
medidas de controle, como também para o uso como um modelo bioldgico
excelente para estudos de hematofagia e de fisiologia de insetos (Lazzari et al.
2013).

Estdo disponiveis informacdes sobre o desenvolvimento, as fontes
alimentares naturais e o0s eco6topos de varias espécies de triatomineos
incriminados na transmissdo de T. cruzi, no entanto, ha espécies naturalmente
infectadas e que ainda ndo tem caracteristicas biondmicas descritas e nem a
determinacdo da sua competéncia vetorial. Dentre estas espécies esta o Triatoma
williami, encontrado pela primeira vez em um peridomicilio rural, em 1965, no
estado de Goids (Galvdo et al. 1965). Atualmente, adultos também sé&o
encontrados em intradomicilios e peridomicilios de areas urbanas, e estdo
naturalmente infectados com T. cruzi (Arrais-silva et al. 2011, Andrade-Neto et al.
2012). Recentemente, identificamos através de morfometria geométrica, que nao
ha diferencas morfologicas entre as populacdes de T. williami silvestres e as
encontradas nos domicilios e peridomicilios circunvizinhos a area silvestre, o que
sugere que sdo a mesma populacéo (dados nao publicados). Apesar da presenca
urbana de T. williami infectado por T. cruzi, ndo existem dados sobre 0s aspectos
biondbmicos e competéncia vetorial da espécie, tampouco sobre seus ec6topos

naturais e hospedeiros silvestres.

A caracterizagdo de espécies silvestres que eventualmente invadem
ambientes antrépicos, como parece ocorrer com T. williami, € importante para a
avaliacdo da eficiéncia destes insetos como vetores do T. cruzi e, ainda, para
subsidiar a manutencéo de coldonias em laboratorio e a modelagem de estratégias
de controle (Costa & Lorenzo 2009, Cardozo-de-Almeida et al. 2014, Duran et al.
2014). Esta caracterizacdo € também relevante para avaliacdo do potencial de
sinantropia, ja que uma espécie com um comportamento meramente invasor, em
condicbes favoraveis, pode eventualmente conduzir a infestacdo estavel de

habitacdbes humanas com criacdo de colonias (Abad-Franch et al. 2009)
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a competéncia vetorial de

Triatoma williami.

Especificamente, pretendeu-se:

- Estudar o desenvolvimento p6s-embrionério de Triatoma williami sob

a influéncia de diferentes fontes alimentares;

- Analisar a hematofagia e a defecacdo de T. williami sob influéncia de

diferentes fontes alimentares

- Avaliar a influéncia da fonte alimentar na plasticidade morfologica do

T. williami.
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4. METODOLOGIA

4.1 Local de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Barra do Garcas, MT (15°53'24"
S, 52°15'24" W), cidade localizada na bacia do rio Araguaia, que divide os estados
de Goids e Mato Grosso. A regido urbana conhecida como grande Barra é
formada, além de Barra do Garcas, pelos municipios de Pontal do Araguaia (MT)
e Aragarcas (GO), e se desenvolveu no entorno de duas unidades de
conservacdo; o Parque Estadual de Serra Azul (PESA), e Area de Protecdo
Ambiental Pé da Serra Azul (PSA) (Figura 1). As duas Unidades abrangem um

total de area protegida de 189.82 km? ao sudeste de Mato Grosso.

= Rio Gargas==

Pontalv'dGArag

Fonte:www.google.com.br/maps/@-15.96059631.21t/ [acessado em 08/07/2015]

Figura 1: Imagem da area urbana de Barra do Gargas-MT. DTCEA BW -
Destacamento de Controle do Espaco Aéreo de Barra do Gargas; PESA - Parque
Estadual da Serra Azul; PSA - Area de Preservacéo Pé-da-Serra.
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4.2 Captura dos triatomineos

Espécimes adultos de T. williami foram coletados, entre os meses de
maio e agosto de 2012, no entorno das edificacdes do Destacamento de Controle
do Espaco Aéreo de Barra do Garcas (DCEA-BW) localizado no cimo do Parque
Estadual da Serra Azul, uma reserva natural no municipio de Barra do Garc¢as, no
sudoeste do estado de Mato Grosso. As coletas foram realizadas diariamente por
militares previamente instruidos sobre biosseguranca e o manejo de triatomineos.
Os insetos eram atraidos aos pontos de luz das edificacbes e eram coletados

guando se assentavam nas paredes ou no solo.

Os insetos capturados eram colocados em frascos individuais, com
papel filtro ao fundo e um suporte central de papel sanfonado para fornecer
abrigo. Diariamente, os frascos eram conduzidos ao Laboratério de Parasitos e
Vetores da Universidade Federal de Mato Grosso. Os espécimes coletados foram
identificados através de caracteres morfolégicos externos segundo Lent &
Wygodzinsky (1979) e agrupados em colénias mantidas em ambiente controlado
com temperatura de 27 + 1-C e Umidade Relativa de 70% + 10. As coldnias eram
alimentadas semanalmente em codornas (Coturnix coturnix), submetidas a

anestesia e sedacao, descritas abaixo.

4.3 Manutencéo dos triatomineos

As ninfas originadas dos ovos das fémeas silvestres foram agrupadas
aleatoriamente em dois grupos de 100 individuos: Grupo AVE, alimentado
exclusivamente em codornas (Coturnix coturnix); Grupo MAM, alimentado

exclusivamente em camundongos (Mus musculus).

Os animais usados como fonte alimentar eram submetidos a analgesia
e sedacdo profunda com relaxamento muscular, através da administracao
intraperitonial (camundongo) e intramuscular peitoral (codornas), com a
associacao de Xilasina 2% e Cetamina 10% (0,03g de Xilasina associado a 0,04g
de Cetamina, por quilo de peso do animal). No intuito de reduzir a queda de
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temperatura dos camundongos, eles eram mantidos em uma base de isopor
acolchoada com papel de folha dupla. As aves ndo sofriam mudancgas de
temperatura, a atencédo era dada na aplicacdo da anestesia no musculo peitoral
contralateral a superficie acessada pelos triatomineos. Em cada experimento, 0s
animais eram expostos a seis insetos (no maximo) individualizados em tubos de
vidro, por até duas vezes em uma semana e, entdo, ndo eram mais destinados a

alimentacao.

Ao longo de todo o experimento, as ninfas eram mantidas
individualizadas em tubos de vidro (15x1,5 cm) com papel filtro no fundo e um
suporte de papel cartdo dobrado para servir de abrigo. A extremidade era fechada
com tela de nylon para permitir a ventilagdo e a alimentacdo. As ninfas que
atingiam o quarto estadio eram transferidas um recipiente maior (4 x 6 cm), com a
mesma disposicdo de papel filtro, papel cartdo e tela de nylon. Aos trés dias apés
a eclosdo, as ninfas eram expostas a fonte alimentar, por 10 minutos,
diariamente, até que ocorresse o primeiro repasto. A partir do primeiro repasto, a
exposicao a fonte alimentar ocorria a cada sete dias (Martinez-Ibarra et al. 2007,
Reyes & Angulo 2009). O repasto era dado por finalizado quando o inseto se
afastava espontaneamente da fonte alimentar e permanecia ser tentar acesséa-la
novamente. Terminado o repasto, os insetos seguiam sendo observados por 30
minutos, para avaliar o tempo de defecacdo. Os insetos eram pesados antes e
apos o repasto em balanca de precisdo (0,0001g). Ambos os grupos eram
observados diariamente para identificar individuos mortos ou que haviam mudado

de estadio.

4.4. Avaliacdo da competéncia vetorial: hematofagia e defecacéo

A eficiéncia do repasto foi avaliada pelos seguintes parametros: (1)
tempo de inicio do repasto, que é periodo entre a exposi¢cao a fonte alimentar e o
inicio do repasto (considerado como 0 momento em que O inseto posicionava
suas pecas bucais sobre a fonte alimentar); (2) duracdo do repasto (tempo
decorrido entre o inicio do repasto e o término - considerado quando o inseto se
afastava da fonte alimentar sem tentar acessa-la novamente); (3) ganho de peso
proporcional (GP) (diferenca entre o peso final e o peso inicial dividido pelo peso
inicial) ; (4) taxa de ingestdo: peso de sangue ingerido (em mg), dividido pelo
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tempo (em minutos); (5) periodo de jejum espontaneo, antes e apos as ecdises
(em dias). Em adic&o as caracteristicas do processo alimentar, o potencial vetorial
de T williami também foi avaliado pelo padréo de defecacdo, dado pelo lapso de

tempo entre o repasto e a defecacéo (Nattero, 2013).

4.5 Plasticidade Fenotipica

4.5.1 Plasticidade de desenvolvimento pés-embrionario

O ciclo de vida e a influéncia da fonte alimentar no desenvolvimento de
T. williami foram avaliados através da duracdo de cada estadio, do numero de

repastos e da mortalidade em cada estadio.

4.5.2 Plasticidade morfoldgica

Todos os insetos adultos de ambos os grupos foram montados em
alfinete e fotografados em estereomicroscoépio (Leica® M205C). Nas imagens em
duas dimensobes, foram digitalizados os marcos anatomicos da cabeca do T.
williami, sendo oito em vista dorsal e oito em vista lateral (Figura 2), usando o
software tpsDIG V2.17 (Rohlf 2013).

As coordenadas dos marcos anatdomicos da cabeca foram avaliadas no
software MorphoJ (Klingenberg 2011) e as informagdes da forma foram obtidas
através da superimposicdo de Procrustes. Este procedimento removeu as

informacgdes de tamanho, posicdo e orientacdo das imagens.

Na vista dorsal, foi considerada a simetria bilateral, e o componente
simétrico da forma foi calculado através da comparagéo entre a imagem original e

as copias refletidas (Klingenberg et al. 2002).
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Figura 2. Marcos anatdmicos da cabeca de Triatoma williami. A: Vista
Dorsal (1 e 8. Apice da gena; 2 e 7. Extremidade lateral do tubérculo antenifero;
3 e 6. Intersecédo do olho e regido anteocular; 4 e 5. Intersecao do olho e regiédo
pos-ocular). B: Vista lateral. (1. Apice da gena; 2.Interse¢do Jugo-clipeo; 3.
Flexura do clipeo; 4. Linha do Ocelo anterior; 5. Intersecdo da base da cabeca e
pescoco; 6. Angulo pos-ocular inferior; 7. Intersecéo do olho e regido anteocular;

8. Extremidade proximal da bucula)

4.6 Tratamento Estatistico

Os resultados da hematofagia e do desenvolvimento pds-embrionario
foram apresentados em médias e medianas, comparadas pelo Teste T ou o teste
nao parameétrico de Mann-Whitney, quando as variaveis ndo apresentavam
distribuicdo normal (Teste de normalidade D'Agostino), ou variancias desiguais
(ANOVA). As frequéncias foram submetidas ao teste de X% com correcdo de
Yates, quando necesséario. As diferencas foram consideradas significativas
qguando o p valor era inferior a 0,05. Para as andlises foi utilizado o software de
licenca livre Bioestat 5.3 (disponivel em: www.mamiraua.org.br/pt-

br/downloads/programas/bioestat-versao-53).
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No estudo da morfometria geométrica, todos as analises utilizaram o
software MorphoJ (Klingenberg 2011). As diferencas encontradas na morfometria
geométrica relativas a forma e o tamanho centroide foram analisadas através do
teste de ANOVA Procrustes, usando dois fatores, o sexo e a fonte alimentar. Os
resultados sdo apresentados como a Soma dos Quadrados (SQ) e Média dos
Quadrados (MQ), que séo informacdes adimensionais (Arnqvist & Martensson
1998, Cardini & Elton 2007).

A acuracia da selecdo dos marcos anatébmicos foi avaliada através do
teste de Erros de Medida (ME), do conjunto de medidas original com o conjunto
controle de medidas repetidas. O ME comparou os valores de MS dos individuos

com o erro através de ANOVA Procrustes (Klingenberg & Mcintyre 1998)

A variacdo na forma dos triatomineos foi quantificada através da
Analise de Componentes Principais (PCA). As diferencas na forma dos individuos
entre os dois grupos de fontes alimentares foi avaliada através da Analise de
Variaveis Canodnicas (CVA). Os resultados sdo mostrados como Distancias
Procrustes e os respectivos p valor destas distancias, apos teste de permutacao
(1000 permutas).

A avaliagdo da plasticidade morfologica decorrente de diferentes fontes
alimentares usou o Tamanho Centroide (TC) como um estimador do tamanho dos
triatomineos (Bookstein 1986, 1989). O TC € a raiz quadrada da soma do
quadrado das distancias entre cada marco anatdbmico e o centréide (Dryden &
Mardia 1998)

A andlise multivariada das fungbes discriminantes foi usada para
reclassificar cada individuo de acordo as similaridades da cabeca. Uma validacao
cruzada da reclassificacdo foi executada, onde cada individuo classificado foi
removido da amostra e entdo reclassificado, para a computacdo do modelo

discriminante.
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Resultados

5. RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento P6s-embrionario

A coldnia de triatomineos silvestres originou 646 ovos, com 604 ovos
eclodidos (93,5%) e 34 ovos nao embrionados (5,3%). Somente 8 ovos néao
eclodiram (1,2%). A periodo médio de incubacao foi de 23 dias, variando entre 20
e 24 dias.

A influéncia da fonte alimentar no desenvolvimento dos insetos foi
avaliada, inicialmente, pela duracdo dos estadios e do numero de repastos
efetuados em cada estadio. O ciclo de vida completo teve duragdo similar entre os
grupos alimentados em mamifero (MAM) e em ave (AVE) (Tabela 1). A duracdo
dos dois primeiros estadios ninfais foi semelhante nos dois grupos, porém as N1
do grupo MAM precisaram de menos repastos para sofrer as ecdises. J4 o
terceiro e quarto estadios do grupo MAM foram mais curtos e, novamente, com
menor numero de repastos efetuados. A duracdo do quinto estadio ninfal e da
fase adulta ndo diferiram entre os grupos, porém os adultos MAM realizaram
cerca de trés vezes mais repastos. A avaliacdo da duracao dos estadios segundo
0 sexo nao apresentou diferencas entre os grupos (dados ndo apresentados), ja a
duracéo total do ciclo foi diferente entre machos e fémeas do grupo MAM (com
501 e 619 dias, respectivamente), e similar no do grupo AVE (524 e 558 dias). O
namero de repastos realizados ao longo da vida foi similar entre os sexos e entre

0S grupos, variando de 19 a 22 repastos.

Os dados obtidos também permitiram analisar o periodo de jejum
espontaneo antes e apds as mudangas de estadio (Tabela 2). Foi interessante
notar que durante todo o experimento, o periodo de jejum antes da ecdise, em
todos os estadios foi de 14 dias, no minimo, e ndo diferiu entre os grupos. O
periodo de jejum apos a ecloséo foi de 10 dias no grupo MAM e de 7 dias no
grupo AVE. Para todos os demais estadios ninfais, ndo houve diferenca
significativa no nimero de dias decorridos entre a ecdise e o primeiro repasto. No
entanto, para os insetos adultos, o periodo de jejum foi menor no grupo MAM, em

relacdo ao AVE.
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Tabela 1. Tempo de desenvolvimento (mediana/1° e 3° quartis), em dias, e

namero de repastos por estadio (mediana/1° e 3° quartis), de acordo

com a fonte alimentar de T. williami.

Estadio

N1
N2
N3
N4
NS
Fémea

Macho
Total

FONTE ALIMENTAR

MAMIFERO AVE
Duracéao Repastos Duracao Repastos
(Quartil 25 - 75%) (Quartil 25 - 75%) (Quartil 25 - 75%) (Quartil 25 - 75%)

28 1° 29 2°
(22 - 33) (1-2) (24 - 36) (1-2)

42 2 43.5 2
(32-52) (1-2) (31-59) 1-3)
25,52 24 32.5° 2¢
(23 - 31) (1-2) (28 - 49) (2-4)

40° 2° 59.5° 3°
(34 - 49) (1-2) (48 - 81) (2-6)

171 5 143 6
(113 - 235) (3-6) (126 - 207) (3-7)
302 13 206 3
(183-361) (8,3-17,8) (165-280) (2-4)
213 8,5 177 2
(161-251) (6,5-12,5) (111-240) (2-4)
605,5 - 533,5 -

Letras iguais indicam diferencas significativas, segundo Teste de Mann-Whitney (<0,05).

Tabela 2. Periodo de jejum espontaneo pré e poés-ecdise (mediana/l° e 3°

quartis), em dias, de acordo com a fonte alimentar de T. williami.

Estadio

N1
N2

N3
N4
N5
Fémea
Macho

PERIODO DE JEJUM ESPONTANEO

P6s-ecdise (ou ecloséo de N1) Pré-ecdise
MAM AVE MAM AVE

(Quartil 25 - 75%) (Quartil 25 - 75%) (Quartil 25 - 75%) (Quartil 25 - 75%)
10°  (6-15) 7 (5-9) - - - -
21  (12-31) 15 (8-28) 14 (13-15) 14  (13-15)

6 (58) 7 (412) 14 (11-16) 15 (11-17)
75 (4-13) 9  (2-20) 15 (11-18) 14  (11-20)

9  (6-15) 12 (4-21) 20 (14-26) 17  (9-23)
20°  (12-30) 79°  (58-101) 66  (29-80) 69 (57-96)

37.5° (27-48) 84° (20.6) 65 (31-85) 61 (24-95)

Letras iguais indicam diferencas significativas, segundo Teste de Mann-Whitney (<0,05)
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Nos estadios N1 a N4, a mortalidade foi similar entre os grupos. Ja no
estadio N5, foi muito maior no grupo AVE. Neste grupo, apenas 16% chegaram
ao estadio adulto, proporcdo muito menor do que a encontrada para 0 grupo
MAM, onde 43% das ninfas atingiram o estadio adulto. Em ambos os grupos, o

estadio N3 teve menor mortalidade do que os demais estadios ninfais (Tabela 3).

Tabela 3 Mortalidade proporcional, de acordo com o estadio ninfal, segundo a

fonte alimentar de T. williami.

MORTALIDADE

MAM AVE
N n % Acumulada N n % Acumulada
N1 100 28 28.0 28.0 100 39 39.0 39.0
N2 72 8 11.1 36.0 61 13 21.3 52.0
N3 64 2 3.1 38.0 48 4 8.3 56.0
N4 62 8 12.9 46.0 44 6 13.6 62.0
N5 54 11 20.4% 57.0 38 22 57.9% 84.0

Letras iguais indicam diferencas significativas, segundo Teste X Yates p <0,001
N: vivos no inicio do estadio; n: mortos no decorrer do estadio;

5.2 Hematofagia

A efetividade do repasto foi avaliada pelo tempo de inicio do repasto,
pelo tempo total de repasto, pelo o ganho de peso proporcional e pela taxa de
ingestao sanguinea. O inicio do repasto deu-se entre 2 e 3 minutos em ambos 0s
grupos.No entanto, a duracédo do repasto foi maior em todos os estadios ninfais
do grupo MAM quando comparado ao AVE (Tabela 4). Dentro dos grupos, tanto
para MAM quanto para AVE, a duracdo do repasto foi similar entre estagios
ninfais subsequentes, divergindo apenas entre N5 e Adultos. Houve diferenca na

duracdo do repasto de machos e fémeas apenas no grupo MAM.
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Tabela 4. Tempo de inicio do repasto e tempo total de repasto, em minutos
(Mediana/1°® E 3° Quartis Quartis), por estadio, segundo a fonte

alimentar de T. williami

TEMPOS DE REPASTO

MAM AVE

Estadio (repar;tos) Inicio Total* (repar;tos) Inicio Total*

N1 72 (103) 3 (2-5) 44 (32-57) 61 (108) 3 (2-4) 23 (14-31)
N2 65 (102) 3 (1-5) 57 (34-76) 48 (94) 2 (1-5) 24 (14-40)
N3 63 (97) 2 (1-5) 57 (41-85) 44 (114) 2 (1-4) 35 (22-43)
N4 54 (103) 2 (1-5)% 68 (46-99) 38 (156) 2 (1-3)® 40 (25-55)
N5 43 (203) 3 (1-6) 54 (31-79) 16 (83) 2 (1-4) 39 (26-56)
Fémea 22 (284) 3 (1-6) 35 (22-50)° 8 (28) 3 (2-5) 25 (13-31)
Macho 16 (155) 2 (1-5) 18 (13-31)° 8 (23) 2 (1-3) 28 (19-32)

n: nimero de insetos
Letras iguais indicam diferengas significativas (Teste de Mann-Whitney: a. p<0,05, b: p<0,0001)

* Diferenca significativa na duragéio do repasto em todos os estadios entre as fontes (p< 0,05)

A Tabela 5 descreve o ganho de peso proporcional (GP) e a taxa de
ingestdo sanguinea. Em todos os estadios, o grupo MAM teve maior ganho de
peso em relacdo ao grupo AVE. Igualmente, os insetos MAM também mostraram
maiores taxas de ingestdo. Quando foi comparada a taxa de ingestdo entre 0s
diferentes estadios de cada grupo, os insetos MAM mostraram aumento
expressivo de N1 até N5. Ja para o grupo AVE, a taxa de ingestdo manteve-se
quase invariavel ao longo do desenvolvimento No estadio adulto, apenas no
grupo MAM houve diferenca entre machos e fémeas tanto no ganho de peso
guanto na taxa de ingestdo. As fémeas obtiveram o dobro do peso proporcional e

da taxa de ingestdo comparadas aos machos
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Tabela 5. Peso ingerido, ganho de peso proporcional e taxa de ingestdo (mediana/1° e 3° quartis), por estadio, segundo a fonte

alimentar de T. williami.

FONTE ALIMENTAR

MAM AVE

Taxa de Peso ingerido Taxa de

Estadio Peso ingerido (mg) GP(mg)* ingestao (m g) GP(mg)* ingestao
(mg/min)** 9 (mg/min)**
N1 7.2 (5.6-9.4) 6.4 (3.8-8.3) 0.2 (0.1-0.2) 5.7 (2.9-7.5) 3,6 (1.9-6.3) 0.2 (0.1-0.4)
N2 214 (158-34.9) 6.1(1.7-9.1) 0.5 (0.3-0.6) 14.5 (2.5-24.9) 2,6 (0.3-5.0) 0.4 (0.2-0.7)
N3 743 (49.4-99.8) 52 (1.1-6.8) 1.3 (0.7-1.8) 21.8 (2.2-49.7) 0,9 (0.1-3.6) 0.6 (0.1-1.4)
N4 172.6 (123 - 240) 2.5(1.0-5.4) 2.5 (1.5-3.6) 23.4 (1.8-93.9) 0,5(0,03-2.1) 0.7 (0.1-2.0)
N5 211.4 (123-397.8) 0.8 (0.4-1.9) 4.7 (2.6-6.9) 34.1(4.2-158.7) 0,2 (0,03-1.1) 0.8 (0.1-3.4)
Fémea 168.3 (76.9-276.2) 0.8 (0.5-1.4)* 5.9 (3.6-8.6)° 15.8 (4.1-74.2) 0.2 (0.05-0.6) 2.4 (0.6-5.9)
Macho 77.8 (32.7-131.4) 0.4(0.2-0.8* 3.1 (1.9-5" 13.8 (2.3-68.4) 0.2 (0.02-0.9) 1.5 (0.1-3.9)

Peso ingerido: [peso final(PF) - peso inicial(PI)] GP: [(PF - PI)/ PI] Taxa de ingestdo: [(PF - PI)PI] / tempo de repasto (mg/min)
Letras iguais indicam diferencas significativas, segundo teste de Mann-Whitney (p<0,0001)

* Houve diferencga significativa no ganho de peso em todos estadios entre AVE e MAM (p<0,0001, Mann-Whitney Test)
**Houve diferenca significativa na Taxa de ingestdo em todos estadios entre os grupos, exceto N2 (Mann-Whitney Test p<0,0001)
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5.3 Padréo de dejecdes

Resultados

Em seguida, ainda como parte da avaliacdo de caracteristicas

gue podem interferir no potencial vetorial da espécie, foi determinado o padréo de

defecacdo (Tabela 6). O grupo MAM teve maior frequéncia de defecacdes em

menos de 10 minutos apds o repasto em relacdo ao grupo AVE, e esta diferenca

foi mais acentuada entre os estadios de N2, N3 e N5. Salienta-se que a

ocorréncia de defecacdo durante a hematofagia também foi mais frequente entre

o grupo MAM. Em ambos os grupos, o estadio N2 teve as maiores frequéncias de

defecagé&o durante repasto.

Tabela 6 Frequéncia de defecacBes durante o repasto e no periodo de 10

minutos apds o repasto, em percentil, por estadio, segundo a fonte

alimentar de T. williami.

FONTE ALIMENTAR

MAM AVE
Estadio <10 min (%) Durante (%) <10 min (%) Durante (%)
n % n % n % n %
N1 16 (113)  14.2 4 35 32 (136) 235 5 3.7
N2 51(105)  48.6° 13 124  29(103) 282*° 7 68
N3 56 (99) 56.6° 7 7.1 30(123) 244> 3 24
N4 26 (123) 21.1 2 1.6 24 (176) 13.6 4 23
N5 47 (233)  20.2° 11 4.7 13 (187) 700 2 11
Fémeas 55(287) 19.2%¢ 10 35 1 (28) 3.6° -
Macho 2 (155) 1.3 1 0.6 1(23) 4.3 -
Total 253 (1115) 22.7 48 43 130(776) 168 21 2.7

Letras iguais indicam diferencas significativas, Teste de Fisher (p valor: a: <0,01; b:
<0,000; c: <0,05)
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5.4 Morfometria geométrica

Apés a anadlise da influéncia da fonte alimentar no desenvolvimento
pés-embrionario, na hematofagia e na defecacdo do T. williami, avaliou-se a
interferéncia da dieta na morfologia do inseto. As variacfes de forma encontradas
entre 0os grupos e sexos foram ilustradas pela PCA e pela projecdo da
configuracdo média das cabecas dos triatomineos. J& a discriminacdo dos grupos

segundo a fonte alimentar e sexo foram mostradas através da AVC.

A PCA mostrou que os primeiros Componentes Principais (CP)
acumularam a maior parte da variagdo da forma, em ambas as vistas. Na vista
dorsal da cabeca, os primeiros trés PC compreendem 80.38% da variacéo (PC1.:
59.2%, PC2: 21.1%, PC3: 8.9%) e na vista lateral da cabeca, os dois primeiros
PC detiveram 62.3% (PC1: 27.4%, PC2: 21.4%, PC3: 13.4%), fornecendo uma

aproximacéo razoavel da variacao total da cabeca do triatomineo.

A representacdo da configuracdo média da cabeca, mostrou que a
fonte alimentar afeta a morfologia e é claramente diferenciada de acordo com o
sexo (Figuras 3 e 4). Nos individuos MAM, a variacdo na vista dorsal foi
principalmente em torno dos marcos anatbmicos 1 e 8 (apices da genas) e
alargamento na regido em torno dos marcos anatdomicos centrais da cabeca
(extremidades dos tubérculos anteniferos e regido anteocular), fazendo a
morfologia um pouco mais encurtada entre os tubérculos anteniferos e a
extremidade do clipeo, e mais alongada na regido pos-ocular. As alteracdes no
grupo AVE, tenderam ao oposto, a cabegca mostrou-se mais estreita e alongada

na regido anteocular e mais curta na regiao pos-ocular (Figura 3A).

Na vista lateral (Figura 3B), as maiores variagées ocorreram na regiao
entre a intersecao jugo-clipeo e o apice da gena, e na regido pos-ocular. No grupo
MAM, houve o encurtamento da regido anteocular e o alongamento da regido
pos-ocular. O grupo AVE apresentou um alongamento na regido ante-ocular e um

encurtamento da regido pés-ocular.
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Figura 3: Representacéo linear (wireframe) da variacdo da forma
da cabeca em relacdo a configuracdo média (linha negra), de
acordo com a fonte alimentar. AV: Grupo alimentado em ave
(Coturnix coturnix); MA: Grupo alimentado em mamifero (Mus
musculus). A: Vista Dorsal, B: Vista lateral. Linhas negras:
configuragdo consenso. Linhas vermelhas: configuragdo média do

AV; Linhas azuis: configuracdo média do MA.
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A andlise de variaveis canbdnicas (AVC) mostrou diferencas
significativas entre as distancias Procrustes, segundo o0s sexos e a fontes
alimentares. Graficamente, estas diferencas sdo representadas pelas duas
primeiras varidveis canénicas (VC) alinhadas com o maior eixo de variagdo entre
0s grupos, desta forma é considerada a variacdo entre 0s grupos e intragrupo
(Figura 4).
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Figura 4: Anélise de variaveis canbnicas da forma da cabeca, segundo o0 sexo
e a fonte alimentar de T. williami. A: Vista dorsal, B: Vista lateral.F: fémea.M:
macho. AV: grupo alimentado em ave; MA: grupo alimentado em mamifero. As
linhas representam a forma média de cada grupo, segundo sexo e fonte alimentar.
A grade de deformacado indica a varicdo do grupo em relacdo a configuracao

média.
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A AVC mostrou que houve diferenca na forma da cabeca, segundo o
sexo e a fonte alimentar. Esta diferenca foi testada através de ANOVA Procrustes
em ambas as vistas e resultou em diferencgas significativas tanto entre os sexos
qguanto entre as fontes alimentares (Tabela 7). Por outro lado, a andlise do
tamanho centréide mostrou claramente o dimorfismo sexual, mas n&o houve

diferencas entre as fontes alimentares.

Tabela 7: ANOVA Procrustes do Tamanho Centréide e da Forma de Triatoma

williami, segundo sexo e fonte alimentar.

EFEITO SQ QM o] F P
VISTA DORSAL
Tamanho centroéide
Sexo 468461.3279 468461.3279 1 39.45 <.0001
Fonte alimentar 3337.56206 3337.56206 1 0.28 0.5983
Forma
Sexo 0.00147508 0.000245846 6 5.31 <.0001
Fonte alimentar 0.00127951 0.000213252 6 4.61 0.0002
VISTA LATERAL
Tamanho centroide
Sexo 271858.7489 271858.7489 1 47.44 <.0001
Fonte alimentar 8160.938121 8160.938121 1 1.42 0.2387
Forma
Sexo 0.00306804 0.00025567 12 5.94 <.0001
Fonte alimentar 0.00098303 8.19188E-05 12 1.9 0.0316
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A andlise multivariada da funcdo discriminante mostrou altos percentis

de classificagOes corretas entre os dois grupos, tanto para o sexo quanto para a

fonte alimentar (Tabela 8). A validacdo dentro de cada grupo também teve uma

concordancia alta com 80% das fémeas e 83% dos machos classificados no

grupo correto; e 86 % dos insetos AVE e 91% dos insetos MAM foram

classificados no sexo correto.

Tabela 8: Reclassificacdo dos individuos (Validacdo Cruzada), de acordo com o

sexo e a fonte alimentar, apdés a analise multivariada das funcbes

discriminantes de forma e tamanho da cabeca de Triatoma williami.

EFEITO

RECLASSIFICACAO

Concondante Discordante % Concordancia

Entre os grupos

Sexo 48 7 87

Fonte alimentar 42 13 76
Dentro dos grupos

Fémeas - AVE ou MAM 20 5 80
Machos - AVE ou MAM 25 5 83

AVE - Fémea ou Macho 20 3 86

MAM - Fémea ou Macho 29 3 91

A influéncia da alometria na variacédo da forma da cabeca de T. williami

foi avaliada através de regressdo multivariada do tamanho centrdide e da

variaveis de forma. Houve uma fraca relagdo entre o tamanho e a forma, sendo

que o tamanho foi preditivo de 4,7% da variagdo da forma ap0s a permutacao.
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6. DISCUSSAO

6.1 Desenvolvimento pos-embrionéario e competéncia vetorial

O periodo médio de incubacdo dos ovos das fémeas silvestres de T.
williami obtido neste estudo, foi proximo ao relatado anteriormente por Silva et al.
(1996), em torno de 25 dias. Outra espécie do mesmo complexo, o Triatoma klugi,
também apresentou periodo de incubacéo de 22 dias, sob as mesmas condicfes

de temperatura e umidade (Emmanuelle-Machado et al. 2002).

A taxa de eclosdo dos ovos de T. williami foi préxima a de T.
arthurneivai (92,8%, Juarez 1970), de T. sordida (82,5%, Mello 1976), de T.
rubrofasciata (80,5%, Braga et al. 1998) e de T. pseudomaculata (88,3%,
Gongalves et al. 1997) e muito acima da encontrada para as espécies T.
carcavalloi (38,3%, Cardozo-de-Almeida et al. 2014) e T matogrossensis (58,7%,
Marassa et al. 1998). A alta taxa de eclosdo dos ovos de T. williami indica a
adequacdo das condicbes do laboratério onde foram mantidos durante o

experimento.

Neste estudo em condi¢cdes controladas de temperatura e umidade e
sem competicdo entre os individuos, o desenvolvimento pds-embrionario do T.
williami teve durag&o similar entre os grupos MAM e AVE. No entanto, o ciclo foi
mais longo em relacdo ao descrito por Silva et al. (1996), com aproximadamente
190 dias para machos e 236 dias para fémeas de T. williami. Estas diferencas na
duracéo do ciclo bioldgico entre este estudo e o trabalho de Silva et al. (1996)
podem ter decorrido da exposi¢do a fonte alimentar diferente, incluindo o sangue
humano no ciclo mais curto e é sabido que a qualidade nutricional do sangue

interfere na longevidade (Sulbaran & Chaves 2006, Nattero et al. 2011).

O ciclo bioldégico de T. williami foi mais curto que o de T. jubergi, uma
espécie simpatrica e do mesmo subcomplexo do T. williami (Gomes & Silva
2000). Estes autores identificaram que as diferencas na temperatura
influenciaram radicalmente na duracdo do ciclo, variando de 186,1 a 601,9 dias,
em 25 e 30°C, respectivamente. No entanto, neste estudo com T. williami e no
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anterior, de Silva et al. (1996), os grupos foram mantidos a mesma temperatura
(27 = 1 °C) e, assim, ndo ha como ponderar em que medida a temperatura

influenciou no ciclo desta espécie.

O periodo de desenvolvimento ninfal de T. williami foi muito mais longo
do que o observado em outras espécies vetoras efetivas alimentadas em aves e
mamiferos, tais como T. brasiliensis, T. infestans, T. pseudomaculata e T. sordida
(Guarneri et al. 2000c). Todas estas espécies apresentaram a duracao do estagio
ninfal mais curta, quando alimentados em mamiferos, diferentemente do T.
williami, cujo periodo ninfal foi similar em ambas as fontes alimentares. A duracao
do ciclo bioldgico representa o tempo de uma geracdo em termos de dinamica
populacional (Cabello & Galindez Girén 1998) e, portanto, este fato pode sugerir
uma inabilidade de T. williami de formar populacées significativas, jA que completa
apenas uma geracao por ano. Espécies que tem ciclos rapidos e com mais de
uma geracao por ano, como T. infestans, tem maior chance de formar grandes
populacdbes em ambientes domeésticos e peridomésticos, (Schofield 1985b,
Noireau et al. 2000).

A medida que o desenvolvimento de T. williami progrediu, houve um
aumento na duracdo dos estadios, porém, observou-se que a duracdo de N3 foi
mais curta em ambos os grupos. Esta reducdo do terceiro estadio ndo foi
observada nos ciclos de T. arthurneivai (Juarez 1970), T. dimidiata (Reyes &
Angulo 2009), T. carcavalloi (Cardozo-de-Almeida et al. 2014), mas, por outro
lado ocorreu com vetores importantes como T. infestans, T. pseudomaculata e T.
sordida (Guarneri et al. 2000c).

O numero de interagcfes para 0 repasto sanguineo entre o triatomineo
e 0 hospedeiro € proporcional ao risco de transmissédo do T. cruzi (Rocha et al.
2001). A alimentagdo de T. williami em aves implicou em um maior nimero de
repastos entre as ecdises, o que em condi¢des naturais pode aumentar o risco de
predacdo durante a hematofagia. Em um cenario epidemiolégico é mais
importante a frequéncia de repastos em mamiferos, e a quantidade observada no
grupo MAM foi préxima da descrita para T. brasiliensis alimentados em
camundongos, principalmente nos estadios N2, N3, e N4 (Soares et al. 2000). No

primeiro estadio, o T. williami efetuou apenas um repasto, enquanto que T.
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brasiliensis precisou de trés repastos. Ja em N5, o T. williami fez cinco repastos,
contra apenas dois do T. brasiliensis. Outra espécie secundaria, T.
pseudomaculata, precisa de ao menos dois repastos para que ocorram as ecdises
(Soares et al. 2000, Carbajal-de-la-Fuente et al. 2010). J& o T. jubergi, outra
espécie com potencial vetorial indefinido, faz apenas um repasto em todos os
estadios ninfais (Gomes & Silva 2000).

O periodo de jejum espontaneo antes das ecdises de T. williami, tanto
do grupo MAM quanto AVE, foi préximo ao descrito para T. maculata (Luitgards-
Moura et al. 2005), e mais curto do que o encontrado para T. rubrovaria (Almeida
et al. 2005).

Apés as ecdises, as ninfas e, mais ainda, os adultos de T. williami
permaneceram em jejum por periodos muito longos, quando comparado ao T.
maculata e T. rubrovaria . O periodo de jejum espontaneo apds as ecdises de
adultos do T. williami, principalmente no grupo AVE, excedeu o periodo de
sobrevivéncia ao jejum compulsério de machos e fémeas de varias espécies,
como o T. brasiliensis, T. vitticeps, T. nitida, T. rubrofasciata, e T. sordida (ver:
Costa & Perondini 1973, Juarez & Silva 1982, Gongalves et al. 1989, Galvao et al.
1996, Cortéz & Gongalves 1998). Segundo Cardozo-de-Almeida (2014), um dos
principais entraves para o controle de triatomineos, é a resisténcia dos insetos ao
jejum. Esta resisténcia é uma importante estratégia de sobrevivéncia, quando em
situacdes adversas ou de privacdo alimentar (Jurberg & Costa 1989); é também
importante para a dispersdo pelo transporte passivo e para a colonizagcédo de
novos ambientes, principalmente no estagio ninfal (Cortéz & Gongalves, 1998).
Assim sendo, como o T. williami mostrou-se naturalmente resistente ao jejum e
rejeitou espontaneamente os repastos por longos periodos, tanto em aves quanto
em mamiferos, nota-se que a espécie tem caracteristicas biolégicas que podem

interferir no sucesso de medidas de controle do vetor.

O padréo de mortalidade de T. williami nos estadios ninfais foi irregular
Ccomo ocorre com muitas outras espécies, tais como T. rubrofasciata (Braga et al.
1998), T. pseudomaculata e T. wygodzinskyi (Carbajal-de-la-Fuente et al. 2010),
T. carcavalloi (Cardozo-de-Almeida et al. 2014), T. tibiamaculata (Rodrigues et al.

2007). A mortalidade acumulada até o quinto estadio ninfal de T. williami foi maior

51



Discusséao

no grupo alimentado em aves como também foi mostrado para T. klugi
alimentados em aves e mamiferos, (33 e 23%, Emmanuelle-Machado et al. 2002),
para Rhodnius neglectus (45,1 e 26,3%; Diotaiuti & Dias 1987); para T brasiliensis
(24,9 e 4,2%), T. infestans (39,6 e 26%), T. pseudomaculata (4,1 e 2 %) e T.
sordida (28 e 26%) (Guarneri et al. 2000c). Varios trabalhos sugerem que as
diferencas na mortalidade observadas entre os grupos provavelmente resulta das
caracteristicas nutricionais do sangue dos hospedeiros (Martinez-Ibarra et al.
2006, Nattero et al. 2012), e também pode ser atribuida, em partes, as
dificuldades dos insetos em se alimentarem em aves em condi¢des laboratoriais.
Embora tenha tido mortalidade maior do que a relatada para outras espécies, T.
williami foi capaz de completar seu ciclo de desenvolvimento, independentemente

da fonte de repasto sanguineo.

O tempo entre a apresentacao a fonte alimentar e o inicio do repasto
de T. williami nos estadios ninfais foi similar ao observado em algumas espécies
de importancia vetorial, como T. pseudomaculada (Gongalves et al. 1997), T.
infestans, (Paredes-esquivel et al. 2010) e Triatoma rubida (Martinez-ibarra et al.
2012). Ja na fase adulta, tanto as fémeas quanto os machos de T. williami foram
mais rapidos que T. pseudomaculata e Triatoma rubida. Um estudo sobre
Rhodinius neglectus e R. robustus (Barreto-Santana et al. 2011) mostrou que 0s
adultos iniciam o repastos mais rapidamente que ninfas, assim como ocorre com
o T. williami e ainda, com T. sordida, T. guasayana e T. infestans (Loza-Murguia &
Noireau 2010), entretanto estas trés Ultimas espécies sdo mais vorazes que o T.

williami, por acessarem a fonte alimentar em menos de um minuto.

O T. williami teve repastos muito longos quando alimentado em
mamiferos, se comparado a outras espécies de importancia vetorial, como o T.
sordida, (Diotaiuti et al. 1995, Loza-Murguia & Noireau 2010), e T. infestans, T.
brasiliensis e T. pseudomaculata (Guarneri et al. 2000b, Rodriguez et al. 2008).
Quando alimentado em aves, o T. williami efetuou os repastos em menos tempo,
porém essa reducdo pode estar mais associada a perturbacdo do processo
alimentar pela ave, do que a fatores intrinsecos do vetor ou do hospedeiro, que
serdo discutidas adiante. Embora as aves estivessem anestesiadas e sedadas,

ocorriam pequenos espasmos musculares durante o repasto e o T. williami
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mostrava-se sensivel a qualquer movimento do hospedeiro e interrompia o
repasto, frequentemente de modo definitivo. Da mesma forma, Soares et al.
(2000) observaram que movimentos suaves do hospedeiro perturbavam o repasto
de T. pseudomaculata, porém deveria haver movimentacdo muito mais intensa
para que o T. brasiliensis desistisse do repasto. Apesar das respostas diferentes,
estas duas espécies sdo importantes vetores de T. cruzi no Brasil, fato que pode
indicar que o comportamento de autoprotecdo nado interfere diretamente na
capacidade vetorial. Ainda neste sentido, Pereira et al. (1998) estudaram o
comportamento alimentar de T. infestans e Rhodnius prolixus em camundongos
anestesiados e ndo anestesiados e concluiram que a atividade do hospedeiro €
determinante para o0 sucesso alimentar, sendo muito mais produtivo o repasto em

animais inertes, assim como ocorreu com T. wiliami.

Ao se considerar apenas os fatores sanguineos, seria esperado que 0s
insetos tivessem maior dificuldade na hematofagia em mamiferos, como foi
observado em outras espécies (Guarneri et al. 2000b, Martinez-lbarra et al.
2003a, Nattero et al. 2012). Apesar desta dificuldade, um estudo sobre a
preferéncia alimentar de ninfas de primeiro estadio de triatomineos do complexo
Oliverai, mostrou o ecletismo alimentar de T. williami, com notavel preferéncia por
aves (Lorosa et al. 2008). Em trabalhos de campo, as formas imaturas de T.
williami sdo encontradas no peridomicilio, comumente alocadas em galinheiros,
assim, a ornitofilia sugerida pelo estudo de preferéncia alimentar do T. williami e
pelos ecétopos onde sdo encontrados no peridomicilio, pode indicar que a
associacao da espécie a aves € oportunistica, mais do que adaptativa ou seletiva,
ja que os insetos aceitaram prontamente o repasto em mamiferos, completaram
mais rapidamente o ciclo de desenvolvimento pos-embrionéario e, ainda, tiveram

melhor performance alimentar em mamiferos.

Nos estadios ninfais, T. williami mostrou taxas de ingestdo proximas a
de T. brasiliensis e T. pseudomaculata (Guarneri et al. 2000b, Soares et al. 2000).
Ja na fase adulta, tanto as fémeas quanto os machos de T. williami tiveram taxas
de ingestdo superiores ao T. infestans (Duran et al. 2014). A rapidez com que o

inseto efetua o repasto € um atributo relevante na capacidade vetorial, quanto
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mais eficiente, maior a probabilidade de sobrevivéncia da espécie (Guarneri et al.
2000Db).

Além do tempo de duracdo do repasto, da quantidade de sangue
ingerida e da taxa de ingestédo, o tempo em que ocorre a defecacdo também € um
fator importante na determinacdo da capacidade vetorial (Trumper & Gorla 1991).
Apesar da replegdo abdominal facilitar a mecanica das deje¢des uma quantidade
minima de sangue ingerido ja pode estimular a defecacdo (Piesman & Sherlock
1983).

Embora a quantidade de sangue ingerido, ou ganho de peso, néo
esteja necessariamente relacionada com a defecacdo, por outro, ira refletir na
dindmica populacional, na oviposicdo, no periodo de desenvolvimento, na
capacidade de resisténcia ao jejum e na dispersdo ativa através do voo
(Schofield, 1985a; Rocha et al. 2004). Estes sao fatores importantes para a
determinacao do potencial vetorial. O ganho de peso proporcional de T. williami
do grupo MAM, decresceu ao longo dos estadios de desenvolvimento, o que nao
foi visto em T. brasiliensis e T. pseudomaculata, alimentados em camundongos
(Guarneri et al. 2000c, Soares et al. 2000), cujo ganho de peso teve pequena
variacdo entre os estadios. Nos trés primeiros estadios ninfais de T. williami, o
ganho de peso proporcional foi superior ao de T. brasiliensis e T.
pseudomaculata. Entretanto, nos estadios N4 e, mais ainda em N5, foi inferior ao
destas duas espécies. Da mesma forma, tanto as fémeas quanto os machos de T.
williami, tiveram ganho de peso muito inferior ao obtido por machos e fémeas de

T. infestans (Rodriguez et al. 2008).

Ao considerar que os estadios N5 e Adulto sdo 0s mais importantes na
transmissdo do T. cruzi (Rodriguez et al. 2008), o ganho de peso proporcional
aponta que N5 e Adultos de T. williami tem menor potencial vetorial que T.
rubida, T. brasiliensis e T. pseudomaculata, T. infestans. No entanto, ao se avaliar
a quantidade de sangue ingerida, o T. williami obteve, no estadio N5 e na fase
adulta, volumes maiores ou muito proximos aos das trés ultimas espécies e,
também, de outras tidas como excelentes vetores, tais como T. sordida e T.

patagonica (Guarneri et al. 2000c, Nattero et al. 2002). Se o ganho de peso
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proporcional é desfavoravel a capacidade vetorial do T. williami, o oposto € dado

pela quantidade de sangue ingerida.

Outro ponto que chama a atencéo séo as diferencas entre 0s sexos no
ganho de peso proporcional e na taxa de ingestdao. As fémeas de T. williami
ingerem maiores quantidades de sangue em menos tempo e obtém o dobro do
ganho de peso que os machos. Isto sugere que as fémeas exploram melhor a
fonte alimentar do que o machos, o que pode promover aspectos reprodutivos e

populacionais.

A hematofagia e a possibilidade de ser infectado por T. cruzi ndo sao
suficientes para determinar a capacidade vetorial de uma espécie, ha outros
requisitos necessarios associados ao grau de antropofilia e a defecacéo (Klotz et
al. 2009, Tibayrenc 2011, Duran et al. 2014). Alguns aspectos da hematofagia, da
taxa de infeccdo e da antropofilia do T. williami vistos anteriormente séo similares
aos de espécies sabidamente incriminadas na transmissdo do T. cruzi aos
humanos. Assim, para finalizar a avaliacdo do potencial vetorial do T. williami
associado ao processo alimentar, fez-se a avaliacdo do padrdo de defecacéao,
dado pelo intervalo de tempo entre o repasto e a defecacéo. Zeledén et al. (1977)
sugeriram que espécies de triatomineos que defecam dentro de dez minutos apo6s

o repasto podem ser considerados vetores potenciais.

Os triatomineos do grupo AVE tiveram uma frequéncia decrescente de
defecacBes dentro de dez minutos apés o repasto, de acordo com os estadios de
desenvolvimento. Esta tendéncia foi acompanhada pela reducdo do ganho de
peso e da taxa de ingestdo, fatores possivelmente associados a perturbacdo do

processo alimentar descrito anteriormente.

Em geral, a proporcdo de insetos do grupo MAM, que defecou em até
10 minutos apds o repasto, foi inferior a relatada em estudos com T. infestans, T.
recurva, T. protacta e T. rubida, onde todos os insetos defecaram dentro deste
periodo (Canals et al. 1999, Biral dos Santos et al. 2006, Martinez-ibarra et al.
2012). Em ambos os grupos houve um padrédo de defecacgédo irregular entre os
estadios, sendo os estadios N2 e N3 os que mostraram as maiores frequéncias

de defecacdes durante o repasto e em até 10 minutos apés o término. E
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importante ressaltar que no grupo MAM, as N3 apresentaram um padrédo de
defecacdo similar ao exibido por N3 de T. sordida e T. infestans (Diotaiuti et al.
1995).

O padréo de defecacéo variou entre 0s sexos apenas no grupo MAM,
com maior proporgdo de fémeas defecando dentro de 10 minutos ap0s o repasto,
0 que corrobora com os achados para Rhodnius ecuadorensis (Villacis et al.
2008); T. sordida (Crocco & Catala 1996), T. rubida (Martinez-ibarra et al. 2012).
Porém, a percentagem de fémeas de T. williami que defecou neste periodo foi
inferior a de T. patagdnica, com 80% (Nattero et al. 2012), e de T. infestans (Biral
dos Santos et al. 2006), T. recurva e T. rubida (Martinez-ibarra et al. 2012), com

todos os insetos defecando em menos de dez minutos apds o repasto.

Ha uma grande variacdo no tempo de defecacdo entre espécies de
triatomineos e entre os estadios de cada espécie, mas 0s insetos de uma mesma
espécie que ingerem mais sangue em menos tempo, tem mais chances de
defecar durante o repasto e, assim, tem maiores oportunidades de transmitir o T.
cruzi (Trumper & Gorla 1991). Apesar de o padrédo de defecacdo ter o valor
reconhecido na definicdo do potencial vetorial de uma espécie, os habitos de
defecacdo dos triatomineos provavelmente influenciam menos na capacidade
vetorial do que a densidade da infestacdo domiciliar, do que a afinidade com o
hospedeiro humano e do grau de adaptacdo ao ambiente doméstico (Piesman &
Sherlock 1983).

6.2 Plasticidade Morfoldgica

A avaliacdo da influéncia da fonte alimentar nas caracteristicas
bionémicas do T. williami mostrou uma alta plasticidade no desenvolvimento pos-
embrionéario e na hematofagia. Ja4 a forma como a dieta influenciou na plasticidade
morfolégica foi claramente demonstrada pelas técnicas de morfometria

geomeétrica, ao se avaliar as diferencas no tamanho e na forma dos insetos.

O dimorfismo sexual identificado no tamanho da cabeca do T. williami,

com as fémeas maiores do que os machos, ocorre com frequéncia entre espécies
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de triatomineos (Vargas et al. 2006, Gaspe et al. 2012, Nattero et al. 2013). Em
muitas espécies a variagcdo no tamanho estd relacionada com a qualidade
nutricional do sangue (Guarneri et al. 2000c, Feliciangeli et al. 2007, Whitman &
Agrawal 2009). E interessante notar que o T. williami ndo apresentou variagdes no
tamanho da cabeca em relacdo a fonte alimentar, diferentemente do que foi
observado em T. infestans, cujas cabecas eram muito maiores nos insetos
alimentados em mamiferos do que naqueles alimentados em aves (Nattero et al.
2013).

A fonte alimentar n&o interferiu no tamanho mas modificou a forma da
cabeca. A falta de associacdo entre o tamanho e a forma pode indicar mais do
que variacdes no comportamento alimentar do inseto ou do valor nutricional do
sangue do hospedeiro, jA que o tamanho é considerado mais labil do que a forma
(Dujardin et al. 2014). H& consideragbes de que as variagbes no tamanho séo
mais influenciadas por fatores ambientais, e as variacbes de forma por fortes
componentes genéticos (Dujardin & Slice 2007, Schachter-Broide et al. 2009).
Diferentemente, o tamanho da cabeca de T. williami mostrou-se mais estavel do
que a forma, quando exposto as diferentes fontes alimentares. Embora a forma
embuta a idéia de ser uma caracteristica genética, porém, ela também varia de
acordo com as condi¢cdes ambientais, como mostrado pelo T. williami. Este fato
corrobora com o estudo de T. dimidiata, que apresentou uma varia¢cdo na forma

da cabeca associada a condi¢cdo ambiental de iluminagdo (Dujardin et al. 2009).

Os resultados sugerem que as diferencas observadas na forma da
cabeca de T. williami alimentados em diferentes fontes pode ser uma resposta
plastica a interacdo entre o inseto e seus hospedeiros. Os triatomineos obtém o
sangue diretamente de arteriolas e vénulas de hospedeiros vertebrados, entdo a
performance alimentar difere bastante entre as espécies, principalmente devido
aos fatores relacionados a fisiologia do hospedeiro e do aparelho alimentar do
inseto (Sant’Anna et al. 2001, Paim et al. 2011). Além destes fatores, a eficiéncia
alimentar dos triatomineos é diretamente influenciada pela atividade anti-
hemostética da saliva em resposta a hemostase de um hospedeiro em particular,
que pode facilitar a manutencdo de um fluxo continuo de sangue durante o

repasto (Araujo et al. 2011, Nattero et al. 2013). Muitas biomoléculas da saliva de
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triatomineos ja foram descritas, incluindo anticoagulantes, vasodilatadores, anti-
histaminicos, imunossupressores, inibidores do sistema complemento e da

agregacao plaquetaria (Wenk et al. 2010).

A composicao da saliva do T. williami permanece desconhecida e ndo
suporta, ainda, nenhuma explanacao sobre diferengas na ingestdo de sangue ou
processo alimentar do inseto. Por outro lado, s&o muito conhecidas as diferengas
hemostaticas de aves e mamiferos, embora 0s mecanismos basicos de
hemostase sejam bastante conservados em ambos (Guarneri et al. 2000b). As
aves tem trombdcitos com fungéo similar as plaquetas dos mamiferos, porém séo
menos efetivas, ja que ndo respondem com a mesma intensidade de coagulacdo
gue a agregacdo plaquetaria induz (Martinez-Ibarra et al. 2003b, Araujo et al.
2011). As aves também carecem de alguns fatores de coagulacao,
particularmente na via intrinseca de coagulacdo (Lewis 1996). Como
consequéncia das diferencas nos mecanismos hemostaticos e ainda da
viscosidade do sangue, que é mais alta nos mamiferos comparados as aves
(Windberger & Baskurt 2007), o processo de suc¢cdo em mamiferos pode exigir
um maior esforco mecanico muscular dos triatomineos e exigir uma atividade

salivar anticoagulante mais eficiente.

As diferencas nas caracteristicas fisicas do sangue de aves e
mamiferos pode afetar a ingestdo de sangue pelos triatomineos, dado que a
capacidade de ingestdo destes insetos é promovida pela bomba cibarial. A bomba
cibarial, cuja musculatura ocupa praticamente toda a cabeca do inseto (Bennet-
Clark 1963), cria uma pressao negativa entre a abertura do canal alimentar e o
[limen do compartimento alimentar e, entdo, a viscosidade do sangue, o tamanho
dos eritrgcitos e sua capacidade de deformar podem ser diretamente associados
ao esforco muscular da bomba cibarial (Kingsolver & Daniel 1995). Como os
mecanismos hemostaticos e a viscosidade do sangue interferem na suc¢do, a
plasticidade morfologica observada na cabeca do T. williami pode ser devido a
adaptacao aos seus hospedeiros, com diferente desenvolvimento da musculatura
da bomba cibarial. Esta possibilidade foi mostrada em T. infestans, que
apresentou grandes alteracbes na forma da cabeca, quando comparados os

grupos alimentados em mamiferos e em aves (Nattero et al. 2013).
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Outro fator que pode também afetar o repasto dos triatomineos é o
fluxo sanguineo do vaso canulado, assim, em um mesmo hospedeiro, as
performances de repasto podem sofrer grandes variacdes (Araujo et al. 2009).
N&o foi objeto deste estudo avaliar o tamanho do vaso canulado, tampouco o
fluxo sanguineo dos vasos, mas admite-se que as diferencas nos vasos das aves
e mamiferos utilizados, podem também ter contribuido para as variacbes

encontradas na performance alimentar e na morfologia da cabeca (Forma).

As alterac6es morfoldgicas da cabeca do T. williami associadas a fonte
alimentar e ao sexo, foram suficientemente grandes para permitir a diferenciacao
da populacdo em grupos. A analise discriminante mostrou que € possivel a
reclassificacdo de espécimes externos com relativa seguranca dentro dos grupos
e isto pode ser 0til no seguimento de mudancas dos habitos alimentares ou dos

ecotopos de populacdes triatominicas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de T. williami foi possivel nas condicdes de
laboratério definidas neste estudo. As altas taxas de ecloséo e sobrevivéncia da
espécie conferem a adaptacdo ao meio artificial em que foi mantida ao longo do

experimento.

A fonte alimentar interferiu no desenvolvimento pds-embrionario de T.
williami, sendo mais favoravel a alimentacdo com sangue de mamiferos, dado que
com esta fonte o ciclo mostrou-se mais rapido, com menor mortalidade e com
maior facilidade de manipulagdo do hospedeiro. No entanto a definicdo da fonte
alimentar mais apropriada para a manutencédo de coldnias de T. williami néo foi
possivel com os resultados deste estudo, pois requer que seja avaliada a
influéncia da fonte alimentar nas caracteristicas reprodutivas da espécie e, entdo

na dinamica populacional.

O padréao de repasto e de defecacdo de formas adultas de T. williami
indicaram uma baixa competéncia vetorial, porém o terceiro e o quinto estadios
ninfais mostraram comportamentos com padrdo similar aos apresentados por

outras espécies de reconhecida competéncia vetorial.

Apesar da resisténcia ao jejum néao ter sido objetivo deste estudo, 0s
resultados sugerem que o T. williami pode resistir a longos periodos sem
alimento. Esse comportamento pode dificultar medidas de controle e aumentar a

possibilidade de recolonizacdo de ambientes previamente tratados.

O T. williami apresentou um grau de plasticidade morfolégica similar a
de espécies secundarias, e este atributo pode facilitar os processos de
sinantropia. Porém, ainda permanece um desafio testar se a plasticidade do T.

williami confere uma vantagem para culminar em domiciliagéo.

Em uma notacdo epidemiolégica, o T. williami poderia ser considerado
um bom candidato a espécie secundaria, mesmo que ainda sejam desconhecidos
seus ecoOtopos e hospedeiros naturais. Os padrdes de alimentacdo, de dejecdo e
a plasticidade fenotipica aliados a invasdo de domicilios e peridomicilios e pode
facilitar o processo de colonizagdo do T. williami.
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A partir dos resultados deste trabalho, surgiram outras questdes sobre
0 comportamento, o desenvolvimento e a competéncia vetorial de T. williami:

1. A interferéncia da fonte alimentar encontrada no desenvolvimento
pés-embrionario também ocorre no padrdo reprodutivo (acasalamento,
fecundidade e fertilidade) de T. williami?

2. O desenvolvimento pdés-embrionario mais rapido e com menor
mortalidade no grupo alimentado em camundongos pode sugerir uma associacao
do T. williami com mamiferos em ambiente natural?

3. A competéncia vetorial de T. williami pode coloca-lo como uma
espécie secundaria na transmissdo do T. cruzi em Barra do Garcas-MT?

Para responder estas questbes, ja ha outros trabalhos sendo
realizados por nosso grupo de pesquisa, dentre estes:

- ldentificacdo das fontes alimentares de T. williami em ambiente
natural, através de andlise de DNA de conteudo intestinal de espécimes
silvestres.

- Avaliacdo do padrdo reprodutivo de T. williami alimentado em
diferentes fontes alimentares.

- Comparacdo do desenvolvimento pdés-embrionario de T. williami
mantidos em colénias e em isolamento.

- Caracterizacdo da fauna triatominica no municipio de Barra do
Garcas - MT

- Pesquisa domiciliar e peridomiciliar de triatomineos em area urbana
margeante as areas de preservacdo ambiental no municipio de Barra do Gargas -
MT.

Ainda como uma extenséo deste trabalho e de forma complementar a
identificacdo das fontes alimentares de T. williami em ambiente natural, sera
realizada a morfometria geométrica dos espécimes capturados, com o objetivo de
validar o uso desta técnica na discriminagéo dos insetos, de acordo com as fontes

alimentares.
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Triatoma williami is naturally infected by Trypanosoma cruzi, the ethiological agent of Chagas disease,
the most significant cause of morbidity and mortality in South and Central America.The possibility of
domiciliation of T. williami increases the risk of human T. cruzi vetorial transmission. Despite this, there is a
lack of data demonstrating the bionomic aspects, the vectorial competence or the natural ecotope and the
wild hosts of T. williami. This study describes for the first time the life cycle of T. williami under the influence
of two blood meal sources and also evaluates the vectorial potential of the species. The development of
two groups of hundred triatomines was followed over the nymphal stages and adulthood. Each group
was exposed to a sole blood meal source, mammalian or bird. The average egg-to-adult development
time in both groups was similar, except by shorter stages of N3 and N4 in triatomines fed on mammals.
The group fed on birds needed more blood feedings to suffer the ecdysis and had higher cumulative
mortality in the nymphal stages. Although the observed delay at defecation of adults after feeding, our

results suggest that T. williami in the third and fifth nymphal stages may be good vectors.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Triatomines belong to the Reduviidae family and Triatominae
subfamily, and currently have 18 genera and 141 species (Jurberg
et al,, 2010). These insects are obligatory hematophagous and
potential vectors of Trypanosoma cruzi (Chagas 1909), the proto-
zoan that causes Chagas disease or American trypanosomiasis.

The bionomic information of many species of insects incrim-
inated in the transmission of the T. cruzi is crucial to develop
control strategies such as chemical control. Triatoma williami, an
autochthonous bug of the brazilian savana, was firstly found in
a rural peridomicile (Galvdo et al., 1965) and thereafter, adults
were eventually observed in intradomiciles and peridomiciles in
urban areas naturally infected by T. cruzi (Arrais-Silva et al., 2011).
Recently we demonstrated no morphological differences between
populations of wild T. williami and specimes found in domiciles

* Corresponding author.

http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2015.05.023
0001-706X/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

and peridomiciles in urban vicinity of wild environment. Despite
this, there is a lack of data of bionomic aspects and its vectorial
competence or the natural ecotope and wild hosts of T. williami
(Noireauetal.,2002), although laboratory evidences suggest a feed-
ing eclecticism of T.williami preferring birds and rodents (Lorosa
et al., 2008).

The bionomic characterization of wild species that possibly may
invade anthropic environments is important to evaluate the effi-
ciency of these insects as vectors of T.cruzi and also to support the
modeling of control strategies (Cardozo-de-Almeida et al., 2014;
Duranetal.,2014).In fact, alarge number of studies about bionomic
and behavioral aspects of the Triatomines suggests an increasing
interest in establishing control measures and also reflects their
use as an excellent biological models for studies about insect
hematophagy and physiology (Lazzari et al., 2013). The life cycle
of triatomines varies according to the species, the environmental
condition and blood meal source (Carbajal de la Fuente et al., 2010;
Schofield, 1985), so the general goals of this study were to describe,
for the first time, the biological cycle of T. williami under the influ-
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ence of different blood meal sources and, specifically, evaluate the
vectorial potential associated with feeding and defecation patterns.

2. Materials and methods

Adult specimens of T. williami were spontaneouslly collected
between May and August, 2012 in outside of military build-
ing, located in a natural reserve, in the municipality of Barra
do Gargas, Mato Grosso. The captured insects were identified
through the external morphological characters, according Lent
and Wygodzinsky (1979). They were grouped in colonies with
100 insects each one. They were maintained in a controlled envi-
ronment with temperature of 27 £1°C and relative humidity of
70% £ 10, fed weekly on quail (Coturnix coturnix). From the colony
formed with the wild T. williami 646 eggswere laid, with 604 (93.5%)
hatched eggs and 34 not embryonated eggs (5.3%). Only 8 eggs
(1.2%) failed to hatch. The mean incubation period was 23 days
with a variation between 20 and 24 days.

The nymphs of the first generation of wild parentals were ran-
domly selected, forming two groups, each one with 100 specimens.
The Bird Group (BIR) was fed exclusively on quail and the Mammal
Group (MAM) exclusively on mice (Mus musculus). The nymphs
were individualized in glass tubes (15 x 1.5 cm) with filter paper
inside and its opening covered with a nylon mesh to enable the
feeding and ventilation. The nymphs of fourth and fifth stages
and adults were transferred individually to transparent plastic
jars(4 x 6 cm), with a filter paper folded inside and covered with
nylon mesh.

From the third day after hatching, the nymphs were daily
exposed to the food source, for 10 min, until they had the first
meal and, from this, the exposure to the food source occurred every
seven days. The meal was finished when the insect spontaneously
stayed away from the food source. The insect was still observed
during 30 min after the meal to evaluate the defecation. The insects
were weighted at the beginning and the end of the meal. The time-
lapse between the blood-meal presentation and the beginning of
the hematophagy, the duration of the blood meal and the time taken
to defecation were also checked. Both groups were assessed daily
to identify subjects who had died or moulting.

The animals used as food source underwent a complete analge-
sia, with deep sedation and muscle relaxation, by intraperitoneal
(mice) and pectoral intramuscular (quail) vias, with a combination
of Xilasina 2% and Ketamine 11.6%. In order to reduce drop in tem-
perature of mice, they were maintained on a styrofoam base padded
with double-leaf paper cushion. Birds did not suffer temperature
change, and caution was taken to apply anesthesia in contralateral
pectoral muscle of surface accessed by insects. In each essay, the
animals used as blood meal source were exposed to up to six bugs
individualized in glass tubes, twice a week, and then they were not
used anymore.The life cycle and the influence of the food source in
T. williami development were evaluated through the duration, the
number of blood meals and mortality at each stage.

The effectiveness of the meal was assessed by the time needed
for the beginning of the meal, by the total time of feeding, by the
normalised weight gain (WG), by the the blood ingestion velocity
and by the fasting periods before and after moulting. In addition
to the feeding process features, the vectorial potential of T williami
was also assessed by defecation pattern, given by the time-lapse
between the end of the feeding and the defecation process.The
results are presented as mean and medians, compared by T test
or non-parametric Mann-Whitney test, when the variables had an
abnormal distribuition. Frequencies were subjected to chi-square
test with Yates correction when necessary, or Fisher Test. Differ-
ences were considered significant when p<0.05. A free licensed
software Bioestat 5.3 was used for the statistical tests (Mamiraua
Institute, 2014).

3. Results

The complete lifecycle presentedsimilar duration between the
groups fed on mammalian (MAM) and on birds (BIR) (Fig. 1A). The
duration of the first two nymphal stages was similar in both groups,
but the N1 in MAM group required less blood meals to suffer the
ecdysis. The third and fourth stages of the MAM group were shorter
and again with fewer blood meals. The duration of the fifth nymphal
stage and the adult stage did not differ between the groups, but
the MAM adults performed about three times more blood meals
(Fig. 1B). There was no variation between groups evaluated accord-
ing to sex (data not shown) except for the total duration of the cycle
of males and females of MAM group, with 501 and 619 days, respec-
tively, while in the BIR group the cycles had 524 and 558 days. The
number of feedings made throughout life was similar between the
sexes and between the groups, ranging from 19 to 22 blood meals
(minimum and maximum, respectively).

The obtained data also allowed us to analyze the spontaneous
fasting period before and after the moults (Fig. 1D). The fasting
period after hatching was 10 days in the MAM group and 7 days
in the BIR group. For all others nymphal stages, there was no sig-
nificant difference between groups in the number of days between
the ecdysis and the first meal. However, for the adult insects, the
fasting period was shorter in both sexes of MAM group compared
to BIR (aproximate 28 and 76 days, respectively). It is noteworth
that throughout the experiment the period of fasting before the
moulting in all stages was 14 days, at least.

The mortality related to the nymphal stage is shown in Fig. 1C.
In the stages N1 to N4, mortality was similar in both groups. For N5,
the mortality was much higher in the BIR group. In this group, only
16% reached the adult stage, a much smaller proportion than that
found for the MAM group, in which 43% of the nymphs reached the
adult stage. In both groups, the N3 stage had lower mortality than
other nymphal stages.

The meantime-lapse between presentation of the blood meal
source and the beginningof feeding was between 2 and 3 min in
both groups.However, the duration of the meal was longer in all
nymphal stages of MAM group compared to the BIR (Table 1). Intra-
groups, both MAM and BIR, the duration of the meal was similar in
the subsequent nymphal stages, differentiated only between N5
and Adults. There were differences in feeding time of males and
females only in the MAM group.

Table 2 describes the WG and blood intake velocity. In all stages,
MAM group had greater WG in relation to the BIR group. Likewise,
the MAM insects also showed higher blood intake velocity.When
we compared the intake velocity among the various stages of each
group, the MAM insects showed expressive increase from N1 to N5.
Unlike, the BIR insects intake velocity remained almost unchanged
throughout its development. In the adult stage, only males and
females of the MAM group diverged both in weight gain and in
intake velocity. The females took twice the time and had twice the
WG of males.

The pattern of defecation was different between groups (Fig. 2).
The MAM group had higher frequency of post feed defecation delay
until 10 min in relation to the BIR group, and this difference was
more pronounced between stages N2, N3 and N5. It should be noted
that the occurrence of defecation during hematophagy was also
more frequent in the MAM group.In both groups, stage N2 had the
highest frequencies of defecation during the meal.

4. Discussion
The hatching egg rate of T. williami was close to that achieved

by others species in laboratory conditions, as T. arthurneivai (92.8%,
Juarez, 1970), T. sordida (82.5%, Mello 1976), T. rubrofasciata (80.5%,
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Fig. 1. Bionomic aspects of Triatoma williami, according to blood meal source. The groups fed exclusively in bird (Coturnix coturnix) or mammal (Mus musculus) A- stage
duration (median), in days; B- Number of blood meals per stage (median); C- Mortality per stage (%); D- Fasting period pos-ecdysis. Letters indicate significant differences
intergroup (Mann-whitney Test:a: p<0,0001; b: p<0,01; c: p<0,05; d: Fisher Test: p<0,01).

Table 1
Time to starting blood meal and feeding time, in minutes (median/quartiles), per instar, according blood meal source.

Blood meal source

Mamalian Bird
Instar n (meals) Time to starting Feeding time" n (meals) Time to starting Feeding time
N1 72 (103) 3(2-5) 44 (32-57) 61(108) 3(2-4) 23(14-31)
N2 65(102) 3(1-5) 57 (34-76) 48 (94) 2(1-5) 24(14-40)
N3 63 (97) 2(1-5) 57 (41-85) 44 (114) 2(1-4) 35(22-43)
N4 54(103) 2(1-5)2 68 (46-99) 38(156) 2(1-3) 40(25-55)
N5 43 (203) 3(1-6) 54(31-79) 16 (83) 2(1-4) 39(26-56)
Female 22 (284) 3(1-6) 35 (22-50)° (28) 3(2-5) 25(13-31)
Male 16 (155) 2(1-5) 18 (13-31)° (23) 2(1-3) 28 (19-32)
Equal letters indicate significant difference (Mann-Whitney test. a: p<0,01 b: p<0,0001).
" Significant difference in feeding time in all stages between the groups (Mann-Whitney Test, p <0,05).
Table 2
Intake weight, normalized weight gain (WG) and intake velocity (mg/min), per instar, according blood meal source of T. williami.
Blood meal source
Mamalian Bird
Instar Intake weight (mg) WG? Intake velocity mg/min® Intake weight (mg) WG? Intake velocity mg/min®
Median Median Median Median Median Median
(25-75%) (25-75%) (25-75%) (25-75%) (25-75%) (25-75%)
N1 7.2(5.6-9.4) 6.4 (3.8-8.3) 0.2 (0.1-0.2) 5.7 (2.9-7.5) 3,6(1.9-6.3) 0.2 (0.1-0.4)
N2 21.4(15.8-34.9) 6.1(1.7-9.1) 0.5 (0.3-0.6) 14.5 (2.5-24.9) 2,6(0.3-5.0) 0.4 (0.2-0.7)
N3 74.3 (49.4-99.8) 5.2(1.1-6.8) 1.3(0.7-1.8) 21.8(2.2-49.7) 0,9(0.1-3.6) 0.6 (0.1-1.4)
N4 172.6 (123-240) 2.5(1.0-5.4) 2.5(1.5-3.6) 23.4(1.8-93.9) 0,5(0,03-2.1) 0.7 (0.1-2.0)
N5 211.4(123.2-397.8) 0.8 (0.4-1.9) 4.7 (2.6-6.9) 34.1 (4.2-158.7) 0,2(0,03-1.1) 0.8 (0.1-3.4)
Female 168.3 (76.9-276.2) 0.8 (0.5-1.4)2 5.9(3.6-8.6)° 15.8 (4.1-74.2) 0.2 (0.05-0.6) 2.4(0.6-5.9)
Male 77.8 (32.7-131.4) 0.4 (0.2-0.8) 3.1(1.9-5)° 13.8(2.3-68.4) 0.2 (0.02-0.9) 1.5(0.1-3.9)

wf: Final weight, wi: initial weight. Intake weight (wf-wi) WG: (wf-wi)/wi. Intake velocity: [(wf-wi)/wi] /time of meal in mg/minute. Equal letters (a and b) indicate significant
differences intragroup (Mann-Whitney test. p<0,0001).

2 There was a significant difference in WG in all stages between BIR and MAM (Mann-Whitney Test: p <0.0001).

b Except to N2, there was significant difference in the intake velocity in all stages between BIR and MAM (Mann-Whitney Test: p<0.0001).
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Fig. 2. Defection frequencies of T. Williami, up to 10 min after the end of blood meal and during the blood meal, according to meal source. The groups fed exclusively in bird
(Coturnix coturnix) or mammal (Mus musculus). Letters indicate significant differences in Fisher Test (p-value: a<0,01; b<0,0001; c<0,05).

Braga et al., 1998) and T. pseudomaculata (88.3%, Gongalves et al.,
1997) and was much higher than that found for T. carcavalloi species
(38.3%, Cardozo-de-almeida et al., 2014) and T. matogrossensis
(58.7%, Marassa et al., 1998). The high rate of egg hatching of T.
williami indicates the adequacy of the laboratory conditions where
they were kept during the experiment.

In this study, with controlled conditions of temperature and
humidity and without competition between individuals, the com-
plete cycle of T.williami as well as duration of nymphal stages was
similar between the MAM and BIR groups.These developmental
times was longer compared to that described for same species by
Silva et al. (1996), but it is important to note that in previous study
the experimental group was exposed to different food sources,
including human blood, and it is known that the nutritional quality
of blood interferes with life spain (Nattero et al., 2011; Sulbaran
and Chaves, 2006). The biological cycle of T. williami was as long
as the one presented by Triatoma jubergi, a sympatric and synan-
thropicspecies belonging to the same subcomplex of T. williami
(Gomes and Silva, 2000). Conversely, the nymphal development
time of T. williami obtained in this study was much longer than that
observed in species recognised as effective vectors exposed to birds
and mammals as blood meal sources (Guarneri et al., 2000b). The
biological cycle time represents the actual mean length of a gener-
ation time in terms of population dynamics (Cabello and Galindez,
1998), and therefore, it may suggest inability of T. williami to build
up significant populations due to the fact that this insect com-
pletes only one generation per year. Species with faster cycles, as
T. infestans, forms large populations in domestic and peridomes-
tic environments, where it generally completes two generations
per year (Noireau et al., 2000; Schofield, 1985). There was a trend
toward an increasing in the periods between the moultings in the T.
williami life cycle. However, it was observed that the duration of N3
was shorter in both groups. This reduction in the third stage was not
observed in the cycles of T. arthurneivai (Juarez, 1970), T. dimidiata
(Reyes and Angulo, 2009), T.carcavalloi (Cardozo-de-almeida et al.,
2014), but it occurred with T. infestans, T.pseudomaculata and T.
sordida (Guarneri, 2000b).

The number of interactions for blood feeding between the tri-
atomine and the host is proportional to the risk of transmission of
T. cruzi (Rocha da et al., 2001). The feeding of T.williami on birds
resulted in a greater number of blood meals between the ecdy-
sis, which in natural conditions could increase the risk of predation
during feeding. In an epidemiological scenario, it is relevant the fre-
quency of blood meals on mammals and the observed amount of

meals of MAM group in each stage was close to that described for T.
brasiliensis fed on mice, mainly in the stages N2, N3, and N4 (Soares
et al., 2000). In the first stage, T. williami had only one meal, while
T. brasiliensis needed three blood meals. As for N5, T. williami had
five blood meals, against only two of T. brasiliensis. Also another
secondary species, T. pseudomaculata, requires at least two blood
meals for the moulting to occur (Carbajal de la Fuente et al., 2010;
Soares et al., 2000).

The spontaneous fasting period before the T. williami ecdysis,
bothinthe MAM and the BIR group, was close to that described for T.
maculata (Luitgards-Moura et al.,2005), and shorter than that found
for T. rubrovaria (Almeida et al., 2005). After the moultings, nymphs
and even more the adult of T. williami fasted for longer periods,
when compared to T. maculata and T. rubrovaria.The spontaneous
fasting period after the moulting of T.williami adults, especially in
the BIR group, exceeded the survival period of male and female
compulsory fasting of many species such as T. brasiliensis, T. vitti-
ceps, T. nitida, T.rubrofasciata and T.sordida (Cortéz and Gongalves,
1998; Costa and Perondini, 1973; Galvdo et al., 1996; Gongalves
et al., 1989; Juarez and Silva de, 1982). According to Cardozo-de-
almeida et al. (2014), one of the main barriers for the control of
insects through the use of insecticides with residual action is the
resistance of insects to fasting. This resistance is an important sur-
vival strategy when in adverse situations or food privation (Jurberg
and Costa, 1989). Therefore, as T. williami proved to be naturally
resistant to fasting and spontaneously rejected blood meal for long
periods, it is noted that this species has the biological features that
can reduce the success of vectorial chemical control.

The mortality pattern of T.williami in the nymphal stages was
irregular as it happens with many other Triatominae species (Braga
et al., 1998; Carbajal de la Fuente et al., 2010; Cardozo-de-Almeida
et al.,, 2014; Rodrigues et al., 2007). The cumulative mortality until
the fifth nymphal instar of T. williami was higher in BIR group as
was also shown by T. klugi (Emmanuelle-Machado et al., 2002),
Rhodnius neglectus (Diotaiuti and Dias, 1987), T. brasiliensis, T. infes-
tans, T. pseudomaculata and T. sordida (Guarneri et al., 2000b). The
differences observed in mortality between groups were probably
the result of nutritional characteristics of the blood of the hosts
(Martinez-Ibarra et al., 2006; Nattero et al., 2012), and also may
be attributed in part to the difficulty of the insects to feed on bird
under experimental conditions.

The time-lapse between presentation of the blood meal source
and the beginning of the feeding of nymphs was close to that
observed in some species of vector importance: T. pseudomacu-



224 R.R. Lunardi et al. / Acta Tropica 149 (2015) 220-226

lata (Gongalves et al., 1997), T. infestans (Paredes-esquivel et al.,
2010) and Triatoma rubida (Martinez-ibarra et al., 2012). Already in
adulthood, both females and males of T. williami were faster than
T. pseudomaculata and Triatoma rubida. Rhodnius neglectus and R.
robustus adults start the meal faster than nymphs (Barreto-santana
et al, 2011), as also as T.williami, T. sordida, T. infestans and T.
guasayana (Loza-Murguia and Noireau, 2010), although these last
three species are more voracious than T. williami for accessing the
food source in less than one minute.

T. williami had longer blood meals when fed on mammals, com-
pared to other efficient vectors, such as T. sordida (Diotaiuti et al.,
1995; Loza-Murguia and Noireau, 2010), T. infestans, T. brasilien-
sis and T. pseudomaculata (Guarneri et al., 2000a; Rodriguez et al.,
2008). When fed on birds, T. williami had the blood meal in less
time, but this reduction may be more associated with the disrup-
tion of the food process by the bird than with the intrinsic factors
of the vector or the host. Although the birds were anesthesiated
small muscles spasms occurred during blood meal and T. williami
showed to be sensitive to any movement of the host and inter-
rupted the meal, often in a definitive way. Similarly, Soares et al.
(2000) observed that smooth movements of the host disturbed the
feeding of T. pseudomaculata, but the moviments should be more
intense to make T. brasiliensis give up the meal source. Despite the
different responses, these two species are important vectors of T.
cruzi in Brazil, which may indicate that the self-protective behavior
does not interfere directly in the vector capacity. Also in this sense,
Pereira et al. (1998) studied the feeding behavior of T. infestans and
Rhodnius prolixus in anesthetized and non-anesthetized mice and
concluded that the host activity affect the food success, and the
feeding was much more productive in completelly inert animals,
just like it happened with T. williami.

When considering only the blood factors, it was expected that T.
williami would have difficulty in the hematophagy on mammals, as
observed in other species (Guarneri et al., 2000a; Martinez-Ibarra
etal,2003; Natteroetal.,2012). Regardless of this difficulty, a study
about host preferences showed the food eclecticism of T.williami
with remarkable preference for birds (Lorosa et al., 2008). In field
work, immature forms of T. williami were found in peridomiciles,
commonly allocated in poultry yards, thus the ornithophily sug-
gested by the study about the food preference of T.williami and
by the ecotopes found in peridomicile may indicate the associa-
tion of species to the birds is opportunistic, more than adaptive or
selective, since insects readily accepted and completed the cycle
development faster on mammal feeding.

In nymphal instars, T. williami showed similar blood intake
velocities to those of T.brasiliensis and T. pseudomaculata (Guarneri
et al., 2000a; Soares et al., 2000). As for in the adult stage, both
females and males of T. williami showed higher intake velocities
than that of the T. infestans (Duran et al., 2014). The speed in which
the insect has the meal is an important attribute to the vecto-
rial capacity, increasing the probability of survival of the species
(Guarneri et al., 2000b). In addition to the meal duration, the
amount of ingested blood and the intake velocity, another impor-
tant factor in determining the vector capacity is the time to occur
defecation (Trumper and Gorla, 1991). Although the abdominal
repletion facilitates the mechanics of defecations, it can be stim-
ulate by a minimum blood meal (Piesman and Sherlock, 1983).

Although the amount of blood meal ingestion, or WG, is not
necessarily related to defecation, it will reflect on the oviposition,
development period, fasting resilience and active dispersal by flight
(Rocha da et al., 2004) important factors in determining the vecto-
rial potential. The WG of T. williami in MAM group decreased along
the development stages, unlike what was seen in T. brasiliensis and
T. pseudomaculata fed on mice (Guarneri et al., 2000b; Soares et al.,
2000), whose WG had little variation along the stages. In the first
three nymphal stages of T. williami, the WG was higher than that of

T. brasiliensis and T. pseudomaculata, but in the N4 and even more
in the N5 stages, it was inferior to the WG of these two species.
Likewise, both female and male of T. williami had much lower WG
than that obtained by the male and female of T. infestans (Rodriguez
et al., 2008).

Considering that N5 and adult stages are the most important
in the transmission of T. cruzi (Rodriguez et al., 2008), the WG
shows that T. williami have less vectorial potential than T. rubida, T.
brasiliensis, T. pseudomaculata and T. infestans. However, when the
amount of ingested blood was assessed, T. williami obtained higher
or very close volumes in relation to those of the last three species
and also to others considered as excellent vectors, as T. sordida and
T. patagonia (Guarneri et al., 2000b; Nattero et al., 2002). If the WG
is unfavorable to the vectorial capacity of T. williami, the opposite
is given by the amount of ingested blood. Interesting to note that
there are differences between sexes in WG and intake velocity. The
females of T. williami ingest greater amounts of blood in shorter
time and achieve twice the WG than males. This suggests that the
exploitation of the food source by females is better than by males,
which may promote reproductive and populational traits.

Since the hematophagy and the possibility of being infected by
T.cruzi are not sufficient to determine the vectorial capacity of a
species, there are other necessary requirements associated with the
degree of anthropophily and time-lapse to defecation (Dujardin,
2011; Duran et al., 2014; Klotz et al., 2009). Some aspects of the
hematophagy, of the infection rate and of the anthropophily of
T. williami previously seen are close to those of species that are
known to be incriminated in the transmission of T. cruzi to humans.
Then, to conclude the evaluation of the vector potential of T.williami
associated with the feeding process, the defecation pattern was
assessed. Zeledon et al. (1977) suggest that species that defecate
within ten minutes after the blood meal can be considered as poten-
tial vectors.Triatomines in BIR group had a decreasing frequency of
defecations up to ten minutes after the meal, according to the devel-
opment stages. This trend was followed by the reduction of WG and
of intake velocity, factors possibly associated with disturbance of
the feeding process.

In general, the proportion of insects in MAM group that defe-
cated up to 10 min after the meal was lower than that reported
in studies with T. infestans, T. recurva, T. protacta and T. rubida,
in which all insects defecated within this period (Martinez-Ibarra
et al.,, 2012; Santos et al., 2006). In both the BIR and MAM groups
there was an irregular defecation pattern between stages, and N2
and N3 stages showed the highest frequencies of defecation during
the meal and untill 10 min after. It is important to stand out that,
in the MAM group, N3 showed a similar defecation pattern to that
by N3 of T. sordida and T. infestans (Diotaiuti et al., 1995).

There is a wide variation in the time of defecation among tri-
atomine species and among the stages of each species, but the
insects of the same species that ingest more blood in less time are
more able to defecate during the meal and thus have better oppor-
tunities to transmit T. cruzi (Trumper and Gorla, 1991). Although the
defecation pattern has a recognized value in the definition of the
vector potential of a species, triatomine defecating habits probably
have less influence in the vector capacity than the density of house
infestation, the affinity with the host and the degree of adaptation
to the domestic environment (Piesman and Sherlock, 1983).

5. Conclusions

The development of T. williami was possible in laboratory condi-
tions defined in this study. The high hatching rates and the survival
of the species points to adaptation to the artificial environment
in which it was maintained throughout the experiment. The food
source interfered with the biological cycle of the species, being
more favorable to the feeding with mammal, since the biological
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cycle proved to be faster with this source, with lower mortality
and easy manipulation of the host. However, the definition of the
most appropriate blood meal source for the maintenance of the
T. williami colonies was not possible with this study because it
requires evaluation of the blood meal source influence in the repro-
ductive characteristics of the species. The feeding and defecation
patterns of adult forms in T. williami suggest low vectorial poten-
tial, but the nymphal third and fifth stages showed behaviors with
similar pattern to those presented by other species of recognized
vectorial capacity.

Despite resistance to fasting has not been object of this study,
the results suggest that T. williami can withstand long periods with-
out food, which makes chemical control measures more difficult,
increasing the possibility of re-colonization in previously treated
environments.
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