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RESUMEN

OBJETIVO: Ampliar el conocimiento de la morfologia de los huevos de Triatoma pintodiasi, por las técnicas de
microscopia dptica y de microscopia electronica de barrido (MEB), posibilitando la visualizaciéon de aspectos que
servirdn de pardmetros para la caracterizacién y la identificacién de esa especie. MATERIALES Y METODOS: Para la
microscopia éptica, se seleccionaron 12 huevos, enseguida a la postura, observados a través de lupa estereoscdpica
para visualizacién de las estructuras y comparacién de las medidas. Para la morfometria, se utilizé la escala en ldmina
micrométrica y, posteriormente, fue analizada por un software, con el objetivo de obtener la media y el desvio estédndar.
Para la seleccién de las dreas y observaciones de sus estructuras, se seleccionaron 10 huevos, que fueron preparados,
metalizados con oro y llevad a la MEB. El cuerpo del huevo se dividié en tres dreas, con perforaciones en tres células
de cada érea, para minimizar la fraccién de errores de conteo y de la mensuracién de estructuras. RESULTADOS: Los
huevos median, promedio, 1,51 mm de largo y 0,89 mm de ancho, cuerpo con el exocorion en el primer tercio de la
extension del huevo presentando células poligonales, variando entre pentagonales y hexagonales. Las células del cuerpo
presentaron perforaciones esparcidas, variando entre 21-35 orificios en cada célula. Opérculo levemente prominente
formado por células poligonales arqueadas. CONCLUSION: El andlisis de los huevos revelé que T. pinfodiasi demuestra
similitudes estructurales con Triatoma circummaculata, sin embargo, la configuracién del primer tercio del exocorion es
una caracteristica representativa importante y puede servir de base para estudios més profundos sobre esas especies.
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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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INTRODCCION

Triatoma pintodiasi Jurberg, Cunha & Rocha, 2013
(Hemiptera, Reduviidae, Triatominae) es una especie
criptica del subcomplejo Triatoma rubrovaria que
presenta gran semejanza morfolégica con la Triatoma
circummaculata (St8l, 1859). Sus principales diferencias, en
relacién a la T. circummaculata y a la Triatoma carcavalloi
Jurberg, Rocha & Lent, 1998, estdn en la pigmentacién
del I6bulo posterior del pronoto, en la morfologia de la
genitalia del macho, en las proporciones morfométricas
de la cabeza y en lao dosis de proteinas presentes en
la hemolinfa'. Esas tres especies neotropicales son
simpdtricas, y pueden ser encontradas viviendo en rocas
y pedregales en el estado de Rio Grande do Sul, Brasil, y
raramente observadas en el intra y peridomicilio, y, hasta
el momento, solamente la T. circummaculata fue hallada
naturalmente infectada por el Trypanosoma cruzi'?.

En el proceso de identificacién y clasificacion de estos
vectores de la enfermedad de Chagas, el conocimiento
taxonémico adecuado es fundamental para la
delimitacion interespecifica de las especies. Debido al
proceso continuo de especiacién, existen dificultades o
incluso, impedimentos para la delimitacién de ciertos
taxones®* y, por lo tanto, se han incorporado algunas
herramientas en la taxonomia morfolégica cldsica,
para ayudar a identificar caracteres que servirdn como
pardmetros para la correcta delineacién de una especie.
Entre los enfoques, se puede citar el estudio comparativo
de la morfologia de los genitales de los machos y
las técnicas bioquimicas, moleculares y estadisticas
1567 En este contexto, la microscopia electrénica de
barrido (MEB) se ha convertido en un gran aliado de
la taxonomia en el estudio de la Triatominae debido a
su efectividad, demostrando excelentes resultados a
través del andlisis estructural de una superficie, déndole
mayor resolucién, permitiendo observar estructuras que
no pueden observarse bajo microscopia éptica y, por
lo tanto, ayudan en la descripciéon de nuevas especies vy
estudios taxonémicos®?/ 101112

Un andlisis morfolégico comparativo, elaborado
por Barata'®, detallé las caracteristicas macroscédpicas
y exocoriales de 10 especies del género Rhodnius
Stél, 1859, observadas a través de la técnica de MEB,
posibilitando organizar una clave para las mismas.
Los resultados de tal estudio corroboraron las tesis de
Pinto'* y de Galliard', entre los primeros a establecer
qgue la ornamentacién del exocorion de los huevos
de triatéminos podria usarse en la identificacion de
algunas especies.

Con el objetivo de ampliar el conocimiento y la
caracterizacién de la especie T. pintodiasi, la morfologia
de los huevos se describié utilizando las técnicas de
microscopia 6pticay de MEB, incluyendo la caracterizacién
de su perfil morfométrico y la comparacién de su
configuracién exocorial con la T. circummaculata.

MATERIALES Y METODOS

Cinco machos y siete hembras fueron separados
para la formacién de colonia y la consecuente obtencién
de huevos. Estos especimenes provenian de colonias

del insectario existente en el Laboratorio Nacional e
Internacional de Referencia de Taxonomia de Triatéminos
del Instituto Oswaldo Cruz (COI), Fundacién Oswaldo
Cruz (Fiocruz), y provenian de recoleccién en Rio Grande
do Sul, Rincéo dos Ventura en la ciudad de Santa Maria.
Las colonias se mantuvieron en cristalizadores de vidrio,
con soporte de madera y papel de filtro en el interior
para aumentar la superficie de contacto y disminuir la
humedad. La temperatura y la humedad se registraron
dos veces al dia (mafana y tarde).

Para la microscopia éptica, se seleccionaron
12 huevos inmediatamente después de la puestaq,
que se observaron a través de lupa estereoscodpica
ZEISS STEMI SV 11, para visualizar las estructuras y la
comparacién de las mediciones. Para la morfometria,
utilizamos una escala en ldmina micrométrica, que luego
se procesd en el software Microsoft Office Excel 2007
para obtener el promedio y el desvio estandar (DE).
Para el andlisis estructural, se seleccionaron 10 huevos
limpios, fijados en cinta adhesiva doble cara en stubs
metdlicos, luego metalizados con oro y llevados al MEB
modelo JEOL JSM — 6390LV para la seleccién de dreas y
observacién de sus estructuras. Para minimizar la fraccién
de errores en el conteo y medicién de las estructuras, el
cuerpo del huevo se dividié en tres dreas (Figura 1A) con
recuento de perforaciones en tres células en cada édrea.

Todo el material citado en los resultados estd
depositado en la Colecciéon Herman Lent (IOC/Fiocruz).

X60 200pm

< op

X75  200pm

A: Divisién del exocorion — (a) primer tercio, (b) segundo tercio,
(c) tercio final; B: Visién general del huevo — (ex) exocorion, (op)
opérculo.

Figura 1 — Cuerpo del huevo de T pintodiasi Jurberg, Cunha
& Rocha, 2013
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RESULTADOS
MICROSCOPIA OPTICA
Llos huevos presentaron estructura simétrica y

ausencia de "cuello" y "collar". Denotaron una coloracién
levemente anaranjada luego de la puesta, que se altera
conforme a la madurez del embrién, traspasando a la
pigmentacién ligeramente rojiza. Midieron, en promedio,
1,5Tmm (DP = 0,03) de largo y 0,89mm (DP = 0,02)
de ancho (Tabla 1), presentando 25% de incidencia de
chanfleado lateral (aplanamiento lateral).

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Cuerpo con exocorion (Figura 1B) en el primer
tercio de la extensién del huevo, presentando células
poligonales, con variacién de pentagonales a
hexagonales. Estas aparecieron, en su mayoria, poco
delimitadas cuando préximas del borde (Figura 2)
y con ausencia de cuello. En el segundo tercio del
huevo, la arquitectura exocorial disponia de células
pentagonales y hexagonales (Figura 3A). Las células
del cuerpo presentaban perforaciones esparcidas,

variando entre 21-35 orificios en cada célula
(Figura 3B). Opérculo (Figura 1B) del tipo verdadero,
levemente prominente, formado por células poligonales
convexas (Figura 4A), en su mayoria hexagonales,
con perforaciones distribuidas por todas las células
y lineas limitantes bien aparentes con aspecto de surco
(Figura 4A). Opérculo anexo al borde del huevo, con
evidente hendidura en la unién (Figura 4B). Borde con
formato regular en toda su extensién (Figura 5B),
presencia de aerdpilas (Figura 5A) y micrépilas
(Figura 5B) en todo su contorno.

Al comparar las caracteristicas obtenidas por el MEB
de los huevos de T pintodiasi con las discriminadas
por Rosa et al.'y Cardozo-de-Almeida et al."' para
T. circummaculata, fue posible destacar las similitudes
encontradas en la configuracién exocorial de las células
del opérculo, junto con las del cuerpo del huevo,
destacando la no especificidad en la cantidad de
perforaciones presentes en las células, enfatizando que
esta es la primera descripciéon morfolégica por el uso de
MEB y morfométrica para huevos de T. pintodiasi.

Tabla 1 — Comparacién entre los huevos de T. pintodiasi con los de T. circummaculata (descrito por Cardozo-de-Almeida et al.! y

Rosa et al.’®), mostrando la similitud de las estructuras del corion

Células del opérculo/

Especie Largo/Ancho Perforaciones por células Formato de las células ,
Formato del opérculo
Poligonales; existencia de Convexas. levemente
T. pintodiasi 1,51/0,89 mm 21-35 algunas pentagonales, con !
P prominentes
mayorfa hexagonal
T. circummaculota Convexas, levemente
(Cardozo-de-Almeida et 1,47/0,87 mm 35 Hexagonales !
al.n) prominentes
T lofo (R Poligonales; existencia de Superficie acolchada
. mm ,
crreummacuiara {rosa 1,55/0,90 mm Numerosas algunas pentagonales, con P

et al.’9)

. circular convexa
mayorfa hexagonal

La morfometria de los huevos se presenté de forma esclarecedora, debido a la diferencia de softwares empleados en los estudios antes mencionados

10pm

X1,200’

Linea limitante pierde distincién a medida que se aproxima del borde: (a) Linea
limitante poco distinguible; (b) Linea limitante bien distinguible

Figura 2 — T pintodiasi Jurberg, Cunha & Rocha, 2013: células préximas
al borde del huevo en su primer tercio

Rev Pan-Amaz Saude 2018; 9(2):1-6 — e-1SSN: 2176-6223
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X1,200  10pm el X1,200 - 10pm

A: Ultraestructura de las células en el segundo tercio de la extensiéon del huevo; B: Estructura del exocorion del Gltimo tercio del cuerpo del huevo
formada por células poligonales y perforaciones aparentes en las células hexagonales.

Figura 3 — Células del segundo y del ¢ltimo tercio del huevo de T. pintodiasi Jurberg, Cunha & Rocha, 2013

X1,900  10pm X1,900 10pm

A: Opérculo con células poligonales de aspecto convexo y levemente prominentes, mostrando perforaciones en algunas células; B: Opérculo anexo
al borde del huevo, con evidente fisura en la unién.

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

3

X950  20pm \ .

A: Borde del huevo con presencia de aerépilas; B: Borde del huevo con formato regular en toda su extensién y, en destaque, las micrépilas bien
aparentes en el borde del huevo.

Figura 5 — Borde del huevo de T. pintodiasi Jurberg, Cunha & Rocha, 2013

Rev Pan-Amaz Saude 2018; 9(2):1-6 — e-ISSN: 2176-6223




La observacién de estructuras caracteristicas, como
las aerépilas y micrépilas, alrededor del borde, mostrd
que estdn distribuidas uniformemente, con una fisura en
la unién del opérculo y el borde del huevo. También se
observé la ausencia de cuello y collar.

DISCUSION

Desde que Galliard, en 1935, demostrd la
importancia de las estructuras exocoriales, por que varian
de especie para especie, los especialistas en triatéminos
tuvieron acceso a una nueva herramienta en la lista de
los elementos a ser analizados para caracterizar una
especie. De esa forma, fue posible ampliar el concepto
especifico y aumentar las condiciones de control de esos
vectores del Mal de Chagas que fienen ciclos biolégicos
caracteristicos, dependiendo de temperatura, humedad y
fuentes alimentarias.

La caracterizacién de la ornamentacién del exocorion,
el tamafo, la forma y la presencia o ausencia de ciertas
estructuras sirven como pardmetros para la definicién o
diferenciacién de algunas especies'’. Barata'® mostré la
importancia de estas estructuras para la diferenciacién
de 10 especies de Rhodnius, creando una clave
dicotémica basada en las caracteristicas morfolégicas
de los huevos. Posteriormente, Goncalves et al.'8, Rosa
et al.’® y Santos-Mallet et al.’® también destacaron la
importancia de estas estructuras en la caracterizacién de
especies del género Triatoma.

T. pintodiasi es una especie criptica con respecto a
T. circummaculata y forma parte del subcomplejo de
T. rubrovaria, que se compone de otras cinco especies:
T. carcavalloi; Triatoma Klugi Carcavallo, Jurberg, Lent &
Galvao, 20071; Triatoma Del Ponte, Lima, 1929; Triatoma
oliveirai (Neiva, Pinto y Lent, 1939); y T rubrovaria
(Blanchard, 1843).

El perfil morfométrico, obtenido midiendo las
dimensiones de los huevos, permitié observar la diferencia
de promedios cuando se comparé directamente con los
estudios de Rosa et al.' y Cardozo-de-Almeida et al'!
sobre T. circunmaculata. Sin embargo, en este estudio,
no se pudo realizar un andlisis estadistico comparativo
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