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Resumo

Em areas endémicas da doenca de Chagas, o protozoario Trypanosoma
cruzi circula em diferentes ecétopos: no silvestre, peridomicilar e domiciliar. Um
surto chagasico foi notificado recentemente, no ano de 2018, no Estado do Rio
Grande do Norte RN, onde o Triatoma brasiliensis € o mais importante vetor da
doenca de Chagas. No presente estudo, populacdes de diferentes ecoétopos no
Rio Grande do Norte RN e Paraiba PB, com registros de T. brasiliensis foram
analisadas utilizando morfometria geométrica (com 13 Jlandmarks das asas
direitas) e o marcador molecular mitocondrial citocromo b. As analises
morfométricas foram baseadas em 698 individuos e as moleculares em 220
individuos de populagdes de oito municipios , alcangando 240 km no eixo leste-
oeste e 95 km no eixo norte-sul. Para todos os pares de populagcdes foram
calculadas as distancias de Mahalanobis (DM) e o coeficiente de diferenciacao
molecular (®sr). Os resultados foram ilustrados em dendrogramas de DM, ®sr,
além de mapas fatorais de andlise de componentes principais e variaveis
canbnicas. Aplicou-se o teste de Mantel para verificar as correlagdes entre as
matrizes obtidas. A andlise morfométrica demonstrou que existe dimorfismo
sexual, sendo as fémeas maiores que 0s machos, com distancia de
Mahalanobis significativa (P<0,0001). Também foi observado que os insetos
peridomiciliares apresentaram tamanho maior que os silvestres (P<0,0001).
Para testar o papel da variacao ecotipica versus geografica na distribuicao da
variabilidade morfométrica e genética, foram feitos diferentes agrupamentos
com as populacdes. Para ambos os marcadores evidenciaram diferenciacao
estatisticamente significante, exceto entre alguns grupos dentro do distrito de
Patos, que compreende municipios geograficamente associados. Os testes de
Mantel correlacionando distancias geograficas e morfométrica ou genética
mostraram baixa conformidade (R? <0,35), indicando que outros fatores, além
do isolamento por distancia, atuaram na distribuicdo da variacdo encontrada.
Os mapas fatoriais com as andlises de variaveis canbnicas definiram as
populacdes somente em microescala geografica. Esse padrao é possivelmente
resultado de eventos demograficos em populagdes coletadas em um mesmo
ponto, tais como gargalos ou efeito fundador.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, morfometria geométrica, triatomineos,
doencga de Chagas, citocromo B



Abstract

In endemic areas of Chagas disease, the protozoan Trypanosoma cruzi
circulates in different ecotopes: in the wild, in the peridomicillary and in the
domestic. A Chagasic outbreak was recently reported in 2018 in the State of
Rio Grande do Norte RN, where Triatoma brasiliensis is the most important
vector of Chagas disease. In the present study, populations of different
ecotopes in the Rio Grande do Norte RN and Paraiba PB, where there are
records of T. brasiliensis that were analyzed using geometric morphometry (with
13 landmarks on the right wings) and the molecular marker cytochrome b. The
morphometric analyses were based on 698 individuals and the molecular
analyzes on 220 individuals from populations of eight municipalities, ranging
240 km on the east-west axis and 95 km on the north-south axis. For all pairs of
populations, the Mahalanobis distances (DM) and the molecular differentiation
coefficient (®ST) were calculated. The results were illustrated in DM, ®ST
dendrograms, in addition to factorial maps of principal components (PCA) and
canonical variate (CVA) analysis. The Mantel test was applied to verify the
correlations between the matrices obtained. Morphometric analysis showed that
sexual dimorphism exists, with females being larger than males, with a
significant Mahalanobis distance (P <0.0001). It was also observed that the
peridomestic insects were larger than the wild insects (P <0.0001). To test the
role of ecotypic versus geographic variation in the distribution of morphometric
and genetic variability, different groupings were made with the populations. Both
markers showed statistically significant differentiation, except between some
groups within the district of Patos, which comprises geographically associated
municipalities. Mantel tests correlating geographic and morphometric or genetic
distances showed low conformity (R? <0.35), indicating that factors, other than
isolation by distance acted in the distribution of the variation found. The factorial
maps with the CVA defined the populations only in geographic microscale. This
pattern is possibly the result of demographic events in populations collected at
the same point, such as bottlenecks or a founding effect.

Keywords: Trypanosoma cruzi, geometric morphometry, triatomines, Chagas
disease, cytochrome B
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1. Introducao

A doenca de Chagas esta entre as doencas negligenciadas mais
importantes em paises latino-americanos, tanto pelo impacto sobre a
economia, quanto pela carga que representa para os sistemas de saude
publica. A transmissdo ocorre, classicamente, pela via vetorial, por insetos
pertencentes a subfamilia Triatominae (Hemiptera, Reduviidae) infectados por
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) - o
agente etiolégico da doenca. Embora sua incidéncia tenha declinado nas
Ultimas décadas devido aos intensos programas de combate ao principal vetor
domiciliado - Triatoma infestans (Klug,1834) - estima-se que seis a oito milhdes
de pessoas ainda estejam infectadas em todo o mundo, principalmente na
América Latina (WHO, 2020). Além de ser classificada pela Organizacao
Mundial de Saude (WHO) como uma das 17 doencgas negligenciadas mais
importantes, causando, aproximadamente, 12 mil 6bitos por ano ( WHO, 2010;
Lee et al., 2013), essa enfermidade contribui significativamente com a carga
global de doencas cardiovasculares, sendo a principal responsavel pela
cardiomiopatia infecciosa no mundo ( Martins-Melo et al., 2012; Cucunuba et
al., 2016) . No Brasil, o Programa de Controle da Doencga de Chagas (PCDCh)
foi intensificado a partir da década de 80 e no final da década de 90 o pais foi
considerado livre da transmisséo vetorial por T. infestans (Abad-Franch et al.,
2013). Entretanto, segundo Costa et al. (2003), esse vetor nunca alcangou o
estado do RN, onde focos hiperendémicos de transmissao por vetores nativos
foram registrados no passado (Lucena, 1970). Tal registro n&o deixa duvidas
sobre o papel dos vetores autéctones na transmisséo vetorial. Como o PCDCh
foi implementado em todo o Brasil, a transmisséo da doenga de Chagas por
vetores nativos também diminuiu drasticamente, tendo sido considerada

praticamente interrompida (Ostermayer et al., 2011).

Recentemente (2018), um surto chagasico foi oficialmente registrado
pelo Sistema de Vigilancia Sanitaria no estado do RN com 18 casos
confirmados apds a investigacao de 21 casos suspeitos, tendo sido atestados,
inclusive, trés dbitos (Vargas et al., 2018). Os casos foram registrados nos
municipios de Tenente Ananias, Marcelino Vieira, Alexandria e Pilées, sendo
que dez ocorreram em Marcelino Vieira. Todos estes municipios localizam-se

no sudoeste do estado do RN, cerca de 17 a 30 km entre eles, o que levou a
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suspeita de que os pacientes tenham se infectado em um mesmo evento
(Vargas et al., 2018), o que levou os autores acreditarem que T. brasiliensis,
Neiva, 1911, tenha contaminado caldo de cana ingerido por moradores.
Barbosa-Silva et al. (2016) e Lilioso et al. (2017) reportaram insetos infectados
dentro dos domicilios no RN e ambos os autores relataram a presenca de
densas colbnias peridomiciliares e com altas prevaléncias de infeccao natural.
Em um sitio em particular, Lilioso et al. (2017) encontraram uma populacao
peridomiciliar numerosa (N=89 insetos coletados) de T. brasiliensis, com 86,7%
(26 dos 30 analisados) de prevaléncia de infeccao natural por T. cruzi. Dessa
forma, a possibilidade de transmissao vetorial ativa na regido nédo pode ser
descartada. Todavia, independentemente da via de infeccdo do surto no RN
Norte, tal situacao pode ter sido propiciada pela preocupante proximidade fisica

entre vetores infectados por T. cruzie o homem.
1.1.0s vetores da doenca de Chagas, com destaque aos que ocorrem

no Rio Grande do Norte

No Brasil sdo registradas 65 espécies de triatomineos, mas poucas
exibem comportamento sinantropico (Galvdo and Jurberg, 2014); cinco
espécies (T. infestans, Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835), T.
brasiliensis, T. pseudomaculata (Corréa & Espinola, 1964) e T. sordida (Stal,
1859)) infestam comumente ecétopos domiciliares, o que as torna importantes
sob o ponto de vista epidemiolégico. O Nordeste brasileiro, uma das regides
mais pobres e subdesenvolvidas do Brasil, é considerado importante na
epidemiologia da endemia por ser area de infestacdo por T. brasiliensis e T.
pseudomaculata, triatomineos autdctones e dispersos em todo o semidrido
nordestino (Costa et al., 2003; Silveira e Dias, 2011). Essas duas espécies
tornaram-se  particularmente  importantes por serem  encontradas
frequentemente infestando os intradomicilios, além de se apresentarem
naturalmente infectadas por T. cruzi (Costa et al., 2003a; Barbosa-Silva et al.,
2016; Lilioso et al., 2017). Entretanto, T. pseudomaculata esta mais associada
a aves, que sao refratarias ao T. cruzi, formando colénias com prevaléncias de
infeccdo natural mais baixas, especialmente em galinheiros (Sarquis et al.,
2004). Por outro lado, T. brasiliensis € encontrado com mais frequéncia
infestando o intradomicilio (Silveira e Dias, 2011), sendo, portanto, considerado

o principal vetor da doengca de Chagas no nordeste brasileiro (Costa et al.,
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2003a). Essa espécie esta intimamente associada a mamiferos, especialmente
roedores e cabras (Valenca-Barbosa et al., 2015, 2014). Como Lilioso et al.
(2017) encontraram populagbes densas de T. brasiliensis no peridomicilio e
com alta prevaléncia de infecgdo natural por T. cruzi (inclusive no
intradomicilio) no RN, os autores sugeriram o possivel envolvimento desse
vetor no surto chagasico do estado.
1.2. Triatoma brasiliensis, o vetor da doenca de Chagas mais
importante do semiarido nordestino
O grupo liderado pela Dra. Jane Costa, do Instituo Oswaldo Cruz —
IOC/Fiocruz, iniciou em 1997 um estudo amplo para entender as relacbes entre
“‘populacdes” de T. brasiliensis que ocorriam no semiarido do Nordeste
brasileiro. O grupo desenvolveu uma série de estudos sobre a biologia,
ecologia, distribuicado geografica, filogenia, entre outros (Costa et al., 1997a,
1997b; 2003a, 2003b, 2009, 2014, Monteiro et al., 2004), para avaliar as
diferenciagbes observadas na variagdo cromatica e de distribuicdo geografica.
Com base nos resultados obtidos, o “complexo de espécies T. brasiliensis” foi
proposto como um grupo monofilético que apresentava variacdes cromaticas
de T. brasiliensis, sendo, na ocasidao, denominadas populagdes “brasiliensis”,
“‘juazeiro” e “melanica”. O resultado do conjunto de estudo liderado pela Dra.
Costa foi uma revisdo taxondmica detalhada das “populacbes” de T.
brasiliensis s.l.. Assim, alguns membros foram elevados ao status taxonémico
especifico, como T. juazeirensis (Costa and Felix, 2007) e T. melanica (Costa
et al., 2006), e outros ao status subespecifico, como T. brasiliensis brasiliensis
e T. b. macromelasoma, Galvdao, 1956 (Costa et al., 2013). Foi também
observado que membros do complexo apresentam importancia epidemiolégica
distinta, conforme enfatizado por Costa et al. (2003a). Em seguida, T. sherlocki
(Papa et al., 2002) foi incluido nesse complexo de espécies por Mendoncga et
al., (2009) a partir de informagbes da variagdo nos genes mitocondriais
citocromo B (Cyt B) e 16S.

Posteriormente, T. bahiensis Sherlock & Serafim, 1967 foi revalidada por
meio de analises comparativas com T. lenti Sherlock & Serafim, 1967 (com
base em morfologia, morfometria, citogenética e cruzamentos experimentais) e
ambas foram incluidas no complexo a partir de dados filogenéticos com Cyt B
(Mendonga et al., 2016). Finalmente, em 2017, T. petrocchiae (Pinto & Barreto,
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1925) foi incluido neste grupo, por meio de um estudo que confrontou
informagdes morfométricas e moleculares (variagio em multiplos genes
mitocondriais: 12S +16S + COI + Cyt B) (Oliveira et al., 2017).

Dentre os vetores brasileiros de T. cruzi, T. b brasiliensis (doravante
referido por T. brasiliensis para simplificacdo) se destaca como importante
desafio operacional, pois € uma das espécies mais domiciliadas do Brasil
(Costa et al., 2003a). Esse triatomineo, apdés o tratamento domiciliar com
inseticidas, podende infestar domicilios dentro de seis meses (Silveira et al.,
2001b, 2001a). Em seu ambiente natural, T. brasiliensis ocorre principalmente
em afloramentos rochosos — formacdes comuns no semiarido nordestino (Lent
and Wygodzinsky, 1979). Por meio do estudo da distribuicdo da variacdo no
fragmento do gene Cyt B, Almeida et al. (2008) demonstraram fluxo génico
entre populagbes de T. brasiliensis provenientes de sitios tratados com
inseticidas e aquelas que infestam domicilios adjacentes, sugerindo que as
infestacbes poderiam ser representadas por populacdes residuais que se
recuperaram das borrifacdes. Mais recentemente, Almeida et al. (2016)
utilizaram os microssatélites — marcadores que apresentam maior resolucao
para estruturacdo genética em microescalas geograficas — combinados com a
variagdo no gene Cyt B, e demonstraram importante fluxo génico entre
populacdes silvestres provenientes de afloramentos rochosos e domiciliares em
Caico (RN). Os autores apontaram para um cenario preocupante sob o ponto
de vista do epidemioldgico, pois as populagbes silvestres representam focos
incontrolaveis e perenes de reinfestagcdo domiciliar e apresentaram altas
prevaléncias de infeccao natural por T. cruzi no estado do RN estado: todas

com prevaléncia superior a 52%.

Lilioso et al. (2017) desenvolveram um estudo em uma série de
municipios do estado da Paraiba (PB) e RN, para tanto utilizaram indicadores
entomoldgicos e de infecgdo natural por T. cruzi. Esses autores demonstraram
que as populacbes de T. brasiliensis provenientes do RN possuiam
prevaléncias de infeccdo natural por T. cruzi muito mais elevadas que as da PB
em todos os ecétopos. Eles revelaram que as populagdes paraibanas silvestres
de T. brasiliensis possuiam 6,3% de infeccao natural, contra os 72% no RN.

Panorama similar foi observado para populacbes peridomiciliares e



17

domiciliares: ao passo que nenhum inseto foi encontrado infectado nesses
ambientes na PB; no RN as prevaléncias foram de 30% a 40% para as
populagcbes domiciliares e peridomicilares, respectivamente. A preocupante
proximidade entre populacbes de T. brasiliensis — com altas prevaléncias de
infeccao natural por T. cruzi — e humanos pode desencadear transmissdes
ativas ou mesmo surtos de contaminacao oral da doenca de Chagas, como
alertado por Lilioso et al. (2017).

1.3. A estrutura genético-fenotipica populacional

O fendtipo é o produto da interacdo entre genes e ambiente. A variacao
fenotipica é entdo um resultado esperado por mais de um fator, que nada mais
€ do que a combinacao da transcricdo de genes influenciados pelo meio. O
fen6tipo expresso por caracteres morfolégicos apresenta variagdes
mensuraveis da estrutura genética, mas também sofrem influéncia de forcas
fisiolégicas, comportamentais, ambientais, da microbiota, entre outras.
Técnicas morfométricas visam medir o tamanho, a forma e a relagdo entre
tamanho e forma (alometria). Em entomologia médica, a morfometria
geométrica tem sido mais amplamente aplicada para estudos direcionados as
relacdes entre espécies (sistematica beta) (Dujardin, 2017).

No contexto da sistematica gama, a migracao entre populacdes naturais
visa avaliar o intercambio de individuos entre subpopulacdes. Essa avaliacao é
denominada "estrutura populacional”, que deve ser distinguida da estrutura
"genética” — que é definida pelo nivel quantitativo de fluxo génico entre as
subpopulagdes. A primeira abordagem (estrutura populacional) pode ser
explorada por uma série de técnicas ndao moleculares, como a morfometria
geométrica. Ja o fluxo génico pode quantificar com mais precisdo a migracéo,
apresentando algoritimos com resolucdo para avaliar o numero de migrantes
por geracdo (Wright, 1934; Slatkin, 1985). Apesar das diferengcas na natureza
das técnicas para mensurar a estrutura genético-fenotipica, o fenétipo é - na
generalidade dos casos - influenciado predominantemente pela carga genética.
Portanto, é esperado certa conformidade nos resultados de marcadores

fenotipicos e genotipicos (Dujardin, 2017).

Segundo Dujardin (2017), o problema na utilizagdo corriqueira dos

marcadores genéticos se deve a uma série de fatores, tais como: (i) eles séo
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relativamente caros, (ii) precisam de infraestrutura apropriada e (iii) ndo sao
implementados na rotina do entomologista classico. Assim, a morfometria
geométrica moderna vem sendo considerada por alguns como metodologia
capaz de complementar ou mesmo de substituir (em alguns casos) o0s
marcadores moleculares. Entretanto, sua aplicacdo nesse sentido requer
cautela, pois o fenétipo pode ser influenciado pelo meio e pelas dificuldades na
reprodutibilidade. O viés da reprodutibilidade da abordagem morfométrica pode
ser exemplificada pelo “efeito do usuario” (Dujardin et al., 2010). Entretanto,
apesar das criticas, a técnica é indubitavelmente uma candidata para se
selecionar previamente o que (e como) deve ser explorado pelos marcadores
genéticos, pois a morfometria geométrica moderna apresenta uma série de
vantagens, tais como: (i) o rapido processamento, (ii) baixo custo e (iii) facil
disseminacao (Dujardin, 2017).

Marcadores morfométricos podem ser aplicados na sistematica alpha,
beta e gamma, ou seja, fornecem informacdes sobre eventos tanto macro,
quanto microevolutivos. Alguns estudos com mosquitos (Falconer and Mackay,
1996) e triatomineos ( Schachter-Broide et al., 2004; Gaspe et al., 2013) e com
moscas tsé-tsé (Bouyer et al., 2007; Solano et al, 2010; Kaba et al., 2012),
trouxeram argumentos encorajadores para usar a morfometria geométrica
como ferramenta para examinar a estrutura populacional e possibilitar

inferéncias sobre os padrdes de migracao (Dujardin 2007).

A combinacgao de resultados de marcadores fenotipicos e genotipicos ja
foi vastamente explorada para o grupo dos triatomineos (ex: Dumonteil et al,
2009; Almeida et al., 2009). Para o complexo T. brasiliensis, os marcadores
moleculares j& foram amplamente utilizados isoladamente, baseados na
variacao de genes do DNA mitocondrial (Monteiro et al., 2004; Aimeida et al.,
2008, 2016; Gardim et al., 2014). Para este complexo de espécies, 0s
marcadores moleculares e morfométricos também ja foram combinados
(Borges et al., 2000; Costa et al., 2016; Oliveira et al., 2017), mas ndo sob o
enfoque da sistematica gama, com um grande numero amostral e a larga

abrangéncia geografica aqui apresentada para T. brasiliensis.

2. Justificativa
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No semiarido nordestino, T. brasiliensis representa um desafio
operacional, por infestar persistentemente os domicilios. A determinagdo dos
focos de infestacdo desse vetor pode ser inferida pelo reconhecimento da
distribuicdo da variacdo morfométrica e genética de populacées provenientes
de distintos pontos e ecétopos. As técnicas combinadas podem fornecer
medidas quantitativas das variacdes, sendo fortes aliadas na compreensao dos
corredores de dispersao ou superficies de resisténcias de triatomineos ao

longo da paisagem.

3. Objetivos
3.1.Geral

e Reconhecer a estrutura populacional de T. brasiliensis em areas de
alta pressao de infestacdo domiciliar nos estados do RN e PB com
marcadores morfométricos e moleculares.

3.2.Especificos
e Determinar a estrutura populacional de T. brasiliensis em micro e
macroescala geografica pelas variagbes morfométricas e

moleculares;

e Inferir sobre os focos de reinfestacao domiciliar e peridomiciliar pelo
reconhecimento do padrdao de migracdo da espécie via medidas

morfométricas e moleculares;

o Confrontar os resultados das técnicas moleculares e morfométricas

sobre a estrutura populacional;

e Avaliar a influéncia das forgcas geograficas e ecotipicas na
distribuicdo da variagdo morfométrica e molecular.

4. Metodologia

4.1.Coletas de triatomineos

As coletas dos triatomineos foram realizadas no estado do RN, nos
municipios de Caicd, Currais Novos e Marcelino Vieira e no estado da PB, nos
municipios de Condado, Cajazeiras, Sdo José dos Espinharas, Sdo Mamede e
Emas (Figura 1), compreendendo 240 km (Leste-Oeste, —-38°3527,6" a
-36°29'09,6) e 95 km (Norte-Sul, -06°58'48,0" a —06°08'49,2" S). As capturas
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foram feitas no periodo diurno e noturno por meio de buscas ativas por método
de exaustdo com auxilio de luvas, pincas e lanternas em marco de 2016
(exceto de Marcelino Vieira, em marco de 2017). O método de exaustao
consistiu na captura de todos os triatomineos avistados por um periodo

maximo de 2 horas, conduzida por quatro ou cinco capturadores.

Em cada um dos municipios, os insetos foram coletados em trés

eco6topos diferentes:

e Silvestre: sdo os ambientes naturais e primarios de T. brasiliensis. Este
ambiente consiste principalmente, por afloramentos rochosos, mas

ocasionalmente cactos. Para esse ultimo, nenhum inseto foi encontrado.

e Domiciliar: sdo ambientes secundarios, nos quais T. brasiliensis se
adaptou. Foram considerados como ambientes domiciliares aqueles
fechados por portas, 0 que inclui casas ou anexosnos quais ocorram a
circulagdo de humanos e animais domésticos (ex: gatos e cachorros).
Nesse ambiente os insetos sdo encontrados em fendas nas paredes,
sob camas, atras de quadros, méveis entre outros pontos onde o inseto

possa se abrigar no interior dos domicilios.

e Peridomiciliar: Sdo ambientes também secundarios. Consistem em toda
a area no entorno (<100m) do ambiente domiciliar, onde circulam
predominantemente os animais domesticados (ex: galinhas, porcos,
gado, entre outros). A diferenga basica em nossa denominagdo de
animais domeésticos e domesticados € que estes ultimos sdo usados
para a subsisténcia dos habitantes rurais. Neste ambiente os insetos sdo
encontrados em galinheiros, chiqueiros, currais, amontoados de
madeiras/galhos/tijolos/ telhas, muros de pedras, entre outros.

Identificacdo das populagdes - ApGs as capturas os insetos foram rotulados
individualmente e armazenados em microtubos de 1,5ml com alcool 100%. No
laboratério eles foram armazenados a temperatura de -20°C. Além da
marcacdo individual, cada inseto foi catalogado em nivel populacional,
recebendo uma identificacdo que consiste em siglas, a saber: (i) referente as
cidades: Caic6-RN (CC), Currais Novos-RN (CN), Marcelino Vieira_RN (MV),
Condado-PB (CD), Cajazeiras-PB (CZ), Sdo José dos Espinharas-PB (SJ), Sao
Mamede-PB (SM) e Emas-PB (EM) (Figura 1); (ii) coordenada geografica; (iii)
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cétopo: silvestre (S), peridomiciliar (P) e domiciliar (D) e (iv) sexo: macho (M),
fémea (F). Portanto, por exemplo, um inseto coletado em Caic6, na coordenada
51, no ecoétopo silvestre, do sexo masculino recebeu uma identificacao
individual e uma populacional — no caso seria a populacional foi CC51S_M.
Para algumas analises, as populacdes de um mesmo municipio foram fundidas
em grupos. A sigla referente ao sexo foi posteriormente suprimida apds
analises piloto, pois os sexos foram tratados separadamente para as analises

morfométricas.

28400

Rio Grande do Norte
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¥ 20 35 400 v, 2

Figura 1: Mapa com os municipios (em cinza) onde foram realizadas as
coletas: Caico-RN (CC), Condado-PB (CD), Currais Novos-RN (CN),
Cajazeiras-PB (CZ), Emas-PB (EM), Marcelino Vieira-RN (MV), S&o José dos
Espinharas-PB (SJ) e Santa Teresinha-PB (ST).

4.2. Morfometria

Para o estudo morfométrico foi utilizado um nimero minimo de cinco e
maximo de 30 asas individuais por populagdo. Foram utilizadas as asas direitas
de machos e fémeas que foram dispostas em uma placa de petri, embebida
com alcool a 70%, prensada com uma laminula de microscopio para que a asa
ficasse mais plana o possivel. A placa de petri foi colocada sobre um papel
milimetrado com uma etiqueta de identificacdo junto a asa. As imagens foram
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digitalizadas em steromicroscopio Zeiss™ Discovery V.12 com um sistema de
captura de imagem AxioCam 5.0™ e software ZEN™ version 2.0. Todas as

landmarks (marcos anatémicos) foram marcadas pelo mesmo capturador.

4.2.1. Marcos anatomicos

Para minimizar o efeito do usuério as capturas dos marcos anatémicos
seguiram uma sequéncia populacional aleatéria. Ou seja, as imagens das asas
foram todas misturadas e cada individuo foi aleatoriamente retirado do pool de
toda a amostragem. As coordenadas resultantes de 13 marcos anatémicos —
caracterizadas por conexdes e intersecgées das asas — foram definidas com
base nas caracteristicas anatdmicas e revisao literaria (de la Fuente et al,,
2011) (Figura 2). As landmarks foram demarcadas no programa CLIC
(Collection of Landmarks for Identification and Characterization, Copyright
©2000 Jean-Pierre Dujardin, www.mome-clic.com/). A sequéncia dos marcos
anatéomicos (1 a 13) foi mantida em todas as capturas para estabelecer a
homologia espacial da estrutura.

Figura 2: Landmarks utilizadas para a analise da asa direita de um macho de
Triatoma brasiliensis da populagao silvestre de Caico.

As variaveis de forma foram obtidas por meio do algoritmo generalizado
de superposicdo de Procrustes e a subsequente projecdo dos residuos de
Procrustes foi definida em um espaco euclidiano. Ambos 0s componentes nao
uniformes e uniformes foram usados como variaveis de forma (Rohlf, 1990).
Esses dois componentes descrevem as diferencas na forma como desvios de
uma configuragdo meédia de pontos de referéncia (Zelditch et al., 2004). O

tamanho do centréide do estimador isométrico (CS) derivado da andlise
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baseada em marcos anatémicos foi usado como uma medida do tamanho geral
( Klingenberg, 2011; Dujardin, 2008).

4.2.2. Analises estatisticas

Para as medidas de forma, as distancias de Mahalanobis (DM) entre
todos os pares de espécies foram calculadas e sua significancia foi avaliada
usando um teste nao paramétrico baseado em permutacées (10.000
simulagbes), que foram ilustrados em dendrogramas de similaridade,
construidas com base nas matrizes obtidas. O percentual de semelhanca
fenotipica entre pares de populacées foi calculado usando o teste de
verificacdo cruzada da analise discriminante (Klingenberg, 2009). A relacao
entre o tamanho do centroide (CS) e discriminacdo de formas entre os grupos
(alometria) foi estimada por meio de uma regressdo multivariada entre as
coordenadas de Procrustes (varidveis dependentes) e CS (variavel
independente). Essa analise foi realizada para cada médulo e entre grupos. As
regressbes mostram as associacdes em todas as comparacdes via
permutacdes aleatérias. O Valor de P (<0,01) teve como base os algoritmos de
Klingenberg. (2009), que demonstraram a alta sensibilidade dos resultados da
Distancia de Mahalanobis. O grau de diferenciacdo entre os individuos foi
ilustrado pela andlise de componentes principais (PCA) e analise das variaveis
canbnicas (CVA) que avaliaram combinacdo das variagbes nas 13
coordenadas anatdomicas de cada individuo. Todos os dados estatisticos foram
avaliados com a utilizagao do programa Morphod (Klingenberg, 2011). Como o
conjunto de dados foi composto por organismos de uma mesma espécie
(presumidamente com pouco grau de diferenciagdo) optou-se por ilustrar os
resultados de subgrupos com a CVA pois esse algoritmo é mais sensivel para
delimitar essa categoria de agrupamento (Klingenberg, 2011).

4.3. Analises moleculares

4.3.1. Isolamento do DNA

O DNA foi isolado das pernas dos insetos, utilizando o kit Blood and
Tissue da Qiagen® e seguindo as especificacbes do fabricante. O DNA foi
aplicado em gel de agarose 1% e utilizado o corante GelRed para visualizagédo
em fotodocumentador visando a quantificacdo e verificacdo da integridade de
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cada amostra. Foi realizado o tratamento das amostras com RNAse, utilizando
1ul de RNAse 10mg/mL a cada 100ul de DNA, e incubado a 37°C por duas
horas. Essa etapa do trabalho foi desenvolvida no Laboratério de Entomologia

Integrativa, liderado pela Profa. Dra. Patricia Thyssen.

4.3.2. Reacao em cadeia de polimerase (PCR)

O gene mitocondrial Cyt b foi selecionado para as andlises
populacionais. A amplificacdo do fragmento de DNA alvo dos insetos foi
realizada pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando o
par de iniciadores CYTB7432F, 5-GGACG(AT)GG(AT)ATTTATTATGGATC-'3,
e CYTBR, 5-ATTACTCCTCCTAGCTTATTAGGAATTG-'3 (Monteiro et al.,
2004; Lyman et al., 2017). As seguintes condi¢cdes foram utilizadas para a
PCR: 2,5 uL de tampéao 10X, 2 uL de MgCI2 25 mMol, 1 uL de dNTP 100 mMol,
0,2 uL de Taq 5U/uL, 0,5 uL de cada Primer a 10 pMol. As condi¢cdes da PCR
seguiram o0s seguintes passos: desnaturagao inicial a 94°C por 2 minutos; 35
ciclos de desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 30
segundos e extensao a 72°C por 4 minutos; e incubacao a 4°C.

Os produtos da PCR foram corados com GelRed®, aplicados em gel de
agarose 1,5% e visualizados em fotodocumentador para constatacdo da
amplificacdo do fragmento de interesse de aproximadamente 600pb (Figura 3).
ApGs essa etapa, os produtos da PCR foram purificados utilizando o conjunto
de reagentes GFX TM PCR DNA and Gel Band Purification kit (Amersham
Biosciences), seguindo a recomendacéao do fabricante. O sequenciamento das
amostras foi realizado na Plataforma Genémica do Departamento de Genética
do Instituto Nacional de Cancer. Para o sequenciamento, foram utilizados os
produtos purificados, os iniciadores da PCR e o conjunto de reagentes
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Todo
material foi disposto em uma placa de 96 pogos em um termociclador, nas
seguintes condi¢des: desnaturacao inicial a 96°C por 1 minuto; 35 ciclos de
desnaturacéo a 96°C por 15 segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos e
extensdo a 60°C por 4 minutos; e incubacao a 8°C. A placa foi precipitada e
sequenciada em um sequenciador automatico ABI3130xl. Apdés o
sequenciamento, os arquivos extraidos foram analisados e editados utilizando

o programa SEQMAN (Swindell e Plasterer, 1997). As sequéncias foram
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montadas (assembled; forward + reverse) e para fins de confirmacdo da
identificacdo dos individuos, foram submetidas a ferramenta online BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool - https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi),
que utiliza sequéncias depositadas no banco de dados online GenBank para
comparagao (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Em seguida todas as
sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo Alignment Clustal (Excoffier
e Lischer, 2015) viabilizado pelo Mega7 (Kumar et al. 2016), gerando um
conjunto de dados com sequéncias de 510 pares base.
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Figura 3: Gel de agarose 1,5%, contendo M: marcador molecular 100pb,
amplificagdes dos DNAs de insetos da populagao silvestre de Caicd 1:CC51851,

2: CC51S2, CC51S3, 3: CC51S4, CC51S5, 4: CC51S6, 5: CC5157, CC51S8,
CC5189, CC51S16 e C: Controle negativo.

4.3.3. Analise da distribuicao da variacao molecular

O coeficiente “®gr” foi usado para estimar o grau de diferenciagao
populacional. Ele foi desenvolvido em funcdo das estatisticas F de Wright
(1978) para marcadores co-dominantes, como as isoenzimas. Originalmente, o
Fst é representado pela equacao: Fst = 1/(1+4Nm), onde N = tamanho efetivo

da populacdo, m = indice de migragédo entre populacdes (proporcédo de alelos
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que sao substituidos por alelos de migrantes de cada geracao). Entretanto, a
equacao foi adaptada por Reynolds et al.,, (1983) para dados haplotipicos
calculados com o uso do programa Arlequin ver 3.5.2 (Excoffier & Lischer,
2015). Os valores de ®gr par-a-par foram apresentados na forma de uma
matriz, que gerou um dendrograma. A hip6tese de nao haver diferenca entre as
populacdes foi testada pela permutacdo de haplétipos entre as populagdes,
sendo que o valor P foi obtido por 1.000 permutacdes, onde a significancia foi

estabelecida em P<0,05.

4.3.4. Estrutura genética

A distribuicao da diversidade genética foi estimada também pela Analise
de Variancia Molecular (AMOVA; Excoffier et al. 1992). O total da variacao
genética foi distribuido de acordo com as hip6teses para observar a
diferenciacdo entre individuos dentro de uma populacdo e entre diferentes
populacdes, ou grupo de populagdes. Dessa forma, a variacao entre e dentro
das coletas foi entdo dividida e analisada por meio de uma analise hierarquica
de (co)variancia molecular (AMOVA). A significancia dos valores de estatisticas
® e dos componentes de variagdo genética foi testada usando 1.000

permutagdes aleatérias.

Para a AMOVA foram testadas separadamente duas fontes diferentes de
variagao, a distancia geografica e barreiras ecotipicas, que tém sido postuladas
como fatores limitantes do fluxo génico em triatomineos. Primeiramente foi
testada a hipdtese de que a estrutura genética era conduzida pela forga
geografica, agrupando todas as populagdes de acordo com seu municipio. Em
seguida, as populag¢des foram agrupadas de acordo com os ecétopos, dentro
de cada municipio, de acordo com Almeida et al. (2008). A comparacgéo entre
as proporg¢oes de variagdo explicada por cada particao prové informagao sobre
o papel da forca geografica vs. ecoldgica na distribuicdo da variabilidade
genética de T. brasiliensis.

4.3.5. Neutralidade e selecao

O objetivo dos testes para avaliar possiveis desvios da premissa de
neutralidade seletiva € definir se um conjunto de sequéncia de DNA evolui sob
um processo aleatério (Takahata e Kimura, 1994), incluindo selec&o direcional
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ou selecao de equilibrio, expansdo ou contracdo demografica. Neste trabalho
eles foram usados principalmente para avaliar se as populacées estavam sob
pressao seletiva ou eventos demograficos para a completentacdo das
interpretagdes das informagdes morfométricas. Os testes utilizados foram o D
de Tajima (Tajima, 1989) e FS de Fu (Fu, 1997). A significancia das estatisticas
moleculares foi testada usando 1.000 permutacbes, sendo consideradas

significativas aquelas com valores de p <0,05.

4.4.Correlacao entre matrizes

Todas as matrizes geradas foram comparadas por meio de testes de
Mantel (Mantel and Valand, 1970), aplicando-se 10.000 permutacdes aleatérias
para avaliacdo da significancia estatistica das correlacdes (P<0,05). A matriz
de distancia geogréafica foi definida por meio da distancia linear entre todos os
pares de populacdes ou pelo ponto central do conjunto de populagdes (quando
essas foram agrupadas), utilizando-se as coordenadas geograficas para sua
confecgao.

5. Resultados

5.1.Morfometria Geomeétrica

Ao todo foram digitalizadas 733 asas. ApoOs a exclusdo dos individuos
considerados outliers pelo programa, restaram 698 asas, que foram
distribuidas em 43 diferentes populagdes. A PCA explicou 36% da variagao
(PC1=21,6% e PC2= 14,7%). A primeira comparagéao feita foi entre os sexos,
com 298 fémeas e 400 machos. A analise de componente principal (Figura 4a
e 4b) mostra uma maior concentracdo de fémeas no polo negativo do
Componente Principal 2 (4a) com Distancia de Mahalanobis (1,3427)
estatisticamente significante. O bloxspot (4b) referente ao tamanho do
centréide demonstrou que as fémeas foram maiores que o0s machos
(P<0,0001). O teste de validagdo cruzada classificou erroneamente 27-28%
dos individuos de acordo com 0 sexo (4c). Assim, admite-se que o dimorfismo
sexual possa ter influenciado na diferenciagdo. Por esse motivo, foi decidido
trabalhar separadamente com os sexos para as proximas analises. O sexo
masculino apresentou o maior N amostral (N=407) individuos, ao passo que o
feminino foi composto por 303 insetos. Em seguida, as populacbées com menos
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de cinco individuos foram excluidas do estudo para minimizar o viés estatistico.
Para os machos, o resultado contou com 348 exemplares divididos em 24
populacées (Tabela 1). J& para as fémeas, o resultado contou com 275
exemplares de 26 populagdes (Tabela 2). A Figura 5 ilustra a variagao em cada
landmark por meio do PC1, podendo ser observado que as landmarks 6 e 8

apresentaram a maior variagao.



Tabela 1 Amostragem para os machos de cada populacdo para a
morfometria geométrica. Em negrito sdo evidenciadas as populacées com
nuamero amostral menor do que 5, as quais foram excluidas das andlises.

#  Populagdo Ne de individuos Cidade Ecotopo
1. CC51S 25 Caico Silvestre
2. (CC52S 21 Caico Silvestre
3. (CC53S 38 Caico Silvestre
4. CD46P 20 Condado Peridomiciliar
5. CDA49S 2 Condado Silvestre
6. CN69P 34 Currais Novos Peridomiciliar
7. CN71P 4 Currais Novos Peridomiciliar
8. CN72S 1 Currais Novos Silvestre
9. CN73P 1 Currais Novos Peridomiciliar
11. CN75D 1 Currais Novos Domiciliar
12. CN76P 9 Currais Novos Peridomiciliar
13. CN77S 5 Currais Novos Silvestre
14. CN81P 2 Currais Novos Peridomiciliar
15. CNS83S 35 Currais Novos Silvestre
16. CN86P 27 Currais Novos Peridomiciliar
17. CN87S 2 Currais Novos Silvestre
18. Cz15D 2 Cajazeiras Domiciliar
19. CzZ16P 4 Cajazeiras Peridomiciliar
20. Czi18P 5 Cajazeiras Peridomiciliar
21. Czi9pP 6 Cajazeiras Peridomiciliar
22. CZ21D 2 Cajazeiras Domicliar
23. CzZ23S 1 Cajazeiras Silvestre
24. CZ27S 20 Cajazeiras Silvestre
25. EMS85D 2 Emas Domiciliar
26. EM86S 13 Emas Silvestre
27. EMS87P 7 Emas Peridomiciliar
28. EM94P 7 Emas Peridomiciliar
29. EM95P 1 Emas Peridomiciliar
30. MV18P 7 Marcelino Vieira Peridomiciliar
31. MV21S 5 Marcelino Vieira Silvestre
32. MV29S 7 Marcelino Vieira Silvestre
33. MV92S 6 Marcelino Vieira Silvestre
34. SJ33P 15 S.J Espinharas Peridomiciliar
35. SJ36S 15 S.J Espinharas Silvestre
36. SJ41S 13 S.J Espinharas Silvestre
37. SJ89P 3 S.J Espinharas Peridomiciliar
38. SJ93S 6 S.J Espinharas Silvestre
39. SM13S 1 Sdo Mamede Silvestre
40. ST30S 25 Santa Teresina Silvestre

29
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Tabela 2 Amostragem para as fémeas de cada populacao para a morfometria

geométrica. Em negrito sdo evidenciadas as populacées com numero amostral
menor do que 5, as quais foram excluidas das analises.

LR NOU R WNPRE R

W W WWWWWWNNNNNNNNNNRRRRRRRRR
NOoOu bk WNRLODLOONOOGUREWNREOOLONODUURAWNDNRO

Populacao
CC51S
CC52S
CC53s
cb42p
CD45D
CD46P
CD49s
CN69P
CN71P
CN72S
CN76P
CN77S
CN81P
CN83S
CN86P
CN87S
Cz15D
CZ16P
Cz18pP
Cz19pP
Cz21D
Cz23S
Cz27S
EMS85D
EM86S
EM87P
MV18P
MV21S
MV29S
MV92S

SJ33P
SJ35P
SJ36S
SJ41S
SJ89P
SJ93S
ST30S

Ne¢ de Individuos
6
8
27

Cidade
Caico
Caico
Caico

Condado
Condado
Condado
Condado
Currais Novos
Currais Novos
Currais Novos
Currais Novos
Currais Novos
Currais Novos
Currais Novos
Currais Novos
Currais Novos
Cajazeiras
Cajazeiras
Cajazeiras
Cajazeiras
Cajazeiras
Cajazeiras
Cajazeiras
Emas
Emas
Emas
Marcelino Vieira
Marcelino Vieira
Marcelino Vieira
Marcelino Vieira
S.J Espinharas
S.J Espinharas
S.J Espinharas
S.J Espinharas
S.J Espinharas
S.J Espinharas
Santa Teresina

Ecétopo
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Peridomiciliar
Domiciliar
Peridomiciliar
Silvestre
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Silvestre
Peridomiciliar
Silvestre
Peridomiciliar
Silvestre
Peridomiciliar
Silvestre
Domiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Domiciliar
Silvestre
Silvestre
Domiciliar
Silvestre
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Peridomiciliar
Peridomiciliar
Silvestre
Silvestre
Peridomiciliar
Silvestre
Silvestre
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Figura 4: 4a) Anélise de componentes principais (PCA) obtida pela variacao
morfométrica das asas de 698 Triatoma brasiliensis de diferentes
municipios da Paraiba e Rio Grande do Norte (vide Figura 1). llustracoes
em vermelhos representam fémeas (N=299) e azuis os os machos (N=393).
4b) Boxplots representando variagées no tamanho do centréide das asas. A
Figura 4c demonstra a variavel canénica usando a fung¢ao discriminante da

variagdo entre 0s sexos.

PC1

Figura 5: llustracdo da variacdo total em cada landmark de acordo com o
componente principal 1 (PC1).
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5.2.Distribuicao da variacao morfométrica
5.2.1. Variacao populacional

Apés as exclusdes das populagdes com um numero de individuos menor
que cinco para ambos o0s sexos, foi construido um dendrograma de
similaridade a partir da distancia de Mahalanobis das populagdes analisadas.
onde pode-se observar que houve relativo agrupamento ecotipico, 0 que esta
evidenciado nos circulos vermelhos (populagdes com sulfixo “S”= silvestres). Ja
nos circulos negros podemos observar que houve tanto agrupamento ecotipico,
quanto geografico em nivel municipal, mas com algumas excecdes (Ex:

SJ93S= populacgao silvestre de S. J. dos Espinharas) (Figura 6).
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Figura 6: Dendrograma de similaridade construido a partir da matriz da
distancia de Mahalanobis entre as populagdes. Para visualizar a definicao
populacional, vide Tabela 1.

Tendo a pista da forga ecotipica sobre a variagdo morfométrica, uma
segunda andlise foi feita separando os machos de acordo com seus ecétopos:
domiciliar, peridomicilar e silvestre. Os individuos peridomiciliares foram
significantemente maiores que os silvestres (Tabelas 3 e 4; P < 0.0001).

Contudo, as DMs foram inferiores para as fémeas.
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Tabela 3 Distancia de Mahalanobis entre os ecétopos dos individuos machos.
P= peridomiciliar, S=Silvestre e D= domiciliar. Comparacbes com valores de P
estatisticamente significantes estdo em negrito

D P
2,0031
P
2,2911 1,1659
S

Tabela 4 Distancia de Mahalanobis entre os ecétopos dos individuos fémeas.
P= peridomiciliar, S=Silvestre e D= domiciliar. Comparacées com valores de P
estatisticamente significantes estdo em negrito

D P
P 1,439
S 1,6677 1,2109
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Figura 7. a) Analise de componente principal entre os ecotopos para 0s
machos, onde os pontos vermelhos representam os individuos coletados no
ecotopo domiciliar, os verdes no ecotopo pericomiciliar e 0 azul no ecétopo
silvestre. b) Boxplots representando variagées no tamanho do CS das asas. C)
Anadlise de componente principal entre os ecétopos para as fémeas, onde os
pontos vermelhos representam os individuos coletados no ecétopo domiciliar,
os verdes no ecoétopo pericomiciliar e o azul no ecotopo silvestre. d) Boxplots
representando variagdes no tamanho do CS das asas.

O direcionamento das populagées ecotipicas para os machos em
difetentes polos do grafico € mostrado na Figura 7a. Os individuos machos do

ecoOtopo silvestre se encontram majoritariamente no polo positivo do PC2
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enquanto os individuos do ecbétopo peridomiciliar se encontram
majoritariamente no polo negativo do PC2. Ja o grupo do ec6topo domiciliar se
localiza majoritariamente no polo positivo do PC1. Padrao similar foi observado

para as fémeas(Figura 7c e 7d).

Foi feita também uma comparagdo agrupando as populagdes por
cidades para cada sexo. Houve significancia estatistica entre todas as
populacdes para os machos, exceto para o grupo de populacdées o0 municipio
de Emas (EM) comparado com o de Sao José de Espinharas (SJ) (MD=
1,4045, P=0,0345), bem como entre SJ e Santa Teresinha (ST) (MD= 1,5436,
P=0,0211), conforme pode ser observado nas Tabelas 5 e 6. Padréao
semelhante foi observado para as fémeas, com algumas excecgdes: (i) a
populacdo de Marcelino Vieira ndo apresentou diferenciacao estatisticamente
significante das populagdes de SJ. O mapa apresentado na Figura 1 indica que
0os municipios de EM, SJ e ST, que sado associados morfometricamente, séo
também associados geograficamente. A excegdo é representada pelo
municipio de Condado (CD). Devido a sobreposicbes populacionais, pouco
agrupamento pode ser observado nos mapas de componentes principais para
0s ambos os sexos (Figura 8 e 9).
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Tabela 5 Distancia de Mahalanobis entre o agrupamento de populagao de
machos por cidades. Em negrito estdo as comparacdes que foram
estatisticamente significantes em P<0,01

Cidade (N) CC  CD CN CZ EM MV SJ
CD (52) 2,6809

CN (201) 1,5200 2,3958

Cz(98) 2,357 2,8501 2,3010

EM(47) 2,2145 2,5369 1,8972 1,687

MV(53) 2,2961 3,4172 2,1983 2,7247 2,5378

SJ(100) 1,3173 2,487 1,4900 1,5818 1,4045 2,3507
ST(38) 1,8938 2,6844 1,8179 1,9886 1,7715 2,3084 1,5436

Tabela 6 Distancia de Mahalanobis entre o agrupamento de populacao de
fémeas por cidades. Em negrito estdo as comparagdes que foram
estatisticamente significantes em P<0,01

Cidade (N) CC (41) CD CN CZ EM MV SJ
CD (30)  2,3273

CN (79) 1,49  1,7417

CZ(58) 19607 2,448  2,0917

EM(17)  2,0771 2,7241 2,3917 1,8526

MV (12)  2,2574 3,494  2,6036 2,8537 2,5604

SJ(48)  1,2117 2,6322 11,8406 1,5908 155937 2,2531
ST(13) 2,1106 2,84 22483 2,3603 2,5756 2,3847 19257
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Figura 8: Grafico de analise das varidaveis canbnicas construido a partir da
morfometria geométrica das asas para insetos machos coletados em diferentes
municipios (vide Figura 1).
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Figura 9: Grafico de andlise das variaveis candnicas construido a partir da
morfometria geométrica das asas para insetos fémeas coletados em diferentes
cidades (vide Figura 1).

5.2.2. Andlises das Variaveis Canonicas (CVAs) em microescala
geografica
A analise dos mapas fatoriais construidos com as Analises das Variaveis
Canénicas (CVAs) mostrou uma estruturagéo populacional bem definida dentro
de quase todos os municipios para aqueles que tiveram numero robusto (<5)
para determinado sexo. A excecgdo foi para os machos de Caicd e para as
machos e fémeas de Currais Novos e em menor escala para fémeas de
Cajazeiras. Nao foi possivel correlacionar esses agrupamentos com o ecotopo

onde os insetos foram coletados. Por exemplo, para os machos, a populacédo
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silvestre de Emas EM86S se posicionou mais proxima da peridomiciliar EM94P
(Figura 12). Neste mesmo sentido, a populacao peridomiciliar de machos de
Marcelino Vieira, se posicionou proxima a silvestre MV21S (Figura 14). A
populacdo de machos peridomiciliares de Sao José dos Espinharas SJ33P
ainda se posicionou proxima a duas silvestres: SJ41S e SJ36S (Figura 15).
Padrao semelhante foi observado para as fémeas que apresentaram defini¢cao
de grupos, como € o0 caso da SJ33P, que foi associada a SJ93S e SJ41P
(Figura 21).

Canonical variate 2

-4,0 -3,0 20 1,0 0,0 1,0 2,0 3,0
Canonical variate 1
Figura 10: Mapas fatoriais construidos com as Analises das Variaveis

Canénicas demonstrando o agrupamento entre as populacées de exemplares
machos de Caico.
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Figura 11:. Mapas fatoriais construidos com as Andlises das Variaveis
Canébnicas demonstrando o agrupamento entre as populacées de exemplares

machos de Cajazeiras.
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Figura 12: Mapas fatoriais construidos com as Analises das Variaveis
Canbnicas demonstrando o agrupamento entre as populacdes de exemplares
machos de Currais Novos
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Figura 13: Mapas fatoriais construidos com as Anadlises das Variaveis

Canébnicas demonstrando o agrupamento entre as populacées de exemplares

machos de Emas.
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Figura 14: Mapas fatoriais construidos com as Analises das Variaveis
Canénicas demonstrando o agrupamento entre as populacées de exemplares
machos de Marcelino Vieira.
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Figura 15:. Mapas fatoriais construidos com as Andlises das Variaveis
Canbnicas demonstrando o agrupamento entre as populacées de exemplares
machos de Sao Jose dos Espinharas.
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Figura 16:Mapas fatoriais construidos com as Analises das Variaveis
Canbnicas demonstrando o agrupamento entre as populacdes de exemplares
fémeas de Caicd.
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Figura 17:. Mapas fatoriais construidos com as Andlises das Variaveis
Canbnicas demonstrando o agrupamento entre as populacées de exemplares
fémeas de Cajazeiras.
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Figura 18: Mapas fatoriais construidos com as Analises das Variaveis

Canbnicas demonstrando o agrupamento entre as populacées de exemplares
fémeas de Condado.
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Figura 19: Mapas fatoriais construidos com as Anadlises das Variaveis
Canbnicas demonstrando o agrupamento entre as populacées de exemplares
fémeas de Currais Novos.
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Figura 20: Mapas fatoriais construidos com as Analises das Variaveis

Canbnicas demonstrando o agrupamento entre as populacdes de exemplares
fémeas de Emas.



50

(]
1

Canonical variate 2
w
!
[(e]
o
w

-6 -4 -2 0

Canonical variate 1

Figura 21: fatoriais construidos com as Analises das Variaveis Candnicas
demonstrando o agrupamento entre as populacdes de exemplares fémeas de
Sao Jose dos Espinharas.

5.3.Resultados das analises moleculares

Ao total foram sequenciadas 220 individuos distribuidas em 30
populagbes, o numero de individuos sequenciados por populagdo variou de
cinco a dez (Tabela 7). Para o total das sequéncias, foram observados 57 sitios
segregantes, 52 haplotipos e uma diversidade haplotipica de 0,92. A
diversidade nucleotidica foi 0,00601.

As sequéncias foram agrupadas de acordo com cada populagdo e o
resultado dos valores de ®st par-a-par gerou uma matriz, que foi usada para
construgdo de uma arvore de similaridade, que foi confrontada com os

resultados morfométricos (Figura 22).

Tabela 7 Amostragem de cada populagéo para os estudos moleculares

# Populacdo N2 de Sequencias Cidade Ecotopo
1 CC51S 9 Caico Silvestre
2 CC52S 4 Caico Silvestre

3 CN69P 10 Currais Novos Peridomiciliar
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4 CN71P 10 Currais Novos Peridomiciliar
5 CN72S 10 Currais Novos Silvestre

6 CN73P 1 Currais Novos Peridomiciliar
7 CN74P 9 Currais Novos Peridomiciliar
8 CN75D 1 Currais Novos Domiciliar
9 CN76P 10 Currais Novos Peridomiciliar
10 CN77S 8 Currais Novos Silvestre
11 CN81P 10 Currais Novos Peridomiciliar
12 CN83S 9 Currais Novos Silvestre
13 CN84P 5 Currais Novos Peridomiciliar
14 CN86P 10 Currais Novos Peridomiciliar
15 CN87S 10 Currais Novos Silvestre
16 Cz15D 4 Cajazeiras Domiciliar
17 Cz16P 9 Cajazeiras Peridomiciliar
18 Cz18P 10 Cajazeiras Peridomiciliar
19 Cz19pP 7 Cajazeiras Peridomiciliar
20 Cz21D 10 Cajazeiras Domiciliar
21 EM86S 3 Emas Silvestre
22 EM87S 3 Emas Silvestre
23 EM89P 4 Emas Peridomiciliar
24 EM93S 3 Emas Silvestre
25 EM94P 8 Emas Peridomiciliar
26 MV188P 10 Marcelino Vieira Peridomiciliar
27 MV216S 10 Marcelino Vieira Silvestre
28 MV29P 10 Marcelino Vieira Peridomiciliar
29 MV92P 4 Marcelino Vieira Peridomiciliar
30 SJ41S 9 Sdo Jose dos Espinharas Silvestre
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Figura 22: Arvore de semelhanca construido com as populagées formadas por
sequéncias
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A arvore de ®gr (Figura 21) evidenciou a forga geografica da distribuicao
da variacao genética. Por exemplo, a maioria das populagcdes de Currais Novos
(CN#) estdo associadas no mesmo ramo. Isso foi observado para algumas
populacées de Cajazeiras (CZ#) e Emas (EM#). A maior discrepancia entre a
arvore morfométrica e molecular foi que somente a morfométrica evidenciou

associagao entre as populagdes de Marcelino Vieira (MV#) (Figura 9 e 10).

5.3.1. Testes de neutralidade e estatisticas de variacao molecular

Os testes de Tajima e FS de Fu indicaram que, em geral, as sequéncias
de DNA estao evoluindo aleatoriamente ("neutra”). As exce¢des foram para as
populacodes silvestres de Caicé (CC51S; Tajima D), peridomiciliares de Currais
Novos (CC69P e CN86PFS de Fu e D de Tajima). As mais maiores
diversidades haplotipicas foram observadas para as populagbes CC51S
(0,9556 +/-0,0594), CN76P (0,8444 +/-0,0796), CZ15D (0,8333 +/-0,2224),
CN74P (0,8056 +/-0,1196) e SJ41S (0,8056 +/-0,1196). O Pi da populagéo
SJ41S também foi alto (0,,003853 +/-0,002802), MV29P (0,002486 +/-
0,001997) e MV216S (0,001491 +/-0,001424), sendo o restante abaixo de
0,001).



Tabela 8 Testes de Fu e Tajima para as populacdes
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# Populagdo N2deind Hd (s.d.) T (s.d.) FS D

1 CC51S 9 0,9556 +/-0,0594 0,005966 +/-0,003920 -1,08864 -3,97101
2 CC52S 4 0,5000 +/-0,2652 0,003356 +/-0,002994 -0,75445  1,71605
3 CN69P 10 0,6444 +/-0,1518 0,001690 +/-0,001529 -1,03446  -1,46598
4 CN71P 10 0,5556 +/-0,0745 0,008700 +/-0,005390 2,42128 6,44791
5 CN72S 10 0,5556 +/-0,1653 0,004474 +/-0,003149 -0,41031  1,79046
6 CN73P 1 1,0000 +/-0,0000 0,000000 +/-0,000000 0

7 CN74pP 9 0,8056 +/-0,1196 0,006463 +/-0,004244 0,54268  -0,03639
8 CN75D 1 1,0000 +/-0,0000 0,000000 +/-0,000000 0

9 CN76P 10 0,8444 +/-0,0796 0,003629 +/-0,002642 -0,97273  -1,08351
10 CN77S 8 0,6786 +/-0,1220 0,001758 +/-0,001614 0,06935 -0,2236
11 CN81P 10 0,0000 +/-0,0000 0,000000 +/-0,000000 0

12 CN83S 9 0,7500 +/-0,1121 0,004350 +/-0,003080 0,24121 0,33148
13 CN84P 5 0,9000 +/-0,1610 0,006711 +/-0,004901 -0,74682  -0,33158
14 CN86P 10 0,2000 +/-0,1541 0,000895 +/-0,001019 -1,40085  0,58622
15 CN87S 10 0,8000 +/-0,1001 0,003778 +/-0,002725 -0,8427  -0,99008
16 Cz15D 4 0,8333 +/-0,2224 0,003729 +/-0,003249 0,16766  -0,13331
17 CzZ16P 9 0,2222 +/-0,1662 0,000497 +/-0,000731 -1,08823  -0,26348
18 Cz18pP 10

19 Cz19pP 7 0,0000 +/-0,0000 0,000000 +/-0,000000 0

20 Cz21D 10 0,2000 +/-0,1541 0,000447 +/-0,000681 -1,11173  -0,33931
21 EM86S 3 1,0000 +/-0,2722 0,007457 +/-0,006482 0 -0,07696
22 EM87S 3 0,6667 +/-0,3143 0,007457 +/-0,006482 0 2,35665
23 EM89P 4 0,0000 +/-0,0000 0,000000 +/-0,000000 0

24 EM93S 3 1,0000 +/-0,2722 0,007457 +/-0,006482 0 -0,07696
25 EM94P 8 0,7857 +/-0,1127 0,004634 +/-0,003292 -0,48874  0,22617
26  MV188P 10 0,5111 +/-0,1643 0,001690 +/-0,001529 -1,03446  -0,04647
27 MV216S 10 0,4167 +/-0,1907 0,001491 +/-0,001424 -1,51297 -0,38021
28 MV29P 10 0,6444 +/-0,1518 0,002486 +/-0,001997 -0,82229  -0,65694
29 MV92P 4 0,0000 +/-0,0000 0,000000 +/-0,000000 0

30 SJ41s 9 0,8056 +/-0,1196 0,003853 +/-0,002802 -0,27046  -1,18527 Sa
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5.3.2. Estrutura genética

. As populagbes foram agrupadas de acordo com o municipio, observa-
se que 18% da variacdo esta entre os municipios e 36% entre populacdes
dentro dos municipios, conforme evidenciado pelo teste AMOVA. Seguindo a
hip6tese de que a estrutura genética possa sofrer influéncia ecotipica
(migragdo predominante entre mesmos ecotopos) um segundo teste foi feito
formando grupos de populagdes definidas pelo seu ecétopo em cada
municipio. Nesse agrupamento, o percentual de variacao entre grupos foi ainda
mais baixo (10%) e a variacao dentro dos grupos foi mais elevada (41%). Em
ambos o0s agrupamentos, a maior parte da variagcdo foi notada dentro das
populacées (46-49%).

Tabela 9 Andlise de Variancia Molecular AMOVA. Percentual de variagao explicada
em cada nivel espacial/ecotdpico e indices de fixagdo para a amostragem agrupada
de acordo com os municipios ou para populagdes ecotipicas dentro dos municipios

Componente  Percentual Indice de
d.f. daVariagdo devariagdo Fixagao

Variagéo entre 0s municipios 3 0,29 Va 18% 0,17 FCT 0,0010
Entre populagbes dentro dos

municipios 11 0,58 Vb 36% 0,76 FSC <0,0001
Dentro das populacdes 115 0,76 Vc 46% 0,54 FST <0,0001
Entre grupos de populagdes

ecotipicas em cada municipio 4 0,16 Va 10% 0,10 FCT 0,050
Entre populagbes dentro dos

grupos 10 0,63 Vb 41% 0,46 FSC <0,0001

0,51327
Dentro das populacdes 115 0,76 Vc 49% FST <0,0001

5.4.Correlacao entre matrizes

Todos os testes de Mantel, confrontando as matrizes mostraram

correlacédo significativa (P<0,05). A mais alta correlacdo ocorreu entre as
distancias de Mahalanobis entre machos e fémeas (R?=0,74). A segunda maior
correlagéo foi observada entre as distancias de ®st e distdncia geografica
(R?=0,36). Para ambos os sexos as correlagdes da distancia de Mahalanobis
com o s foram baixas (R?=0,13-0,15).
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6. Discussao

As diferencas entre os padrdes de distribuicdo da variacdo morfométrica
e genética tem sido extensivamente exploradas ( Nattero et al., 2017;
Selnekovi¢ and Kodada, 2019; Sontigun et al., 2019). Para o complexo T.
brasiliensis as variagcdes moleculares e morfométricas interespecificas ja foram
também estudadas ( Costa et al., 2009; Almeida et al., 2012; Oliveira et al.,
2017). As variacbes populacionais baseadas na morfologia podem ser
influenciadas pela variacdo ecotipica (ambiental), mas também ao sofrerem
influéncia da carga genética do individuo, admite-se a possibilidade de que
essa variacdo seja utilizada para reconhecer processos microevolutivos
(Dujardin et al. 2017). O primeiro estudo neste sentido para T. brasiliensis
lancou mao da morfometria classica (Borges et al., 2005), que admite-se
apresentar resolucéo limitada. O segundo estudo teve abrangéncia geografica
e numero amostral restrito (N=97), mas foi pioneiro por lancar mao da
morfometria geométrica (Batista et al., 2013). Este estudo traz o primeiro
trabalho usando uma ampla amostragem (N inicial de 733 insetos) amostrada
em uma mais larga escala geografica — alcangcando 240 km — para T.
brasiliensis. Além disso, as informacdes morfométricas sdo aqui associadas
com a variacao genotipica. Gaspe et al., (2013) concluiram que informacoes
morfométricas combinadas com dados genéticos e de campo, podem contribuir
para a compreensdo do processo de reinfestagdo e melhoria das estratégias de
controle de vetores. Neste estudo, a variacdo molecular foi usada com uma
forma de controle, pois 0 marcador escolhido (variagdo no gene mitocondrial
Cyt B) ndo sofre efeito da variagdo ambiental. Assim, este trabalho também é

pioneiro para a compreensao do efeito ecotipico na variagdo morfométrica.

Das 733 asas, 35 foram consideradas outliers, restando 698 amostras:
298 fémeas e 400 machos. De acordo com Klingenberg (2011), os outliers
representam dados discrepantes que podem ter diversas origens, como o efeito
do usuario (ex: captura de landmarks em distintas ordens) ou ma-formacéo do
inseto. Devido a natureza plana das asas, elas sdo interessantes estruturas
para estudos da morfometria com dados bidimensionais (Dujardin, 2007). Para
T. brasiliensis, Batista et al. (2013) mencionaram que as asas foram mais
informativas que as cabecas para estudos microevolutivos usando a

morfofometria geométrica. A comparagdao morfométrica baseada na geometria
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alar entre os sexos demonstrou que as fémeas sao significantemente maiores
que os machos, fato também conhecido para outros triatomineos, como para T.
infestans ( Schachter-Broide et al., 2004; Gaspe et al., 2013).

Considerando toda a amostragem agrupada de acordo com o ecétopo e
para cada sexo, pode-se observar no PCA que houve relativo agrupamento
ecotipico. Batista et al. (2013) encontraram diferencas significantes entre T.
brasiliensis coletados em diferentes ecétopos, o que foi também constatado
neste estudo. Os individuos peridomiciliares foram significantemente maiores
que os silvestres. Costa et al., (1998) mencionaram que populacdes silvestres
de T. brasiliensis sao encontradas geralmente famintas, o que pode explicar a
diferenga no tamanho. A morfometria geométrica minimiza fortemente o fator
tamanho, mas nao o elimina totalmente (Dujardin, 2017). O ec6topo parece
influenciar na variagdo morfométrica, o que pode representar o viés da
morfometria geométrica. Entretanto, como discutido a seguir, algumas
populacdes peridomiciliares foram mais associadas morfometricamente a
algumas silvestres do que outras peridomiciliares em microescala geograéfica,
indicando que essa metodologia pode ser usada para avaliar a estrutura

populacional, ou processos microevolutivos.

Nos dendrogamas derivados das distancias de Mahalanobis, foi possivel
observar alguns agupamentos dirigidos pela forca geogréafica. A regidao de
Patos € composta pelos municipios de Emas, Sao José dos Espinaras, Santa
Teresinha, Condado, todos no estado da PB. Dentro dessa regido, muitos
grupos de populagbes nao evidenciaram diferenciacdo significativa entre si.
Baixas distancias de Mahalanobis (e nao significativas) foram observadas entre
0s grupos de Emas vs Sao José dos Espinharas e entre Sdo José dos
Espinharas e Santa Teresinha (ambas menores que 1,54), o que faz sentido
sob o ponto de vista geografico. Algumas distancias mais baixas que essa
podem ter sido causadas pela grande variabilidade intrapopulacional (Dujardin
et al., 2009). Entretanto, o teste de Mantel evidenciou fraca correlacao entre as
matrizes de distdncia morfométrica e geografica. Para T. infestans na
Argentina, a resolucdo da morfometria geométrica para detectar diferenciagdes

em macroescala geografica foi mais evidente nas comparag¢des dos individuos
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separados por municipio (Gaspe et al., 2015). No entanto, os autores nao

aplicaram os testes de correlagao entre matrizes.

De acordo com Klingenberg (2011), a PCA é o método mais
popularmente utilizado para caracterizar a variacdo de forma. Entretanto,
quando os dados contiverem subgrupos, a PCA deve ser usado como um
método de ordenacdo dos grandes grupos, sendo a analise de variaveis
canbnicas (CVA) a mais adequada para os subgrupos. De fato, os mapas
fatoriais construidos com as CVAs em populacdes definidas por ponto de
coleta dentro de cada municipios (em microescala geografica) foram os Unicos
a delimitar as populacoes. Testes pilotos com CVAs também nao apontaram
grupos definidos em macroescala geografica. Para ambos o0s sexos a
estruturagdo ndo foi definida para as populacées de Currais Novos e para
Caico6 houve definicao apenas para as fémeas. A falta de correlacao entre os
mapas de CVAs entre os sexos pra Caicd pode indicar um padrao de migragéo
diferente. Apesar dessa diferenca, o teste de Mantel apontou 73% de
correlacdo entre as distancias de Mahalanobis de machos e fémeas. Para T.
dimdiata (Latreille, 1811) na Guatemala, Stevens et al. (2015) ndo encontraram
diferengas significativas no fluxo génico entre os sexos dos insetos usando
microssatélites. Entretanto, para T. juazeirensis — um membro do complexo T.
brasiliensis — Carbajal de la Fuente et al. (2007) encontraram mais machos do
que fémeas que foram coletados em armadilhas luminosas, as quais captura
insetos voadores (dispersantes). Lilioso et al. (2017) também capturaram via
busca ativa, em geral, mais que o dobro de machos do que de fémeas. Essa
relacdo foi inversa para insetos peridomiciliares. E importante reconhecer a
diferenga nos métodos de captura em ambientes peridomésticos e silvestres.
Esses Ultimos autores relatam a captura noturna de insetos que estdo se
dispersando no ambiente silvestre, ao passo que para o0 ambiente
peridoméstico as capturas sao diurnas, sendo capturado os insetos inativos.

As 220 sequéncias do gene mitocondrial Cyt B de T. brasiliensis foram
distribuidas em 30 populagdes. Para mosquitos, Lorenz et al. (2017)
apresentaram pistas interessantes sobre padrdes seletivos observados por
marcadores moleculares, que foram corroborados por marcadores

morfométricos. Entretanto, os testes de neutralidade apontaram, em geral, para
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evolucao aleatéria ("neutra"). Ou seja, sem indicios de seleg¢édo direcional ou
selecdo de equilibrio, expanséo ou contragdo demogréfica. Isso vai de encontro
aos resultados de Almeida et al. (2008) — usando 0 mesmo gene. A analise de
variancia molecular hierarquica (AMOVA) foi conduzida para avaliar o papel
das forcas geograficas e ecotipicas na estrutura genética de T. brasiliensis.
Neste caso, sabe-se que o ecbdtopo nao influencia o gendtipo, mas para outros
vetores o fluxo génico ocorre predominantemente entre os ec6topos, como o
observado para T. infestans nos vales andinos (Piccinali et al., 2011). Nem a
forca geografica tampouco a ecotipica explicou a distribuicdo da variacao
molecular, pois um maior percentual de variacédo foi notado dentro dos grupos e
dentro das populacdes geograficas e ecotipicas. Esses resultados estdao de
acordo com Almeida et al. (2008), embora estes autores tenham notado uma

maior influéncia da forga ecotipica.

De acordo com Lorenz et al., (2014), a morfometria geométrica pode ser
aplicada tanto para a compreensdo de processos macroevoutivos quanto
microevolutivos em insetos vetores. No que se refere aos processos
microevoutivos, em geral, o dendrograma construido com as matrizes de ®sr
revelaram a forca geografica da distribuicao da variacao genética. Por exemplo,
a maioria das populacdes de Currais Novos (CN#) se posicionaram no mesmo
ramo. Isso foi observado para algumas populagbes de Cajazeiras (CZ#) e
Emas (EM#). Ambos os marcadores moleculares e morfométicos indicaram
associacao entre uma populacgao silvestre (MV21S) e peridoméstica (MV18P)
de Marcelino Vieira. E importante ressaltar que essa Ultima foi coletada no sitio
do engenho onde aconteceu o surto chagasico (Vargas et al. 2018).

O confronto dos resultados das ferramentas moleculares e
morfométricas mostrou baixa conformidade. Mas em ambos os dendrogramas
as populagdes de Cajazeiras e Currais Novos se agruparam em um mesmo
ramo. Essa conformidade ja foi testada por outros autores e para outras
espécies, como é o caso do T. dimidiata na peninsula de Ycantan no México
(Dumonteil et al., 2007b) e para T. infestans na Argentina (Piccinali and Gurtler,
2015).

A estratégia de se observar as variagdes dentro de uma menor escala

geogréfica visou buscar pistas sobre o0s processos de infestacao
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(peri)domiciliar. Assim, no que se refere aos vetores da doenca de Chagas no
Brasil, este trabalho é a primeira tentativa de testar por meio da morfometria
geométrica os processos de infestacao (peri)domiciliar

Schachter-Broide et al. (2004) aplicaram essa abordagem para testar a
infestacdo de T. infestans na Argentina e concluiram que a morfometria
geométrica representa uma metodologia Gtil para essa finalidade. Entretanto,
as populacbées avaliadas por esses autores provém somente de eco6topos
artificias. Tendo em vista que foi notado previamente que o ecdétopo parece
exercer importante efeito na variacdo morfométrica, as associacdes
morfométricas entre populacées de distintos ecétopos podem ser encaradas
como importantes pistas dos processos de infestacdo — quando analisados
dentro de um mesmo municipio. Neste sentido, a morfometria geométrica foi
mais sensivel para delimitar as populagdes em microescala geografica do que
em macroescala (para grupos de populagdes) o que foi evidenciado nos mapas
fatoriais. Por exemplo, nos mapas que ilustram as analises das variaveis
canbnicas — tanto para machos quanto para as fémeas — as populacdes
peridomiciliares de Cajazeiras e Sao José dos Espinharas apresentaram
grupos bem definidos e diferenciados entre si, 0 que coloca em questdo o
papel do ecotopo na distribuicdo da variagdo morfométrica. Esses achados
corroboram a linha de pensamento de que essa metodologia pode ser usada

para a detec¢ao dos focos de infestagcdo (Dujardin et al. 2007).

E possivel que o genoma da espécie T. brasiliensis carregue uma carga
que permita igual plasticidade morfolégica ao longo de todo o alcance da
coleta. Entretanto, eventos demograficos, tais como gargalos ou efeito
fundador, podem estar atuando para manter a homogeneidade em grupos de
insetos coletados em um mesmo ponto. A retengcdo do carater ancestral em
todas as populagdes amostradas pode também auxiliar na explicagédo desses
resultados. Essa retengéo foi constatada neste trabalho também por analises
moleculares: o hapldtipo ancestral do Cyt B é o mais frequente em todo o
alcance da coleta, sendo este fenbmeno ja bem conhecido para T. brasilensis
por outros autores ( Monteiro et al., 2004; Almeida et al., 2008, 2016; Lima-
Oliveira et al., 2020). O poder demonstrado pela morfometria geométrica para
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delimitar populacdes pontuais em microescala geografica indica que essa
metodologia apresenta mais resolu¢ao do que o marcador molecular utilizado.

Em muitos casos, ambos marcadores sugeriram uma estruturacao
geogréfica e ecotipica para T. brasiliensis. Mas houve excecbes para quase
todos os grupos de populagdes, o que foi refletido na baixa correlacdo da
diferenciagdo genética/morfométrica vs distancia geografica. Entretanto, como
houve resolucédo na delimitagdo populacional em microescala geogréfica para a
morfometria geométrica — que esteve em conformidade com resultados da
variacdo molecular — a combinacdo destes marcadores pode auxiliar na
tomada de decisdo para medidas de controle mais racionais, direcionadas e
com economia de recursos (como o aplicado nas borrifagdes domiciliares por
inseticidas). A comparacdo da geometria da venacdo das asas dos
triatomineos é uma técnica barata e de rapida execucao. Os resultados aqui
apresentados indicam existir potencial aplicabilidade dessa técnica nas
medidas de controle vetorial, como por exemplo priorizar os esforcos de
controle em areas morfometricamente proximas por possuirem mais

probabilidade de haver fluxos migratérios em comum entre essas populacoes.
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Conclusoes

A forga ecotipica parece influenciar a distribuicio da variagéo

morfométrica, mas nao da variagdo molecular;

As populagcdes mostraram mais estruturacdo morfométrica em
microescala geografica do que em macroescala, o que pode ser
resultado da plasticidade fenotipica da espécie, associada a processos
demograficos — que levam a homogeneizacdo morfolégica nos pontos

de coleta;

Apesar do relativo agrupamento geografico, o teste de Mantel indicou
que a distancia geogréafica nao explica a variagdo morfométrica e

molecular;

Os testes de Mantel indicaram discordancias para a correlacao entre as
matrizes de diferenciagcdo molecular e distancias de Mahalanobis;

Os achados indicam que a morfometria geométrica pode auxiliar na
deteccao de processos demograficos ou microevolutivos em microescala
geogréafica;

Como a morfometria € uma técnica barata, de rapida execucédo e
processamento, existe o potencial para sua aplicagdo nas medidas de

controle vetorial.
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