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Jurberg, Cunha & Rocha, 2013 (Hemiptera, Reduviidae,
Triatominae) por microscopia eletrénica de varredura
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RESUMO

OBJETIVO: Ampliar o conhecimento da morfologia dos ovos de Triatoma pintodiasi, pelas técnicas de microscopia
bptica e de microscopia eletrdnica de varredura (MEV), possibilitando a visualizacGo de aspectos que servirdo de
par&metros para a caracterizagdo e a identificacdo dessa espécie. MATERIAIS E METODOS: Para a microscopia
bptica, selecionaram-se 12 ovos, logo apds a postura, observados através da lupa estereoscédpica para visualizacéo
das estruturas e afericio das medidas. Para a morfometria, utilizou-se a escala em ldmina micrométrica e,
posteriormente, analisada por um software, visando obtencdo de média e desvio padréo. Para a selecéo das dreas
e observacoes de suas estruturas, selecionaram-se 10 ovos, que foram preparados, metalizados com ouro e levados
4 MEV. O corpo do ovo foi dividido em trés dreas, com a contagem de perfuracdes em trés células de cada drea,
visando minimizar a fracdo de erros de contagem e da mensuracéo de estruturas. RESULTADOS: Os ovos mediam,
em média, 1,51 mm de comprimento e 0,89 mm de largura, corpo com exocdrio no primeiro terco da extensdo do
ovo apresentando células poligonais, variando entre pentagonais e hexagonais. As células do corpo apresentaram
perfuracées esparsas, variando entre 21-35 orificios em cada célula. Opérculo levemente proeminente formado
por células poligonais abauladas. CONCLUSAO: A andlise dos ovos revelou que T. pintodiasi mostra similaridades
estruturais com Triatoma circummaculata, porém a configuragéo do primeiro terco do exocério é uma caracteristica
representativa importante e pode servir de base para estudos mais aprofundados sobre essas espécies.

Palavras-chave: Reduviidae; Triatominae; Doenca de Chagas.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To increase the knowledge of the morphology of the eggs of Triatoma pintodiasi by optical microscopy
and scanning electron microscopy (SEM), allowing the visualization of characteristics that can be patterns for
characterization and identification of this species. MATERIALS AND METHODS: For the optical microscopy,
12 eggs were selected shortly after to be laid, and observed through the stereoscopic magnifying glass for viewing
the anatomical structures and the assessment of measurements. For the morphometry, the micrometric scale was
used, and later analyzed by a software for medium leakage and standard deviation. For the selection of the areas
and observations of their structures, 10 eggs were selected, prepared, metalized with gold and analyzed by SEM.
The egg body was divided into three areas, with the counting of perforations in three cells of each area, aiming
to minimize the fraction of errors of counting and measurement of structures. RESULTS: The median values for the
eggs were 1.51 mm in length and 0.89 mm in width, body with exocory in the first third of the extension of the egg
presenting polygonal cells, varying pentagonal and hexagonal. Body cells showed sparse perforations ranging from
21 to 35 holes in each cell. Lightly prominent opérculo formed by bulged polygonal cells. CONCLUSION: The
analysis showed structural similarities between T. pintodiasi and Triatoma circummaculata, but the configuration of the
first third of the exochorium is an important feature and can be the basis for further studies on these species.
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INTRODUCAO

Triatoma  pinfodiasi  Jurberg, Cunha & Rocha,
2013 (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae) é uma
espécie criptica do subcomplexo Triatoma rubrovaria
que apresenta grande semelhanca  morfolégica
com a Triatoma circummaculata (Stél, 1859). Suas
principais diferencas, em relacdo & T. circummaculata
e & Triatoma carcavalloi Jurberg, Rocha & Lent,
1998, estdo na pigmentacdo do lobo posterior do
pronoto, na morfologia da genitdlia do macho, nas
proporcdes morfométricas da cabeca e na dosagem de
proteinas presentes na hemolinfa'. Essas trés espécies
neotropicais sdo simpdtricas, podendo ser encontradas
vivendo em rochedos e pedregais no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, sendo raramente observadas
no intra e peridomicilio, e, at¢ o momento, somente
a T circummaculata foi encontrada naturalmente
infectada pelo Trypanosoma cruzi'2.

No processo de idenfificacio e classificacéo
desses vetores da doenca de Chagas, o conhecimento
taxondémico adequado é fundamental para a
delimitacéo interespecifica das espécies. Devido ao
processo de especiacdo continuo, existem dificuldades
ou até impedimentos para a delimitacdo de
determinados taxons®*, e, por isso, algumas ferramentas
vém sendo incorporadas & taxonomia morfolégica
cldssica, a fim de auxiliar na identificacéo de caracteres
que servirdo como parGmetros para a delineagdo
correta de uma espécie. Dentre as abordagens, pode-se
citar o estudo comparativo da morfologia das genitdlias
dos machos e as técnicas bioquimicas, moleculares
e estatfisticas'>%’. Nesse conftexto, a microscopia
eletrébnica de varredura (MEV) tornou-se uma grande
aliada da taxonomia no estudo da Triatominae devido
a sua eficdcia, demonstrando excelentes resultados
por meio da andlise estrutural de uma superficie,
atribuindo-lhe maior resolucéo, possibilitando observar
estruturas que ndo sdo vistas a microscopia Optica e,
assim, auxiliando para a descrigdo de novas espécies e
estudos taxondmicos®? 101112,

Uma andlise morfolégica comparativa, elaborada
por Barata'®, detalhou as caracteristicas macroscédpicas
e exocoriais de 10 espécies do género Rhodnius
Sté&l, 1859, observadas por meio da técnica de MEV,
possibilitando a organizacdo de uma chave para as
mesmas. Os resultados de tal estudo corroboraram as
teses de Pinto'* e de Galliard'®, dentre os primeiros a
estabelecerem que a ornamentacdo do exocério dos
ovos de triatomineos poderia ser usada na identificacdo
de algumas espécies.

Com o objetivo de ampliar o conhecimento e a
caracterizacéo da espécie T. pintodiasi, a morfologia dos
ovos foi descrita, utilizando-se as técnicas de microscopia
6ptica e de MEV, incluindo a caracterizacéo do seu perfil
morfométrico e a comparacéo da sua configuracéo exocorial
com a T. circummaculata.

MATERIAIS E METODOS

Cinco machos e sete fémeas foram separados
para a formacdo de colénia e consequente obtencdo

de ovos. Esses espécimes eram oriundos de colénias
do insetdrio existente no Laboratério Nacional
e Internacional de Referéncia em Taxonomia de
Triatomineos do Instituto  Oswaldo Cruz (IOC),
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), e eram provenientes
de coletas no Rio Grande do Sul, na localidade do
Rincdo dos Ventura, na cidade de Santa Maria. As
colénias foram mantidos em cristalizadores de vidro,
com suporte de madeira e papel filtro em seu interior
para aumentar a superficie de contato e diminuir a
umidade. A temperatura e umidade foram registradas
duas vezes ao dia (manhé e tarde).

Para o microscopia &ptica, foram selecionados
12 ovos logo apés a postura, que foram observados
através da lupa estereoscépica ZEISS STEMI SV 11,
para visualizacdo das estruturas e afericdo das medidas.
Para morfometria, foi utilizada escala em lamina
micrométrica, posteriormente processada no software
Microsoft Office Excel 2007 para obtencéo de média
e desvio padrdo (DP). Para a andlise estrutural, foram
selecionados 10 ovos limpos, fixados em fita dupla
face em stubs metdlicos, posteriormente metalizados
com ouro e levados ao MEV modelo JEOL JSM —
6390LV, para selecéo das dreas e observacées de suas
estruturas. Com o intuito de minimizar a fracdo de
erros na contagem e na mensuracdo das estruturas, o
corpo do ovo foi dividido em trés dreas (Figura 1A) com
contagem das perfuracées em trés células de cada drea.

Todo o material citado nos resultados encontra-se
depositado na Colegéo Herman Lent (IOC/Fiocruz).
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A: Diviséo do exocério — (a) primeiro terco, (b) segundo terco, (c) terco
final; B: Visdo geral do ovo — (ex) exocério, (op) opérculo.

Figura 1 — Corpo do ovo do T. pintodiasi Jurberg, Cunha &
Rocha, 2013



RESULTADOS
MICROSCOPIA OPTICA

Os ovos apresentaram estrutura  simétrica e
auséncia de "colo" e "colarinho". Denotaram coloracéo
levemente alaranjoda apds a postura, alterando-se de
acordo com a maturacdo do embrido, transpassando
d pigmentacdo levemente avermelhada. Mediram,
em média, 1,51 mm (DP = 0,03) de comprimento
e 0,89 mm (DP = 0,02) de largura (Tabela 1),
apresentando 25% de incidéncia de chanfradura lateral
(achatamento lateral).

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Corpo com exocério (Figura 1B) no primeiro terco
da extensdo do ovo, apresentando células poligonais,
com variago de pentagonais a hexagonais. Essas
apareceram, em maioria, pouco delimitadas quando
préximas da borda (Figura 2) e com auséncia de colo.
No segundo terco do ovo, a arquitetura exocorial
dispunha de células pentagonais e hexagonais
(Figura 3A). As células do corpo apresentaram

perfuracées esparsas, variando entre 21-35 orificios
em cada célula (Figura 3B). Opérculo (Figura 1B)
do tipo verdadeiro, levemente proeminente, formado
por células poligonais abauladas (Figura 4A), em
sua maioria hexagonais, apresentando perfuracées
distribuidas em todas as células e linhas limitantes bem
aparentes com aspecto de sulco (Figura 4A). Opérculo
apenso & borda do ovo, com evidente fenda na juncéo
(Figura 4B). Borda com formato regular em toda sua
extensdo (Figura 5B), presenca de aerépilas (Figura 5A)
e micrépilas (Figura 5B) em todo seu contorno.

Comparando as caracteristicas obtidas por meio
da MEV dos ovos de T. pintodiasi com as discriminadas
por Rosa et al.’® e Cardozo-de-Almeida et al.'' para
T. circummaculata, foi possivel destacar as similaridades
encontradas na configuracdo exocorial das células
do opérculo, juntamente com as do corpo do ovo,
realcando a inespecificidade na quantidade das
perfuracées presentes nas células, ressaltando que esta
¢ a primeira descricdo morfolégica pelo uso de MEV e
morfométrica para ovos de T. pintodiasi.

Tabela 1 — Comparacdes entre os ovos de T. pintodiasi com os de T. circummaculata (descrito por Cardozo-de-Almeida
et al.'" e Rosa et al.’®), evidenciando a similaridade das estruturas exocoriais

Células do opérculo/

Espécie Comprimento/Largura  Perfuracées por células Formato das células Formato do opérculo
Poligonais; existéncia de
T pinfodiasi 1.51/0,89 mm 21-35 algumas penTogonms, Aboulodos,.levemenfe
com maioria proeminente
hexagonais
I circummaculata Abauladas, levemente
(Cardozo-de-Almeida 1,47/0,87 mm Hexagonais v ‘.
n proeminente
etal.l)
Poligonais; existéncia de
Tci lata (R . -
circummaculata (Rosa 1 55/0.90 mm Numerosas algumas pentagonais, Superficie estofada,

et al.'®)

com maioria circular convexa

hexagonais

A morfometria dos ovos foi apresentada de forma elucidativa, devido & diferenga de softwares empregados nos estudos supracitados.

10pm

. X1,200’

Linha limitante perde distincGo & medida que se aproxima da borda: (a) Linha
limitante pouco distinta; (b) Linha limitante bem distinta.

Figura 2 — T pintodiasi Jurberg, Cunha & Rocha, 2013: células préximas
& borda do ovo em seu primeiro ferco
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X1,200  10pm s X1,200 - 10pm

A: Ultraestrutura das células no segundo terco da extenséo do ovo; B: Estrutura do exocério do Gltimo terco do corpo do ovo formada por células
poligonais e perfuracées aparentes nas células hexagonais.

Figura 3 — Células do segundo e do ¢ltimo tercos do ovo de T. pintodiasi Jurberg, Cunha & Rocha, 2013

X1,900 10pm X1,900 10pm

A: Opérculo com células poligonais com aspecto abaulado e levemente proeminentes, evidenciando perfuracées em algumas células; B: Opérculo
apenso & borda do ovo, com evidente fenda na juncéo.

Figura 4 — Opérculo de T. pintodiasi Jurberg, Cunha & Rocha, 2013

X950 20pmr B

A: Borda do ovo com presenca de aerépilas; B: Borda do ovo com formato regular em toda sua extensdo e, em destaque, as micrépilas bem
aparentes na borda do ovo.

Figura 5 — Borda do ovo de T. pintodiasi Jurberg, Cunha & Rocha, 2013
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A observacéo de estruturas caracteristicas, como
aerdpilas e micrépilas, em torno da borda, mostrou que
essas estdo distribuidas de forma regular, com existéncia
de fenda na juncéo do opérculo com a borda do ovo.
Também foi observada a auséncia de colo e colarinho.

DISCUSSAO

Desde que Galliard, em 1935, demonstrou a
importancia das estruturas exocoriais, por variarem de
espécie para espécie, os triatomologistas tiveram acesso
a uma nova ferramenta no rol dos elementos a serem
analisados para caracterizar uma espécie. Dessa forma,
foi possivel ampliar o conceito especifico e aumentar
as condicdes de controle desses vetores da doenca de
Chagas que possuem ciclos biolégicos caracteristicos,
dependendo de temperatura, umidade e fontes
alimentares.

A caracterizagdo da ornamentacéo do exocério,
tamanho, forma e a presenca ou auséncia de
determinadas estruturas servem de pardmetros para
a definicio ou diferenciacdo de algumas espécies'.
Barata'® evidenciou a importéncia dessas estruturas
para a diferenciacdo de 10 espécies do género
Rhodnius, criando uma chave dicotémica baseada nas
caracteristicas morfolégicas dos ovos. Posteriormente,
Goncalves et al.'’®, Rosa et al.’® e Santos-Mallet et
al.’® também evidenciaram a importédncia dessas
estruturas na caracterizacdo de espécies do género
Triatoma.

T pintodiasi é uma espécie criptica em relacdo
& T circummaculata e faz parte do subcomplexo
T. rubrovaria, que é composto por mais cinco espécies:
T. carcavalloi; Triatoma klugi Carcavallo, Jurberg, Lent

& Galvao, 20071; Triatoma limai Del Ponte, 1929;
Triatoma oliveirai (Neiva, Pinto & Llent, 1939); e
T. rubrovaria (Blanchard, 1843).

O perfil morfométrico, obtido por meio da
mensuracdo das dimensdes dos ovos, permitiu
a observacdo da diferenca nas médias quando
comparadas  diretamente  com os trabalhos de
Rosa et al.'® e Cardozo-de-Almeida et al.'' sobre

T. circummaculata. Porém, neste estudo, ndo pdde ser
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