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Que reste t-il de la vie, excepté d’avoir aimé 

Victor Hugo 
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sous la pleine lune et qui galopent ensemble dans les prairies éternelles, au pays des vertes 

années.  

Avec le soleil et le vent 

Avec la pluie et le beau temps 

Georges Brassens 
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I. Résumé 

Les perturbations anthropiques en Amazonie liées au déboisement de la fôret tropicale 

conduisent à une mosaïque de paysages constituée principalement de forêts secondaires, 

palmeraies, jachères et pâturages. Ces modifications favorisent la prolifération de grands 

palmiers héliophiles invasifs du genre Attalea,  palmiers qui constituent l’écotope principal 

des espèces de Rhodnius, punaises hématophages vectrices de Trypanosoma cruzi, l’agent 

étiologique de la maladie de Chagas ou trypanosomiase américaine en Amérique Latine. 

Cette étude a porté sur différentes unités de paysage de trois communautés rurales du 

moyen Tapajós (Amazonie brésilienne) ayant une époque d’installation différente sur le 

terrritoire (25-75 ans). Six unités de paysage ont été définies sur le terrain et appliquées via 

une classification supervisée à une image SPOT 5, afin d’obtenir une cartographie du risque 

environnemental associé à la présence de palmiers dans la région. 

Sur les cent trente trois palmiers disséqués appartenant aux trois espèces Attalea 

maripa, A. phalerata et A. speciosa, 73 (54.88%) étaient infestés par R. robustus (742 insectes 

récoltés). Des diminutions significatives de densité de triatomes ont été observées chez A. 

maripa, dans la communauté la plus récemment établie (Araipá) et dans les unités de paysage 

les plus anthropisées.  

L’infection des insectes par T. cruzi et T.rangeli a été examinée à l’aide de méthodes 

moléculaires (mini exon SL_IR and sno-RNA-C11). Respectivement 123 (16.57%) et 69 

(9.3%) insectes dans 31 (23.3%) et 17 (13.82%) palmiers ont été identifiés positifs à T. cruzi 

et à T. rangeli. Aucune infection n’a été trouvée dans les insectes collectés à Araipá et aucune 

différence significative n’a été mise en évidence entre les différentes unités de paysage. Les 

souches de T. cruzi identifiées à l’aide de 4 marqueurs moléculaires (mini exon SL-IR, GPI, 

HSP60 et D7-24α-rRNA) appartiennent à la lignée TcId et 10 (8.13%) individus présentent 

une infection mixte TcI-TcII.  

Vingt espèces d’hôtes réparties en trois classes (mammifères, oiseaux, sauropsidés) 

ont été identifiées comme sources alimentaires à partir du repas sanguin contenu dans le tube 

digestif des insectes, à l’aide d’amorces cytochrome b, spécifiques de vertébrés. Quatre-vingts 

et un pourcent des repas détectés ont été effectués sur des mammifères, hôtes potentiels de T. 
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cruzi dont Tamandua tetradactyla, source alimentaire principale. Cet hôte a été clairement 

identifié comme réservoir de T. rangeli ainsi que suggéré pour T. cruzi.  

L’analyse phylogénique réalisée à l’aide de séquences de cytochrome b démontre que 

les individus de Rhodnius identifiés dans la région du Tapajos appartiennent au clade II, ce 

qui correspond à une extension de l’aire précédemment décrite pour ce clade. L’utilisation du 

marqueur mitochondrial cytochrome b a permis de mettre en évidence une structuration 

phylogénétique (haplogroupes) non retrouvée à l’aide des marqueurs microsatellites. Ce 

résultat montre que l’histoire des gènes (génome mitochondrial) ne retrace pas l’histoire des 

individus (microsatellites, 10 locus). L’analyse de génétique des populations conduite à l’aide 

des deux types de marqueurs n’a pas révélé de structuration génétique au sein de la zone 

d’étude entre les communautés ou les unités de paysage.  

Cette étude met en évidence des flux géniques importants peu sensibles à la 

fragmentation du milieu, la dynamique d’invasion des palmiers assurant aux insectes une 

connectivité fonctionnelle entre les différentes unités de paysages et les communautés. La 

prédiction du risque environnemental lié à la situation du Tapajós va vers une augmentation 

du risque de transmission de la Maladie de Chagas dans cette région, du fait de l’abondance 

des palmiers, de leur forte connectivité, et de la présence de vecteurs et d’hôtes infectés 

circulant entre les différentes communautés et unités du paysage.  
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II. Abstract 

Anthropic disturbances from deforestation of Amazon tropical forest leads to a mosaic 

of landscapes composed of secondary vegetation (secondary forest, palm groves, fallows) and 

pasture. These changes result in the proliferation of invasive heliophilous palm trees of the 

family Attalea spp., the principal ecotope of Rhodnius species, bloodsucking bug vectors of 

Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease in Latin America. 

The present study focuses on different landcover classes of three rural communities of 

the Tapajós watershed (Brazilian Amazon) with different settlement times (25-75 years). Six 

different land-cover classes were identified on the field and applied through supervised 

classification on a SPOT 5 image of the study area in order to cartography environmental risk 

associated to palm tree presence in the area.  

Three hundred and thirty palm trees of three species Attalea maripa, A. phalerata and 

A. speciosa were dissected of which 73 (54.88%) were infested with R. robustus (742 insects 

collected). The distribution of palm species varied in each community, A. maripa was the 

only species found in the most recently settled community (Araipá). Significant decreases in 

bug density were observed in A. maripa, in the community most recently established (Araipá) 

and in the two most anthropogenic landcover classes.  

Infection of insects by T. cruzi and T. rangeli was examined using molecular methods 

(mini exon SL_IR and sno-RNA-C11). Respectively, 123 (16.57%) and 69 (9.3%) insects in 

31 (23.3%) and 17 (13.32%) palms were identified as positive for T. cruzi and T. rangeli. A 

lack of infection was detected in Araipá but no differences were observed between the 

different landcover classes. The strains of Trypanosoma cruzi were identified using four 

distinct molecular markers (mini-exon SL-IR, GPI, HSP60 and D7-24α-rRNA) as belonging 

to the lineage TCI specifically TcId and 10 (8.13%) individuals showed a mixed infection 

TCI-TCII.  

Twenty host species divided into three classes were identified (mammals, birds, 

reptiles) were identified as food source from blood meal from the bug gut with cytochrome b 

primers, specific for vertebrates (25.74% of meals). Eighty-one percent of meals were 

conducted on mammals, potential hosts of T. cruzi, especially on Tamandua tetradactyla, 
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identified as the main food source. This host was clearly identified as a reservoir for T. 

rangeli and also suggested for T. cruzi. 

Phylogenetic analysis performed using cytochrome b sequences, identified Rhodnius 

individuals in the Tapajós region within clade II, which represent an extension of the range 

previously described for this clade. The use of the cytochrome b marker also revealed a 

phylogenetic structure (haplogroups) not found using microsatellite markers. This result 

showed that the history of the genes (mitochondrial genome) does not match the history of 

individuals (microsatellites, 10 loci). Population genetics analysis conducted using both 

markers did not reveal genetic structure within the study area between the communities or the 

land cover classes. The study revealed significant gene flow, which was not restricted by the 

fragmentation of the environment. The invasive dynamics of Attalea palm trees provide a 

functional connectivity for insects to move between the different landcover classes and 

communities.  

Due to the abundance of palm trees and their high connectivity, the presence of 

vectors and infected hosts moving between the different communities and landcover classes, 

the environmental risk constituted by Attalea palm tree presence of Chagas disease in Tapajós 

region will presumably continue to increase. 
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III. Resumo  

As alterações antrópicas na Amazônia resultantes do desmatamento da floresta 

tropical resultam em um mosaico de paisagens constituídas principalmente por florestas 

secundárias de palmeiras, pastagens e capoeiras. Estas modificações favorecem a proliferação 

de grandes palmeirais do gênero Attalea, que constituem ecótopo principal das espécies de 

Rhodnius, insetos hematófagos e vetores do Trypanosoma cruzi, o agente etiológico da 

doença de Chagas ou Tripanossomíase Americana na América Latina. 

Este estudo se baseia em diferentes unidades de paisagem de três comunidades rurais 

do medio Tajapós (Amazônia brasileira) que possuem diferentes tempos de ocupação sobre o 

território (25-75 anos). Seis unidades de paisagem foram definidas e aplicadas com o auxílio 

de uma classificação supervisionada de imagem SPOT 5 afim de obter uma cartografia do 

risco ambiental associada à presença de palmeiras na região. 

No total 133 palmeiras foram dissecadas pertencentes a três espécies: Attalea maripa, 

Attalea phalerata e Attalea speciosa , estando 73 (54,88%) infestadas por R. robustus (742 

insetos). Diminuições significativas da densidade de triatomíneos foram observadas em A. 

maripa na comunidade com menor tempo de ocupação (Araipá) e na unidade de paisagem 

mais antropizada. 

A infecção dos insetos por T. cruzi e por T. rangeli foi realizada com o auxílio de 

métodos moleculares (mini exon SL_IR e sno-RNA-Cl1). Respectivamente 123 (16,57%) e 

69 (9,3%) triatomíneos estavam infectados e distribuídos em 31 (23,3%) e 17 (13,82%) 

palmeiras positivas para T. cruzi e T. rangeli. Não foram encontrados insetos infectados em 

Arraipá e nenhuma diferença significativa foi observada entre as diferentes unidades de 

paisagem. Os isolados de T. cruzi foram caracterizados com a ajuda de quatro marcadores 

moleculares (mini exon SL-IR, GPI, HPS60 e D724α-rRNA) e os resultados demonstraram a 

presença de TcId (8,13%), além de 10 indivíduos apresentaram infecção mista com TcI e 

TcII. 

Vinte espécies de hospedeiros vertebrados de três classes (mamíferos, aves e répteis) 

foram identificadas como fonte de alimentação dos triatomíneos a partir do conteúdo do tubo 

digestivo, utilizando como marcador o citocromo B específico de vertebrados. Os resultados 

demonstraram que 81% dos repastos sanguíneos foram realizados em mamíferos, hospedeiros 
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potenciais do T. cruzi, sendo o Tamandua tatradactyla a principal fonte alimentar. Este 

hospedeiro foi claramente identificado como reservatório do T. rangeli, sugerindo ser também 

reservatório para T. cruzi. 

A análise filogenética realizada a partir de sequências de citocromo b demonstraram 

que os indivíduos de Rhodnius identificados na região do Tajajós pertencem ao clado II, que 

corresponde a uma extensão da área descrita para este clado. A utilização do marcador 

mitocondrial citocromo b permitiu evidenciar uma estruturação filogenética (haplogrupos) 

encontrada a partir de marcadores de microsatélites. Este resultado demonstra que a história 

dos genes (genoma mitocondrial) não acompanha a história dos indivíduos (microsatélites, 10 

locus). A análise de genética de população realizada com 10 tipos de marcadores não revelou 

estruturação genética dentro da área de estudo, entre as comunidades e até mesmo nas 

unidades de paisagem. 

Este estudo evidencia pouca sensibilidade do fluxo gênico à fragmentação do meio e 

garantindo uma conectividade funcional entre as diferentes unidades de paisagem e entre as 

comunidades pela dinâmica de invasão das palmeiras pelos insetos. A predição do risco 

ambiental a partir da situação do Tapajós torna-se um risco de transmissão da doença de 

Chagas humana nesta região, devido a abundância de palmeiras, a presença de vetores e 

hospedeiros infectados circulantes entre as diferentes comunidades e unidades de paisagem. 
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IV. Problématique Générale 

Découverte en 1909 par Carlos Chagas au Brésil, la maladie de Chagas s’est 

progressivement révélée distribuée dans toute l’Amérique latine. Partout sur le continent 

latino américain des initiatives nationales et internationales ont été mises en place afin de 

lutter contre les vecteurs responsables de la transmission de la maladie. Plusieurs grands 

programmes multinationaux coordonnés par l’organisation panaméricaine de la santé (PAHO) 

comme l’ « initiative du cône sud » (INCOSUR, Argentine, Bolivie, Chili, Paraguay et 

Uruguay, en 1991), et l’initiative d’Amérique Centrale (IPCA, 1997) ont largement contribué 

à éliminer les deux espèces principales de vecteurs domiciliés Triatoma infestans et Rhodnius 

prolixus dans certains pays et à diminuer la charge globale de la prévalence de 16-18 millions 

de personnes infectées dans les années 1990 à 9 millions (Schofield et al. 2006, Remme et al. 

2006, Schmunis 1999). Ainsi, en Uruguay, au Chili, au Brésil et dans certaines régions 

d’Argentine, de Bolivie, du Paraguay et d’Amérique Centrale (Moncayo & Silveira 2009), la 

transmission « domestique » par Triatoma infestans a officiellement été éradiquée. Rhodnius 

prolixus considéré comme le vecteur le plus important au Venezuela, en Colombie et dans 

certaines régions d’Amérique Centrale, a été éliminé du Guatemala (Guhl et al. 2009) et est 

en diminution en Amérique Centrale (Schofield et al. 2006). Cependant, une dizaine 

d’espèces de triatomes sont en relation étroite avec l’homme établissant des colonies dans les 

habitations ou les habitats péridomestiques. Les populations sauvages de ces espèces 

domiciliées ainsi que de nombreuses autres espèces sylvatiques sont naturellement répandues 

sur le continent. Ainsi, même l’élimination des populations domestiques ne saurait être 

suffisante contre la ré-infestation des habitations (Schofield et al. 2006, Guhl et al. 2009). 

 Au Brésil, et particulièrement dans les régions jusqu’alors dites préservées, nous 

assistons depuis plusieurs années à une transmission sans domiciliation résultant de deux 

processus, (1) la contamination par des insectes sylvatiques d’aliments comestibles à l’échelle 

d’une maison ou d’un village provoquant alors des micro-épidémies de cas aigus de la 

Maladie de Chagas, ou (2) l’invasion accidentelle et sporadique des domiciles par des 

individus qui n’établissent pas de colonies à l’intérieur des habitations. Ces invasions 

accidentelles augmentent les risques d’adaptation des espèces sauvages aux habitations 

humaines.  
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En région amazonienne, longtemps considérée comme non endémique par l’absence 

de cas chagasiques, nous assistons également à un changement radical des paysages. Les 

pratiques de déforestation, de culture sur brûlis, l’établissement de cultures et de pâturages 

provoquent un nouvel arrangement dans la structuration du paysage et permettent aux 

triatomes de circuler depuis leur habitat sauvage/sylvatique (la forêt), aux pâturages, aux 

cultures, voir même aux maisons. La connectivité entre les différentes unités de paysages 

(habitat sylvatique, péri-domiciliaire et domiciliaire) est facilitée par le maintien des palmiers 

(Attalea spp.) comme ressource extractive pour les paysans ou par leur établissement invasif 

naturel après les pratiques de déforestation (résistance au feu). Ainsi, l’ouverture de la 

canopée permet à certains palmiers héliophiles de prédominer rapidement dans la végétation 

secondaire. De ce fait, les palmiers constituent un bio-indicateur écologique fiable de la 

présence des Rhodnius spp et du risque épidémiologique associé (Romana et al. 1999).  

Le travail présenté porte sur la relation Attalea-Rhodnius sur un jeune front de 

déforestation en Amazonie. Il a pour but l’étude de l’impact des perturbations anthropiques en 

milieu tropical sur la dynamique des populations et la dispersion des triatomes associés aux 

palmiers Attalea spp, au travers de la dynamique d’établissement invasive des palmiers, ainsi 

que d’inférer, à partir de ces insectes, le cycle épidémiologique de la maladie en déterminant, 

à partir de leur repas sanguin, les hôtes potentiels et les trypanosomes présents. 

Ce travail repose sur différentes méthodes, télédétection, diagnostic moléculaire, 

génétique de populations, à différentes échelles, du paysage aux gènes, permettant une 

approche écologique intégrative. 

Cette étude a pour objectif final en prenant en compte le risque environnemental, la 

dispersion des vecteurs et la circulation des parasites et des hôtes, d’établir des scénarios 

explicatifs de la situation observée dans les trois communautés étudiées et de tenter d’évaluer 

l’évolution du risque environnemental pour ces communautés soumises à des pressions 

anthropiques différenciées.  

Ce travail est présenté sous la forme d’une introduction générale sur la Maladie de 

Chagas, ses vecteurs et la situation particulière des vecteurs et de la transmission en 

Amazonie, suivie de la présentation des objectifs, du matériel et des méthodologies. Les 

résultats sont présentés sous la forme de 4 articles et sont ensuite commentés ensemble dans 

la discussion générale. 
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1. Introduction 

1.1. La maladie de Chagas ou trypanosomiase américaine 

Reconnue par l’OMS (WHO) comme l’une des 17 maladies tropicales négligées 

(WHO, 2010), la maladie de Chagas ou trypanosomiase américaine est une maladie 

provoquée par l’agent étiologique Trypanosoma (Schyzotrypanum) cruzi Chagas 1909. C’est 

un kinétoplastidé flagellé appartenant à l’ordre des Trypanosomatidae. La contamination se 

fait principalement au travers du contact avec les déjections des insectes vecteurs 

(Triatominae, Reduviidae, Hemiptera) qui défèquent après leur repas sanguin. Le parasite est 

transmis lorsque les déjections sont mises en contact avec les lésions de la peau (point de 

piqûre inclus), les muqueuses de l’œil ou de la bouche. D’autres modes de transmission 

existent: transfusion sanguine, transmission orale via de la nourriture contaminée, 

transmission verticale ou congénitale ainsi que par la transplantation d’organes infectés.  

 

1.1.1. Distribution et prévalence 

La distribution de la maladie est longtemps restée limitée aux régions pauvres et 

rurales d’Amérique Latine là où la transmission vectorielle a lieu. Considérée comme 

endémique dans 22 pays d’Amérique centrale et du sud (WHO, 2002, 2010), la maladie s’est 

peu à peu répandue aux Etats-Unis, Canada, Australie, Japon, Espagne et Portugal où les 

immigrants latino américains, ne sachant pas qu’ils sont infectés peuvent causer l’infection à 

d’autres personnes à travers la transfusion sanguine ou d’autres modes de transmission 

(Schmunis, 2007) (Figure1.1).  

Le nombre estimé de personnes infectées par T. cruzi en Amérique Latine décroît 

régulièrement depuis les années 80, de 16 à 18 millions de cas en 1991 (WHO, 1991) à 7.6 

millions en 2006 (OPS, 2006). Il existe de nombreuses disparités entre les différents pays et 

même entre différentes régions d’un même pays. Ceci est dû aux cycles de transmission 

présents, et aux programmes de lutte anti-vectorielle mis en place dans chaque pays (Coura & 

Viñas, 2010). La prévalence dans les pays non endémiques a été estimée à environ 300 000 

individus infectés aux Etats-Unis, 5 500 au Canada, 80 000 en Europe, 3000 au Japon et 
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1’500 en Australie (Schmunis, 2007 ; Schmunis & Yadon, 2010). En Suisse, de 1979 à 2011, 

258 personnes ont été diagnostiquées positives à T. cruzi (Jackson & Chappuis, 2011) et 

différents systèmes de contrôles systématiques sur les femmes enceintes et les donneurs de 

sang d’origine latino-américaines sont en place depuis 2008 (Jackson et al. 2008, 2009). En 

France métropolitaine, depuis 2007, tous les donneurs de sang ayant séjourné en Amérique 

Centrale ou du Sud sont systématiquement dépistés (Lescure et al., 2008). Entre 2004 et 2006, 

9 cas importés y ont été diagnostiqués (Lescure et al., 2008) et le nombre de donneur infecté 

par an est estimé à 10 pour 1.5 million, portant à 17 le nombre de dons à risque chaque année 

(Brouard et al., 2007). 

 

Figure 1.1. : Distribution de cas d’infection par Trypanosoma cruzi dans le monde, basée sur les 

rapports officiels et les statuts de transmission vectorielle (d’après WHO, 2010). 

1.1.2. Cycle 

Le cycle de T. cruzi est complexe, avec différents stades de développement à 

l’intérieur de l’insecte et des mammifères hôtes décrits dans la figure 1.2. Les formes 

trypomastigotes métacycliques infectieuses contenues dans les déjections des triatomes 

pénètrent l’intérieur de l’hôte par le point de piqûre, les lésions cutanées ou les muqueuses. 

Elles pénètrent ensuite à l’intérieur de n’importe quelle cellule de l’hôte où elles perdent leur 

flagelle, se modifient en formes amastigotes et se répliquent par fission binaire protégées à 
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l’intérieur d’une vacuole. Au bout de quelques temps, la cellule est lysée et des formes 

trypomastigotes métacycliques sont libérées et vont envahir de nouvelles cellules et 

recommencent leur cycle de multiplication.  

A ce moment, les formes libres peuvent être ingérées par les triatomes, durant leur 

repas sanguin qui dure une vingtaine de minutes. Une fois ingérés, les trypomastigotes se 

transforment en épimastigotes, qui se répliquent à l’intérieur du tube digestif de l’insecte. Les 

épimastigotes migrent ensuite dans la partie terminale du tube digestif où ils se différencient 

en trypomastigotes métacyliques qui sont ensuite libérés avec les déjections de l’insecte lors 

des repas sanguins suivants. 

 

Figure 1.2. Cycle de Trypanosoma cruzi chez l’insecte vecteur et l’hôte vertébré (d’après CDC, 

Center for Disease Control, Atlanta, USA, http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html). 

 

Lors du repas sanguin,
les formes métacycliques 
infectieuses sont liberées via les 
déjections des insectes vecteurs.
Elles pénètrent à l’intérieur de l’hôte
via le point de piqûre, les blessures 
ou les muqueuses. 

Une fois à l’intérieur de l’hôte 
les trypomastigotes pénètrent 
à l’intérieur des cellules où 
elles se transforment 
en amastigotes

Les formes amastigotes se 
multiplient à l’intérieur des 
cellules par fission binaire 

Après multiplication, les amastigotes
se transforment en trypomastigotes 
métacycliques et sont libérées dans la
circulation sanguine  

Les formes trypomastigotes
circulants peuvent infecter 
de nouvelles cellules.  

Les triatomes s’infectent en
ingérant des trypomastigotes 
circulants lors de leur repas 
sanguin

Les trypomastigotes se 
transforment en 
épimastigotes à l’intérieur
du tube digestif de l’insecte

Les épimastigotes se 
multiplient à l’intérieur
du tube digestif de l’insecte

Les épimastigotes se 
transforment en 
épimastigotes au niveau 
de l’intestin postérieur
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1.1.3. Pathologie  

La maladie de Chagas comporte généralement deux phases, une phase aiguë où le 

parasite est présent dans le sang du patient et une forme indéterminée ou chronique où le 

parasite se multiplie à l’intérieur des cellules de l’hôte, en provoquant ou non, une pathologie 

dite chronique. La phase aiguë, généralement asymptomatique, est due à une charge 

parasitaire faible. Si des symptômes apparaissent, ce sont des fièvres, malaises, gonflement de 

la rate et des tissus lymphatiques, ou des signes spécifiques au point d’entrée du parasite au 

niveau de la peau (chagoma) ou de la muqueuse oculaire (signe de Romaña) qui sans 

complications majeures disparaissent au bout de deux à trois mois. Cependant, chez les 

enfants de moins de deux ans, les parasites peuvent migrer vers les méninges et provoquer 

une méningite aiguë mortelle (Pentreath, 1995). La maladie peut ensuite évoluer d’une forme 

indéterminée à une pathologie sérieuse dite chronique, pouvant provoquer la mort. 

Généralement 30 % des malades développent des pathologies chroniques cardiaques 

(myopathie cardiaque chronique) et 10 % des pathologies chroniques digestives (syndrome du 

« méga » colon) (Prata, 2001; Rassi et al., 2010,), ou mixtes. Les disparités géographiques du 

type de pathologie, avec une prédominance des formes digestives au centre du Brésil, au Chili 

contre une absence de cas digestifs au Venezuela et en Amérique centrale par exemple 

suggèrent des facteurs inhérents à la fois aux vecteurs présents et aux souches de parasites 

transmis (Andrade et al., 2002).  

Les malades ne développant pas de pathologie déterminées sont dits en phase 

indéterminée, sans complication ni symptômes, mais peuvent jouer le rôle de réservoir pour 

les vecteurs ou transmettre le parasite par transfusion sanguine. L’ingestion de boissons ou de 

nourriture contaminées par les déjections des insectes et/ou des insectes eux-mêmes sont 

généralement associées avec des infections massives de parasites et provoquent une situation 

clinique aigue et des taux de mortalité élevés (Pereira et al., 2009). Les interactions entre 

certains composés de la muqueuse gastrique et certaines protéines de surface (gp35/50) des 

parasites semblent protéger les formes métacycliques de la destruction dans l’estomac et la 

dégradation par la pepsine des gp90 augmente l’infectivité de certaines souches de 

trypanosomes (Cortez et al., 2006; Covarrubias et al., 2007; Yoshida, 2009 ; Ruiz et al., 1998, 

Mortara et al., 1992) et de ce fait la sévérité de la pathologie orale. 
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1.1.4. Diagnostic et traitement  

 La démonstration directe de Trypanosoma cruzi dans le sang du patient ne peut se 

faire que lors de la phase aiguë. L’infection chronique requiert des processus de diagnostic 

qui impliquent la multiplication du parasite avant d’être visualisé, xénodiagnose ou mise en 

culture du sang du patient, mais ce sont des procédures longues à mettre en oeuvre. La 

détection immédiate des cas chroniques passe par la détection d’anticorps spécifiques à T. 

cruzi, par hémagglutination indirecte (HI), immunofluorescence indirecte (IF) ou encore 

d’immuno-absorbance enzymatique (ELISA). Cependant des réactions croisées peuvent 

intervenir chez des patients atteint de leishmaniose, malaria, toxoplasmose ou d’infection 

bactérienne comme la lèpre ou la tuberculose. Ainsi la confirmation du diagnostic passe par 

au moins deux tests positifs (Teixeira, 2006). 

Dans les années 1960, deux traitements ont été mis au point: le nifurtrimox (Lampit®, 

Bayer) et le benznidazole (Rochagan® ou Radanil®, Roche) actifs pendant la phase aiguë ou 

lors des réactivations (en cas d’immunosupression). Les résultats obtenus varient selon la 

phase de la maladie, la durée du traitement et les doses, et dépendent également de l’âge  et 

l’origine géographique du patient. Il est obtenu généralement 60 % de guérison. L’efficacité 

de ces traitements durant la phase chronique reste encore peu documentée, on observe 10 à 

20% de succès (Coura & de Castro, 2002). A l’heure actuelle, sans vaccin ou traitements 

spécifiques disponibles pour l’intervention de santé publique à grande échelle, la stratégie 

principale de lutte se fonde sur la prévention de la transmission par l’élimination des vecteurs 

domiciliés dans les habitations humaines en région endémique, ainsi que par le contrôle du 

sang destiné aux transfusions sanguines (Dias et al. 2002, WHO 2010). 

 

1.2. Trypanosomes  

1.2.1. Trypanosoma cruzi  

Trypanosoma cruzi (kinetoplastidae, Trypanosomatidae) l’agent étiologique de la 

Maladie de Chagas est endémique au Continent latino américain (Stevens et al. 1999). Il est 

principalement transmis d’un hôte naturel à un autre (principalement mammifères) par 

l’intermédiaire des déjections des triatomes vecteurs ou par ingestion de ces derniers ainsi que 

de petites proies contaminées (Coura, 2006).  
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T. cruzi est parmi l’un des trypanosomes les plus éclectiques, associé à plus de 25 

familles de mammifères américains (WHO, 2002). Ces familles comprennent environ 1150 

espèces (Patterson, 1994) dans les tropiques, dont 80 % sont présentes dans le basin 

amazonien (Teixeira et al., 2006). L’origine de T.cruzi est estimée sur la base de la 

biogéographie et de la reconstution phylogénétique des différents clades de trypanosomes 

(Stevens et al., 1999). Ainsi la séparation entre T. brucei, trypanosome africain et T. cruzi est 

associée à la divergence entre les continents de l’Afrique et de l’Amérique du sud, il y a 

environ 100 millions d’années (Stevens et al., 1999). L’association supposée entre T. cruzi et 

ses hôtes d’origine, les marsupiaux et les xénarthres, mammifères autochtones du "super 

continent" en place à l’époque (constitué actuellement par l’Antarctique, l’Australie et 

l’Amérique du Sud) a permis ensuite de dater le clivage entre les trypanosomes associés aux 

kangourous et T.cruzi à 50-80 millions d’années lorsque de la division du "super continent" 

(Stevens et al., 2001).  

Actuellement, T. cruzi circule à la fois dans l’environnement domestique, sylvatique et 

péridomestique et implique insectes vecteurs, animaux sauvages et domestiques (Araújo et al., 

2009) créant une extrême complexité du cycle de transmission. 

Malgré la grande diversité d’hôtes potentiels de T. cruzi, ne sont considérées comme 

réservoirs que les espèces ou les assemblages d’espèces responsables du maintien du cycle à 

long terme dans un environnement donné (Noireau et al., 2009).  

Les oiseaux (Teixeira, 1987) sont réfractaires à l’infection, les trypanosomes sont 

neutralisés par leur système du complément (Schaub, 2009). Les reptiles sont également 

considérés comme réfractaires à l’infection par T. cruzi, cependant, l’existence d’une relation 

très proche entre les triatomes, T. cruzi et certains lézards a été décrite au Mexique, le cycle 

complet de T. cruzi a été observé chez des lézards se nourrissant d’insectes infectés (Teixeira, 

1987, Teixeira et al., 2006), suggérant que les mammifères ne sont pas les hôtes uniques 

(Schaub, 2009).  

A ce jour, six sous-divisions génétiques (DTU, Discrete Typing Unit) ont été 

reconnues chez T. cruzi, de TcI à TcVI (Anonyme, 1999 ; Zingales et al., 2009). Au sein des 

cycles domestiques, TcI prédomine au nord de l’Amérique du Sud, où il est associé à des 

pathologies humaines moins sévères tandis que TcIII (TcIIb), TcV (TcIId), TcVI (TcIIe) sont 

plus communs dans le cône sud où les mégasyndromes chagasiques sont plus répandus 

(Lewis et al., 2009). Au Brésil TcI est trouvé essentiellement dans le cycle sauvage tandis que 
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TcII est associé au cycle domestique (Fernandes et al., 1999). La répartition des différentes 

souches est décrite dans la Figure 1.3.  

 

 

Figure 1.3. Répartition des différentes DTU’s de Trypanosma cruzi d’après Llewellyn & Miles, 2010.  

 

Malgré le gradient de distribution au sein des cycles sauvages et domestiques des 

différentes lignées de T. cruzi il est toujours difficile de définir une association précise avec 

les formes cliniques de la maladie. Il semblerait toutefois que l’infectivité puisse être liée à 

l’expression des protéines de surfaces gp90, qui est inversement correlée à la capacité des 

parasites à envahir les cellules mammaliennes (Ruiz et al., 1998 ; Málaga & Yoshida, 2001). 

T. cruzi ne semble avoir aucun effet négatif sur les triatomes. Les parasites ne traversent pas 

la membrane digestive et n’envahissent pas le système lymphatique de l’insecte (Schaub, 

2009). T. cruzi est donc considéré comme faiblement pathogène, pouvant affecter les 

triatomes uniquement en période de jeûne prolongé (Vallejo et al., 2009).  

 

SOUCHES DOMESTIQUES
SOUCHES SYLVATIQUES
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1.2.2. Trypanosoma rangeli 

Lors de la caractérisation du cycle biologique de Trypanosoma cruzi, Carlos Chagas a 

détecté la présence du trypanosome dans les glandes salivaires et a conclu à une transmission 

du parasite par la voie salivaire (Chagas, 1909). Il s’agissait en fait d’un autre trypanosome 

Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli, Tejera 1920. T. rangeli est le deuxième trypanosome 

infectant les humains dans les pays d’Amérique Latine (Guhl & Vallejo, 2003). Il est 

considéré comme apathogène pour les vertébrés et possède une distribution sympatrique avec 

T. cruzi. De nombreuses infections mixtes chez des hôtes réservoirs et des humains ont été 

décrites (Marcili et al., 2009). Son rôle en épidémiologie de la Maladie Chagas vient du fait 

qu’il peut provoquer des confusions lors du diagnostic morphologique (Urdaneta-Morales & 

Tejero, 1992) et provoquer des réactions sérologiques croisées pouvant compliquer le 

diagnostic sérologique (Guhl & Marinkelle, 1982). On retrouve ce parasite principalement 

chez les espèces de Rhodnius (Guhl & Vallejo, 2003) chez lesquelles il peut provoquer des 

lésions histopathologiques de par sa migration aux glandes salivaires (Añez et al., 1987), ainsi 

qu’une diminution des endosymbiontes digestifs, ce qui peut être particulièrement 

désavantageux pour l’insecte (Vallejo et al., 2009). 

 

1.3. Les Triatomes  

1.3.1. Systématique, distribution et habitat  

Les insectes vecteurs de T. cruzi appartiennent à la sous famille des Triatominae au 

sein de la famille des Reduviidaee (Hemiptera) définie par son hématophagie et les 

adaptations morphologiques nécessaires à la recherche d’hôtes et à la nutrition (Schofield & 

Galvão, 2009). Actuellement, il existe 143 espèces décrites réparties en 5 tribus et 15 genres 

(Galvão et al., 2003; Costa et al., 2006; Galvão & Angulo, 2006; Bérenger & Blanchet, 2007; 

Costa & Felix, 2007; Martinez et al., 2007; Sandoval et al., 2007; Schofield & Galvão, 2009). 

Ces insectes occupent diverses niches écologiques, généralement partagées avec leurs hôtes 

vertébrés sur lesquels ils peuvent se nourrir, principalement oiseaux et mammifères parfois, 

amphibiens et reptiles. En milieu sauvage (ou exanthropique), les triatomes sont associés aux 

nids, terriers, creux d’arbres, mais aussi aux pierriers, aux palmiers ou encore aux 

broméliacées (Gaunt & Miles, 2000). Chacun des trois genres d’importance épidémiologique, 
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Triatoma, Panstrongylus et Rhodnius, est associé à un type d’habitat (Schofield & Galvão, 

2009). Les espèces du genre Rhodnius sont majoritairement associées aux palmiers, celles du 

genre Panstrongylus principalement aux terriers et cavités d’arbres, et celles du genre 

Triatoma aux habitats pierreux et terriers de rongeurs. 

On distingue généralement deux types de cycles de transmission de la Maladie de 

Chagas: 1) un cycle domestique impliquant des vecteurs entièrement domiciliés (étant 

capables de former des colonies à l’intérieur des habitations) ou en voie de domiciliation ; 2) 

un cycle sylvatique, impliquant des triatomes sauvages associés à des hôtes vertébrés non 

humains (Macedo et al., 2004). La connexion entre les deux se fait via certains animaux 

synanthropiques (rats, souris, chauves-souris et opossums) qui migrent vers les 

environnements humains du fait de la destruction de leur habitat, via des insectes adultes ailés 

attirés par les lumières artificielles des maisons (Coura et al., 2002) ou via des vecteurs 

installés en zones péridomiciliaires rentrant épisodiquement dans les habitations humaines.  

A proximité des habitations, les insectes colonisent les structures péridomiciliaires 

généralement construites pour les animaux domestiques (poules, cochons) qui peuvent 

représenter des hôtes potentiels. A l’intérieur des maisons, les insectes préfèrent les coins 

obscurs, les fissures des murs et les toits de palme.  

Parmi les 143 espèces décrites, 5 espèces jouent un rôle important dans la circulation 

du parasite en milieu domestique, Triatoma infestans, T. brasiliensis, Panstrongylus megistus 

dans les pays du cône sud et Rhodnius prolixus et Triatoma dimidiata au Nord et en 

Amérique Centrale. Les espèces dites sylvatiques (c’est-à-dire non domiciliées) représentent 

cependant un nouveau défi pour la lutte anti-vectorielle (Guhl et al., 2009; Costa & Lorenzo, 

2009).  

En effet, certaines espèces ou des populations sauvages d’espèces domiciliées sont 

capables de coloniser la niche domestique laissée libre par l’élimination des populations de T. 

infestans ou de R. prolixus (Costa et al., 2003; Fitzpatrick et al., 2008; Guhl et al., 2005; 

Noireau et al., 2000). Dans certaines régions, les modifications environnementales conduisent 

à un contact étroit entre les populations d’espèces sylvatiques et les habitations humaines 

(Romaña et al., 1999; Abad-Franch & Monteiro, 2007; Abad-Franch et al., 2009). Ainsi, les 

espèces sylvatiques doivent être l’objet d’études écologiques et comportementales afin de 

comprendre le processus de domiciliation et d’établir de nouvelles stratégies de veille 

sanitaire et de lutte anti-vectorielle (Guhl et al., 2009).  
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Les insectes du genre Rhodnius se différencient des autres triatomes par l’insertion 

apicale des antennes, ainsi que par la présence de callosités particulière derrière les yeux 

(Lent & Wygodinsky, 1979). Au sein du genre, les espèces sont principalement arboricoles à 

l’exception de Rhodnius prolixus, principalement domiciliée qui est le vecteur principal de la 

maladie de Chagas au Venezuela, en Colombie et dans certains pays d’Amérique Centrale 

(Carcavallo et al., 1997). Le Venezuela est le seul pays où des populations sylvatiques de 

Rhodnius prolixus ont été répertoriées (Felicangieli et al., 2003; Fitzpatrick et al., 2008).  

Parmi les 27 espèces décrites en Amazonie les espèces du genre Rhodnius sont les 

plus représentées et certainement originaires de la région (Abad-Franch & Monteiro, 2007). 

Le genre est divisé en deux groupes, « pictipes » et « robustus » dont les répartitions 

géographiques et les spécificités sont un peu différentes (Carcavallo et al., 1997 ; Monteiro et 

al., 2003 ; Abad Franch et al., 2010). Les espèces du groupe « pictipes » sont séparées en 

deux sous-groupes: à l’est (R. pictipes, R. stahli, R. brethesi, R. amazonicus, R. paraensis) et à 

l’ouest des Andes (R. pallescens, R. ecuadoriensis, R. colombiensis) tout comme les espèces 

du groupe « robustus » (R. prolixus, R. robustus, R. neglectus, et R. nasutus) (Abad-Franch et 

al., 2009). Au sein du groupe « robustus », R. prolixus et R. robustus sont particulièrement 

difficiles à différencier du point de vue morphologique et malgré des préférences écologiques 

et des comportements synanthropiques différents, ils ne présentent pas (Harry et al., 1992; 

Harry, 1993) ou très peu de différences génétiques du point de vue de marqueurs nucléaires 

(Monteiro et al., 2000). Cependant les marqueurs mitochondriaux (cytochrome b) ont permis 

de les différencier (Monteiro et al., 2000) et d’identifier, au sein de R. robustus, 4 clades 

géographiquement séparés (Monteiro et al., 2003) (Figure 4).  te
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Figure 1. 4. Répartition des différentes clades de Rhodnius robustus I-IV et de Rhodnius prolixus, 

d’après Conn et al., 2007.  

1.3.2. Dynamique de population, cycle et comportement des Triatomes  

L’adaptation à l’hématophagie chez les punaises a demandé des adaptations 

morphologiques, physiologiques et comportementales. Cette adaptation est probablement liée 

aux contacts fréquents d’insectes phytophages voire prédateurs avec des vertébrés. 

 Le cycle biologique des triatomes se compose de cinq stades larvaires auxquels il faut 

chaque fois un repas sanguin pour passer au stade suivant puis au stade adulte. Tous les stades 

et les adultes des deux sexes se nourrissent sur des hôtes vertébrés et sont donc susceptibles 

d’être infectés par Trypanosoma cruzi ou d’autres espèces de trypanosomes. La durée du 

cycle peut varier de quelques mois (R. prolixus, T. infestans) à plus d’une année (T. dimidiata, 

Panstongylus megistus, Dipetalogaster maximus) en fonction de la fréquence et de 

l’opportunité des repas sanguins, de la densité de population (Schofield, 1979) mais aussi des 

conditions de température et d’humidité du milieu (Luz et al., 1999 ; Jimenez & Palacios, 

2002 ; Gorla & Schofield, 1989). Les triatomes passent la plus grande partie de leur vie 

cachés dans leurs abris (terriers, crevasses, nids d’animaux). Leur activité nocturne est 

caractérisée par deux phases, une à la tombée de la nuit et une à l’aube (Lazarri 1992 dans 

Lazzari & Lorenzo, 2009). Le premier pic d’activité sert à trouver un hôte vertébré, le 

deuxième, à trouver un abri pour la journée. Durant la journée, ils sont soumis à une phase 

d’akinésie, généralement agrégés les uns aux autres et présentent un phototropisme négatif 
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jusqu'à la tombée de la nuit où ils quittent leur refuge pour se nourrir. Les comportements de 

reproduction, oviposition et dispersion ont aussi lieu durant ces phases nocturnes (scotophase). 

 

1.3.3. Dispersion 

La compréhension des capacités de mouvement d’une espèce au niveau du paysage est 

critique afin de prévoir la persistance des populations dans un écosystème dominé par les 

activités humaines (Hanski & Simberloff, 1997). La dispersion des triatomes peut être passive 

ou active. La dispersion passive peut être facilitée par les hôtes vertébrés à petite échelle 

(Schofield, 1999) ou par les mouvements de populations humaines à plus grande échelle. Les 

populations domiciliées sont supposées avoir réalisé des migrations passives grâce à leur 

grande adaptation aux humains et aux hôtes domestiques (Dujardin, 1998). Les populations 

domiciliées de Triatoma infestans et Rhodnius prolixus se sont éloignées géographiquement 

de leurs populations sauvages d’origine, respectivement l’Argentine et la Bolivie pour T. 

infestans et le Venezuela pour R. prolixus. Le mécanisme principal de la dispersion active 

chez les triatomes est le vol (Vallvé et al., 1996). Il est le principal mécanisme impliqué pour 

les déplacements de longues distances et s’effectue uniquement par les individus pourvus 

d’ailes c’est-à-dire les adultes. Chez Triatoma infestans, important vecteur domicilié, les 

variations saisonnières (Schofield et al., 1992), le statut nutritionnel et reproductif (Vazquez-

Prokopec et al., 2006; Ceballos et al., 2005 ; Ekkens, 1981) ainsi que la densité de population 

(Schofield, 1994) sont importants. Bien que la marche soit un moyen fréquemment utilisé 

(d’Ascoli & Gomez-Nunez, 1966), la colonisation active d’un nouvel habitat se fait 

principalement par le vol (Minoli & Lazzari, 2006).  

Généralement, la lumière artificielle (Coura et al., 2002 ; Valente et al., 2009 ; Minoli 

& Lazzari, 2006 ;Miles et al. 2003), l’émission de phéromones par les femelles (Zacharias et 

al., 2010) la chaleur radiante et différents constituants de sueur et/ou d’urine de vertébrés 

(Taneja & Guerin, 1997 ; Minoli & Lazzari, 2006 ; Guerenstein & Lazzari, 2009 ; Ortiz & 

Molina, 2009) semblent être de forts attractifs durant les vols nocturnes. Zeledon et 

Rabinovich (1981) ont reporté que 20 espèces de triatomes présentaient une attractivité à la 

lumière, dont R. prolixus. La comparaison entre différentes espèces montre que pour 

Triatoma infestans et Rhodnius prolixus les adultes ont une tendance naturelle à voler, plus de 

la moitié des adultes initient le vol en chambre de vol, bien que très peu d’insectes de ces 

deux espèces sont capturés par pièges lumineux en conditions naturelles (Vazquez-Prokopec 
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et al., 2006 ; Tonn et al., 1978). D’autres espèces (T. sordida, T. guyasana) semblent être 

meilleurs au vol et sont capturés plus fréquemment (Noireau et al., 2000). Toutefois, R. 

prolixus semble avoir une meilleure aptitude au vol que T. infestans particulièrement parce 

qu’en milieu sylvatique, Rhodnius prolixus est associé aux nids d’oiseaux ou de vertébrés à 

l’intérieur des couronnes de palmiers placés en hauteur (Minoli & Lazzari, 2006). Teixeira et 

al. 2001 suggèrent que lors de la saison des pluies, les ressources trophiques diminuent et les 

insectes se mettent à se disperser et atteignent les habitations, attirés par les lumières 

artificielles. Cette attraction à la lumière a sans aucun doute une importance épidémiologique 

et joue un rôle dans les comportements de domiciliation des triatomes sylvatiques notamment 

en Amazonie (Miles et al., 2003 ; Walter et al., 2005 ; Valente et al., 2009 ; Barghini & de 

Medeiros, 2010 ; Roux et al. 2011). Les pièges lumineux sont fréquemment utilisés pour 

collecter les triatomes sauvages, cependant ils ne permettent de recenser que les individus 

adultes ailés et souvent non alimentés (Noireau et al., 2002).  

Castro et al. (2011) reportent récemment que sur les 11 espèces recensées dans leur 

zone d’étude (éco région d’Uatumã-Trombetas en Amazonie), 7 espèces ont été capturées par 

des pièges lumineux placés dans la canopée à 45m d’altitude et que Panstrongylus 

geniculatus était l’espèce la plus piégée tout au long de l’année. Les auteurs ont également 

mis en relation les pics de densités d’insectes capturés avec les pics de cas de contaminations 

orales durant les mois d’août à octobre (saison sèche). Les résultats de dispersion selon le 

sexe sont contradictoires d’une étude à l’autre, certains auteurs ont mis en évidence que les 

initiations de vols étaient en faveur des femelles chez T. infestans (Schofield et al., 1992), 

d’autres n’observent pas de différences (Minoli & Lazzari, 2006 ; Carbajal de la Fuente et al., 

2007) suggérant l’absence de biais de sexe dans l’attractivité par les sources lumineuses 

tandis que Castro et al. (2011) ont, dans leur étude portant sur 7 espèces, piégé 3.4 fois plus 

de mâles que de femelles. 

La différence de stratégie de dispersion selon le sexe a été examinée également par 

Perez de Rosas et al., 2007 à l’aide de marqueurs génétiques chez Triatoma infestans. Les 

résultats sont contradictoires selon l’échelle d’étude macrogéographique ou 

microgéographique. Bien qu’au niveau microgéographique (entre maisons distantes de 140 m 

à 1220 m) la dispersion semble biaisée en faveur des mâles, cette conclusion ne peut être 

supportée par les calculs de coefficient de parenté pour une échelle d’analyse plus grande. Ces 

incohérences peuvent être liées à des différences de dispersion pré-copulatoire ou post-

copulatoire, les mâles cherchant à se reproduire avec des femelles, et les femelles fécondées 
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cherchant de nouveaux écotopes à coloniser. Les contradictions des auteurs quant à la saison 

de dispersion (sèche/humide) et le biais en faveur des mâles/femelles démontrent le manque 

de connaissance globale sur les mécanismes de dispersion des vecteurs ainsi que  

l’hétérogénéité des différents systèmes épidémiologiques constituant le patron global de la 

Maladie de Chagas.  

1.3.4. Colonisation / Domiciliation / Domestication 

 Dans les zones de très haute endémie, les vecteurs de la maladie de Chagas tels que 

Triatoma infestans et Rhodnius prolixus sont considérés comme domiciliés, c’est-à-dire qu’ils 

se sont principalement adaptés à l’habitat humain et de rares colonies sylvatiques/sauvages 

ont été détectées pour ces espèces (Fitzpatrick et al., 2008 ; Noireau, 2000 ; Rolón et al., 

2011). Cette capacité à se domicilier vient probablement du fait que durant les deux dernières 

décennies, en Amérique Latine, les pratiques d’agriculture extensive ont déplacé les 

populations d’hôtes et les triatomes ont trouvé dans les habitations humaines des ressources 

alimentaires (Coura, 2007). Pour les espèces de Rhodnius qui sont parvenues à coloniser 

l’habitat humain (R. neglectus, R. nasutus, R. stali, R. pallescens et R. ecuadoriensis) il est 

suggéré que toutes ces populations dérivent de populations ancestrales s’étant adaptées à des 

climats arides et semi-arides bien avant l’arrivée des premiers humains sur le continent 

américain (Abad Franch et al., 2007). En Amazonie, les foyers de domiciliation 

particulièrement pour Rhodnius stali sont localisés dans les régions présentant les moyennes 

annuelles de pluies les plus basses ou de longues périodes sans pluie (Abad Franch et 

al.,2007). Ces observations suggèrent que les populations de vecteurs adaptées à de micro-

environnements extrêmement humides (comme les couronnes de palmiers de forêt tropicale) 

ne pourraient avoir qu’un potentiel dans la colonisation d’habitats artificiels, peut-être dû à 

une faible tolérance des conditions plus sèches des microclimats des habitations humaines. 

Les conditions microclimatiques stables à l’intérieur de la couronne des palmiers du genre 

Attalea (Romana et al. 1999, Luz et al. 1994) peuvent être également un facteur limitant la 

domiciliation. Cependant l’utilisation de feuilles de palmiers pour la construction des toits en 

région tropicale peut favoriser le transport passif des triatomes sylvatiques aux habitations 

humaines (Gamboa 1973).  
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1.4. Contexte spécifique de l’étude: la Maladie de Chagas en Amazonie 

Longtemps considérée comme non endémique par les organisations mondiales (OMS) 

et panaméricaines de la santé publique (PAHO), l’Amazonie a assisté depuis les années 60 à 

l’apparition de nombreux cas autochtones de trypanosomiase américaine (Teixeira et al., 

2001 ; Coura et al., 2002 ; Aguilar et al. 2007 ; Miles et al. 2003, 2009). En 2005, l’Office 

panaméricain de la santé publique a dressé un bilan de la situation en réunissant tous les 

acteurs concernés (AMCHA, 2005). Effectivement, des cas d’infection humaine ainsi que des 

hôtes réservoirs ont été décrits dans tous les pays de la région amazonienne (Colombie, Pérou, 

Venezuela, Guyane française, Brésil). Le rapport met en évidence le peu de connaissances des 

situations d’occurrence de la maladie de Chagas ainsi que les particularités des routes de 

transmission, liées aux pratiques locales (culinaires, artisanales et agricoles). Les premiers cas 

de transmission orale (Coura et al., 2002 ; Nobrega et al., 2009) ont été décrits au Brésil en 

1969 (Shaw et al., 1969) et sont en constante augmentation (Valente et al., 1999 ; Coura et al. 

2002 ; Monteiro et al. 2010). Ils ont lieu lorsque les insectes interfèrent avec la chaîne 

alimentaire, la production artisanale de jus de fruits, acaí (Euterpe olacea), jus de palme, ou 

même d’eau. Depuis le succès des campagnes d’élimination des populations de Triatoma 

infestans et le contrôle des banques de sang, la contamination par voie orale est devenue le 

mode de transmission le plus courant au Brésil (Coura et al., 2002 ; Toso et al., 2011). Depuis 

1998, dans l’état du Pará, Amapa et Acre, 17 épidémies aiguës ont eu lieu impliquant au total 

85 personnes (1998 – 2005) (Valente et al., 1999, 2002, 2005) et entre 2005 et 2009, 455 

nouveaux cas ont été décrits, dont 85.5 % dans le Nord du Brésil (Monteiro et al., 2010). Les 

deux états avec le plus grand nombre de cas sont le Pará avec 310 cas (68.1%) et l’Amazonas 

avec 29 (6.4%), tous les deux situés en Amazonie (Briceño-Leon, 2007). Depuis le début de 

l’année 2011, 85 cas ont été enregistrés dans l’état du Pará, dont 10 mortels (SESPA, 2011).  

Cette évolution et la spécificité de mode de contamination orale de la Maladie de 

Chagas en Amazonie, résume à elle seule toute l’histoire de la maladie, par la transformation 

d’une enzootie en zone d’endémie, les modifications environnementales créées par les 

activités humaines modifient les comportements des vecteurs sylvatiques (Béranger & Pages, 

2007). 

Bien que plusieurs types de boissons artisanales soient associées à des cas de 

contamination orale sur le territoire brésilien (Tatto et al., 2007 ; Dias et al. 2008 ; Shikane 

Yasuda et al., 2009 ; Bastos et al., 2010), en Amazonie, une association très forte est faite 
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entre les cas de contaminations orale et l’açai (Pinto et al., 2001 ; 2009 ; Nóbrega et al., 

2009 ; ). L’açai est un palmier de la famille des Arecacea, Euterpe olecae, le fruit est écrasé 

pour produire une pâte ou une boissson. La plupart de la population amazonienne en 

consomme quotidiennement (Nóbrega et al., 2009). La contamination de la pâte d’açai par les 

déjections des triatomes est certainement provoquée par des déjections d’insectes sur les fruits 

ou par des insectes eux-même écrasés par inadvertance lors du processsus de fabrication 

(Valente et al., 1999). Au vu de l’architecture des palmiers Euterpe oleacea, il n’est pas 

consideré que les triatomes puissent vivrent à l’intérieur de la couronne (Romaña, 

communication personnelle) mais que la contamination des fruits se fait réellement lors du 

processus de fabrication : les insectes attirés par la lumière des maisons tombent dans les 

machines de fabrication ou, dans les bateaux lors du transport et du stockage des fruits 

(SESPA, 2011). 

 Le bassin amazonien occupe une aire d’environ 6 600 000 km2 appartenant au Brésil, 

Colombie, Equateur, Pérou, Bolivie, Venezuela et Guyane française. Bien que la déforestation 

ait lieu dans tous, les pays, c’est au Brésil qu’elle est la plus intensive. Toutefois, ce 

déboisement n’est pas homogène, mais plutôt concentré dans certaines régions, surtout dans 

ce que l’on appelle l’arc de déforestation, qui comprend, entre autres, le sud de l’État du Pará 

(Fearnside, 2005). Les principales aires de déforestations sont les frontières agricoles qui 

montent vers le nord des états du Pará, du Tocantins, du Mato Grosso et d’Acre (Castro et al., 

2006). La cause principale de la déforestation en Amazonie est le développement de 

l’agriculture. Les coupes sélectives de bois, les feux de clairières associés, la construction de 

routes et l’exploitation minière sont des contributeurs de moindre importance (Fearnside, 

2005).  

En milieu déforesté, les palmiers du genre Attalea prolifèrent rapidement et 

envahissent les milieux ouverts et deviennent même un fléau pour les pâturage et les cultures 

(Mitja & Ferraz, 2001, Kahn et al. 2003). Dans certaines régions du Brésil, les palmiers 

Attalea particulièrement Attalea speciosa (Babaçu) représentent une ressource extractiviste 

importante et leur abattage est même interdit par le gouvernement.  

Vingt-sept espèces de triatomines ont été décrites en Amazonie, et à part quelques 

foyers limités de quelques populations domiciliées, les triatomes amazoniens sont 

essentiellement sylvatiques (Abad-Franch & Monteiro 2007, Aguilar et al. 2007). Les grands 

palmiers bordants les zones péri-domestiques sont vus comme la principale source 
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d’individus de Rhodnius spp. (Romaña et al. 1999, Fitzpatrick et al. 2008, Gurgel-Gonçalves 

et al. 2008, Abad-Franch et al. 2010, Calzada et al. 2010). Bien que la maladie de Chagas, ne 

soit pas nouvelle en Amazonie, en 1924 Carlos Chagas décrivait l’infection naturelle de singe 

par T. cruzi et plus d’une centaine d’espèces de mammifères naturellement infectées ont été 

identifiées (Deane 1964), les pratiques de dégradation forestière provoquent la prolifération 

des habitats de prédilection des Rhodnius spp et peuvent donc influer sur les dynamiques de 

population des insectes. Si au 20ème siècle il s’agissait de lutter contre une zoonose installée 

dans les habitations humaines, aujourd’hui, il s’agit d’identifier, de caractériser, et de gérer le 

risque de transmission d’une enzootie qui circule dans un environnement sans cesse en 

modifications (Romaña 2007).  

1.5  Le projet PLUPH  

Ce travail ici présent fait partie d’un large projet international (Brésil, Canada, France) 

et interdisciplinaire (sciences sociales, environnementales, santé publique), le PLUPH né de la 

longue expérience des équipes Canado-Brésilienne dans la région du Tapajós lors des projets 

Caruso I et II étudiant l’impact de la déforestation sur la contamination des populations 

humaines par le mercure et de la rencontre des leaders du projet CARUSO, Marc Lucotte, 

Robert Davidson (CARUSO, 2011) avec la chercheuse française Christina A Romaña qui a 

consacré sa carrière de chercheur à l’étude de la maladie de Chagas, la lutte biologique contre 

les triatomes et les relations palmiers-triatomes dans différents pays d’Amérique latine 

(Romaña et al., 1999, 2003 ; Romaña, 2007). La prise en compte de deux problèmes de santé 

publique émergents dus à la déforestation, ont conduit à la réalisation du projet PLUPH 

(PLUPH, 2011), qui vise à mettre en évidence l’apparition d’un risque accru de transmission 

de la trypanosomiase américaine et de l’exposition au mercure, lorsque la canopée de la forêt 

primaire est ouverte, pour les populations locales du bassin amazonien.  

Les deux processus majeurs en action lors de la déforestation, sont d’une part l’érosion 

du sol, conduisant à la solubilisation du mercure des sols amazoniens dans les bassins 

versants, les lacs et les rivières ainsi qu’à la prolifération des palmiers héliophiles et résistants 

aux techniques de brûlis (Attalea spp.). Ces deux processus augmentent les risques 

d’exposition d’une part au mercure, d’autre part à la maladie de Chagas, pour des populations 

déjà vulnérables. L’objectif du projet PLUPH est d’assurer la santé des petits agriculteurs des 

tropiques humides au travers de la prévention primaire (c’est-à-dire avant même que les 
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pathologies aparaissent dans la population) face aux à ces deux problèmes émergents, en 

proposant des systèmes de cultures alternatives (agro-forestiers) adaptés aux besoins des 

agriculteurs et à la mosaïque de paysage en place. Le but recherché est à la fois de réduire (1) 

l’érosion des sols et la solubilisation du mercure, (2) la prolifération des palmiers propices 

aux vecteurs de la Maladie de Chagas et (3) la destruction du couvert forestier par les 

techniques traditionnelles de culture sur brûlis. 

1.6  Objectifs et description de l’abordage méthodologique 

Dans le contexte amazonien et plus précisement au sein du projet PLUPH, l’objectif 

principal de ce travail est d’évaluer l’impact des perturbations anthropiques liées à 

l’utilisation du sol sur la dynamique des palmiers du genre Attalea, des populations de 

triatomes associées, des parasites associées aux triatomes et des hôtes / réservoirs potentiels 

dans la région d’étude et plus précisemment au sein de trois communautés choisies par le 

projet  PLUPH. 

Pour ceci nous avons tenté de développer une approche integrée, combinant les 

données du paysage (écologiques et spatiales) et les données génétiques afin de comprendre 

les mécanismes de colonisation des palmiers, de dispersion, et de structuration des 

populations de triatomes, mécanismes à la base de l’émergence de la maladie de Chagas en 

Amazonie. 

Le diagramme de flux (Figure 1.5) décrit la séquence méthodologique et les objectifs 

spécifiques de chaque étape.  

Premièrement, l’approche géospatiale nous a permis de déterminer a priori des zones 

d’échantillonnage afin de pouvoir travailler rapidement sur le terrain au sein des trois 

communautés. La dissection des palmiers afin de récolter les insectes dans les différentes 

unités de paysage, s’est faite parallèlement à la classification in situ de ces différentes unités 

de paysage ou d’utilisation du sol.  

De retour au laboratoire un travail de cartographie supervisée du sol, à partir de la 

classification faite sur le terrain à été effectué sur les images sattelites disponibles ( SPOT 5 ), 

afin d’obtenir une carte de classification du sol de la zone d’étude et de l’intégrer à un 

Système d’Information Géographique (SIG) puis de l’utiliser comme outil de travail dans la 
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compréhension des phénomènes écologiques et épidémiologiques mis en jeu lors de la 

fragmentation du couvert forestier dans la région d’étude. 

En ce qui concerne l’analyse génétique des insectes, ils ont été groupés et identifiés 

selon le palmier sur lequel ils ont été prélevés. L’ADN des insectes a été extrait à partir des 

pattes des nymphes et du muscle alaire des adultes, afin, d’une part d’identifier les espèces de 

triatomes échantillonnés en utilisant le gène mitochondrial du cytochrome b et de préciser 

leurs clades phylogéographiques et, d’autre part, de génotyper tous les individus à l’aide de 

loci microsatellites afin de conduire des analyses de génétique de populations et d’examiner 

l’effet de la fragmentation du milieu sur la structure génétique des populations d’insectes 

associées aux palmiers et d’estimer leur dispersion. 

L’ADN contenu dans le tube digestif des insectes à également été amplifié afin d’une 

part, d’identifier la présence de trypanosomes et d’en caractériser la/les souche(s), et d’autre 

part, d’identifier les potentielles ressources alimentaires des insectes par séquençage direct 

d’un fragment de cytochrome b amplifié, spécifique de vertebrés. 

Les résultats sont présentés sous forme de 4 articles dont les objectifs spécifiques sont 

les suivants :  

Article 1 : Identifier les différentes formes d’occupation du sol par les communautés 

humaines locales et étudier les aspects écologiques des populations de Rhodnius robustus 

dans les palmiers Attalea spp. avec une approche de cartographie du risque environnemental  

Article 2 & 3 : Identifier, via des caractérisations moléculaires, les sources 

alimentaires des insectes et les souches de trypanosomes T. cruzi et T. rangeli impliquées 

dans le système épidémiologique local et décrire les interactions vecteurs–pathogènes-hôtes 

Article 4 : Identifier la structure génétique et les flux géniques des Rhodnius spp dans 

la mosaïque de paysage afin d’en extraire des informations sur la dispersion des insectes en 

milieu fragmenté 
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Figure 1. 5. : Diagramme de flux de la séquencee méthodologique retenue dans ce travail de thèse.
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2. Matériel et Méthodes 

2.1. Description du site d’étude  

La région d’étude comprend trois communautés agricoles de la région du Tapajós (état 

du Pará, Brésil), à 400 kilomètres au sud du fleuve Amazone, localisées dans les districts 

d’Aveiro et de Ruropolis (Figure 2.1). Ces trois communautés ont été choisies selon les buts 

plus globaux du projet interdisciplinaire, le PLUPH (Poor Land Use Poor Health, 

http://www.pluph.uqam.ca) dont ce projet de thèse fait partie.  

Les caractéristiques principales de ces trois communautés sont 1) leur localisation par 

rapport à la rivière Tapajós, 2) la différence d’époque d’installation de chaque communauté et 

3) la différence de stratégie d’occupation du sol de chaque communauté. 

La première communauté, Saõ Tomé (S03.9918, W55.56718), est située directement 

au bord du fleuve, à l’entrée d’un lac intérieur (La Bocca). Elle est constituée par une 

association de 25 familles, principalement originaires de l’état du Pará (caboclos) (95%). Ce 

fut la première des trois communautés créée il y a environ 75 ans. Cette communauté est 

caractéristique de ce qu’on appelle l’Amazonie des rivières (Valbuena 2008).  

La deuxième communauté, Nova Estrela, située à une douzaine de kilomètres de la 

rivière, fut constituée il y a environ 30 ans lors de l’ouverture de la transamazonienne 

(BR136). Elle est constituée de 138 habitants, principalement immigrants nordestins (colons) 

(67 %) venus s’installer lors de la distribution des lots agricoles organisée par l’INCRA 

(Institut National de Colonisation et de Réforme Agraire). Cette communauté reflète 

typiquement ce qu’on appelle l’Amazonie des routes. Les processus d’appropriation du sol 

par ce type de communauté sont plus rapides, se produisant par la conversion directe des 

espaces forestiers en espaces pâturés.  

La troisième communauté, fondée il y a une vingtaine d’années, Araipá Lago, située 

au bord du lac intérieur, possède des caractéristiques historiques et sociales intermédiaires aux 

deux précédentes. Elle est constituée de la population riveraine qui s’est établie de manière 

disséminée au bord du lac et d’une partie de la population de Nova Estrela qui a migré plus en 
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direction de la rivière, formant une communauté centrale à l’intersection du lac Araipá et de la 

route (vicinal) menant jusqu’à la transamazonienne (KM 70, Divinopolis). Elle représente la 

communauté avec le plus d’habitants, soit 184 résidents.  

Dans une perspective de régionalisation du projet PLUPH, deux communautés le long 

de la transamazonienne (BR163) ont été ajoutées à l’étude locale des trois communautés. La 

première communauté se situe à l’intersection du vicinal terminant au Lac Araipá et de la 

transamazonienne: KM70 “Divinopolis” (S04,17922,W55.48920), c’est une communauté 

caractéristique de bord de route, entourée principalement de pâturages gérés par de grands 

exploitants (fazenderos). Au km 17 de la transamazonienne, nous avons travaillé dans une 

petite communauté du vicinal (S04.43482, W55.90239), réunissant à nouveaux les 

caractéristiques d’agriculture de subsistance du type Nova Estrela.  

L’échantillonnage effectué dans ces deux communautés étant très réduit, les données 

ne sont utilisées que pour effectuer certaines comparaisons avec les 3 communautés initiales 

qui sont vraiment au cœur du projet.  

 

 

Figure 2.1. Localisation des cinq communautés de la région d’étude, situées entre le fleuve Tapajós 

(affluant de l’Amazone) et la transamazonienne BR-163 (Cuiaba-Santarem). 
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La région présente un climat chaud et humide, avec une température moyenne variant 

de 25 °C à 27 °C, des températures maximales et minimales comprises entre 31°C - 33°C et 

24°C- 25 °C et une claire différenciation entre une saison humide de janvier à juillet et sèche 

d’août à octobre (Figure 2.2)  

 

Figure 2.2. Moyennes mensuelles des précipitations en mm, dans la région de Santarem, à l’endroit où 

le fleuve Tapajós rejoint l‘Amazone (d’après J.Ronchall, Hybam). 

La végétation est dominée par une forêt ombrophile dense (forêt tropicale 

amazonienne), cependant les récentes perturbations humaines de culture sur brûlis et 

d’élevage de bétail ont provoqué une transformation du couvert végétal en formations de 

végétations secondaires, jachères (capoeira), palmeraies (forêts secondaires mono-

spécifiques) et pâturages (pasto), ainsi qu’en parcelles de culture (roças). Les activités 

principales des 3 communautés sont l’agriculture de subsistance, essentiellement de riz et de 

manioc, ainsi que la pêche et l’élevage de bétail à petite échelle.  

 

2.2. Choix des palmiers  

Divers palmiers ont été identifiés dans la zone d’étude, dont les noms communs sont 

donnés entre parenthèse: Attalea maripa (Aubl.) Mart. 1845 (inajá), A. speciosa (babaçu), A. 

phalerata Mart. ex Spreng. 1825 (urucuri), Oenocarpus distichus Martius 1823 (bacaba), 

Mauritia flexuosa L. f. 1782 (buriti), Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. 1824 
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(macaúba) et Astrocaryum vulgare Mart. 1824 (tucumã) (Glassman, 1978 ; Balick et al., 

1987 ; Henderson et al., 1995 ; Glassman, 1999 ; Pintaud, 2008). Cependant, seules les trois 

premières espèces, appartenant au genre Attalea sont considérées comme des indicateurs 

fiables de la présence de triatomes (Romaña et al., 1999; Abad-Franch et al., 2005 ; 2010). 

L’échantillonnage n’a donc porté que sur les trois palmiers de ce genre.  

 

2.3. Stratégie des zones d’échantillonnage  

 Un choix de méthode d’échantillonnage a priori a été défini avant la première mission 

de terrain à partir d’une classification de paysage non supervisée (Kenji Ose, IRD US 

ESPACE), effectuée sur des images satellites (SPOT 5) prises sur la région d’étude le 

22.06.2006.  

Afin de pouvoir détecter les élément paysagers occupant une surface importante tout 

en fournissant une précion suffisante sur les palmiers, des fenêtres d’échantilonnage d’ 

d’1km 2 ont été choisies comme échelle de travail, ce qui représente une échelle de travail 

couramment utilisée en écologie du paysage.  

 Ces fenêtres paysagères ont été déterminées a priori, en fonction du calcul 

d’hétérogénéité du paysage. Les zones ont été choisies selon 1) la représentativité de toutes 

les classes d’utilisation du sol au sein de la fenêtre1, et 2) le degré de division ou la 

fragmentation du paysage maximale: soit que la probabilité que deux points choisis au hasard 

dans le paysage ne soient pas situés dans la même unité de paysage non fragmentée. Cet 

indice D est calculé D=1-∑i(Ai/A)2, avec Ai l'aire de l'unité du ième paysage et A l'aire totale 

de la région étudiée (Jaeger, 2000) (Figure 2.3). Les calculs ont été réalisés à l’aide du logiciel 

(r.le) (Baker, 2001).  

 Ce travail s’est fait en étroite collaboration avec l’équipe IRD de l’unité US Espace, 

Emmanuel Roux, Kenji Ose et Christina Romana et fera l’objet d’une note technique dans la 

revue Geospatial Health.  

 
                                                

1 dRMS: différence entre les proportions de chaque classe dans toute la région considérée et les proportions au sein 
de chaque fenêtre d’1km2 possible.!
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2.4. Comparaison entre échantillonnages "objectif" et "effectif" 

La figure 2.4 montre la comparaison entre les fenêtres paysagères délimitées a priori 

et l’échantillonnage effectivement réalisé dans les trois communautés en 2008 et 2009. En 

2008, une fenêtre par communauté a été réalisée et en 2009 quelques palmiers ont été 

disséqués à Araipá, et deux nouvelles fenêtres ont été échantillonnées à Saõ Tomé.  

L’échantillonnage de 2009 s’écarte de celui de 2008, pour les raisons principales 

suivantes:  

(1) l’inaccessibilité physique à certaines fenêtres: les routes impraticables nous ont forcé à 

rester proche de l’eau et à recentrer nos activités au centre des communautés ce qui a 

conduit à de plus petits échantillonnages à Araipá et Nova Estrela. 

(2) l’autorisation d’un nombre limité de palmiers à disséquer chez certains propriétaires: 

ceci nous a conduit à explorer plus loin l’échantillonnage (troisième fenêtre à Saõ 

Tomé). 

(3) Il n’a pas été possible d’échantillonner à l’intérieur d’une fenêtre homogène, de forêt 

non perturbée pour des questions d’accessibilité.  
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Figure 2.3. Détail du processus de choix des zones d’échantillonnage: a) délimitation manuelle des zones des trois communautés sur la classification; b) 

élimination des zones, dans lesquelles des zones d’1km2 ne peuvent être définies à cause de la présence d’eau; c) résultats des calculs d’indice dRMS entre les 

proportions de classes dans la zone et les proportions de classes dans les fenêtres possibles, d) résultats du calcul de D; e) sélection des fenêtres ayant les plus 

grandes valeur de D (Roux, E, Ose, K, Quartier, M. Romana C. workshop PLUPH 1-5 septembre 2008). 
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Figure 2.4. Comparaison entre a) échantillonnage « objectif » et b) échantillonnage effectué dans les trois communautés. ST: Saõ Tomé, A. Araipá, NE: Nova 

Estrela. D (Xi) sont les valeurs de l’indice de fragmentation des unités de paysage calculées à l’intérieur de chaque fenêtre (Jaeger, 2000).  

!" #"
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2.5. Echantillonnage des triatomes 

La dissection des palmiers s’est déroulée dans les trois communautés durant deux 

missions de terrain du projet PLUPH, du 8 septembre au 18 octobre 2008 (saison sèche) et du 

7 au 24 mai 2009 (saison des pluies). Du 25 au 27 mai 2009, les échantillonnages se sont 

déroulés dans les deux communautés de la transamazonienne (KM70 et KM17).  

En 2009, aucun échantillonnage n’a pu être réalisé à Nova Estrela en raison des pluies 

qui ont rendu impossible l’accès en voiture à cette communauté.  

Les palmiers ont été morphologiquement identifiés en fonction de la forme de la 

feuille, des folioles, du pétiole, des inflorescences et des fruits selon Henderson et al (1995). 

La taille des palmiers échantillonnés variait de 2,5 m à 23 m. Ils ont été abattus à l’aide d’une 

tronçonneuse puis disséqués feuille par feuille en examinant précautionneusement la matière 

organique contenue entre chaque pétiole, sur un drap blanc (fig.2.5) (Diotauiti & Dias, 1984). 

Pour éviter la lumière, les triatomes se déplacent très rapidement, il est donc possible de les 

attraper avec une pince.  

Certains paramètres botaniques relatifs aux palmiers tels que la taille, le nombre de 

feuilles, la présence et la taille du stipe, ainsi que les indices de présence d’animaux, de 

plumes, de nids, d’épines, ou de déjections ont été relevés.  

Les insectes collectés par palmiers, ont été transférés dans des tubes eppendorf® 

fermés avec de la gaze afin de laisser pénétrer l’oxygène et l’humidité. Les conditions de 

détention sur le bateau du projet n’ont pas permis la survie de tous les individus, certains 

individus vivants ont été nourris sur des poules fournies par les habitants tandis que les 

insectes morts ont été directement stockés dans de l’éthanol absolu. Tous les insectes ont été 

ensuite emmenés au laboratoire de la Fiocruz René Rachou de Belo Horizonte au Brésil, puis 

envoyés au Laboratoire Evolution Génétique et Spéciation (LEGS, CNRS) à Gif sur Yvette en 

France.  

Chaque palmier échantillonné a été géoréférencé à l’aide d’un GPS (Garmin etrex, 

Garmin®) 
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Figure 2.5. Espèces de palmiers et échantillonnage: a) Attalea speciosa (Babaçu); b) Attalea maripa (Inaja); c) Attalea phalerata (Urucuri); d) dissection 

feuille par feuille du palmier abattu; e) stades adultes de Rhodnius robustus dans les fibres du palmier; f) fouille minutieuse de toute la matière organique 

contenue à l’intérieur de la couronne des palmiers; g) 1er stade larvaire de R. robustus. 
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2.6. Traitement des données de terrain 

2.6.1. Statistiques et calculs d’indices 

Les comparaisons d’infestations (presence et desité d’insectes) et d’infections 

(présence d’insectes infectés et densité d’insectes infectés) par palmiers entre les différents 

groupes de palmiers (espèces, communautés, unités de paysage, altitude) ont été faites via des 

statistiques non paramétriques. Les tests exacts de Fisher et les tests de Kruskall-Wallis ont 

été effectués sous R (R Development Core Team, 2010). L’indice de biodiversité (indice de 

Shannon, Hs) pour les sources alimentaires identifiées a été calculé selon la formule:  

!"(!) = − !" ∗ ln!(!")
!

!!!
 

où pk est la fréquence de l’hôte au sein d’un habitat, calculé pour tous les hôtes (i) au 

sein de chaque communauté et unité de paysage (Shannon, 1948 ; Shannon & Weaver, 1963). 

Cet indice peut varier de 0 à 1, il est maximal quand les espèces ont des abondances 

identiques dans le peuplement et il est minimal quand une seule espèce domine tout le 

peuplement.  

!

L’indice de Gini-Simpson (HS-G) a également été calculé  

!!!! ! = !1− !!!
!

!!!
 

où pk est la fréquence de l’hôte. Sa valeur peut être interprétée comme la probabilité 

qu’une paire d’espèces choisie au hasard soit de deux espèces différentes (Gini, 1912; 

Simpson, 1949). L’indice de Gini-Simpson donne moins d’importance aux espèces rares. Il 

comptabilise les interactions possibles entre paires d’individus : les espèces rares 

interviennent dans peu de paires, et influent peu sur l’indice. En conséquence, le biais 

d’échantillonnage est très petit (Marcon, 2011).  

2.6.2. Images satellites  

Plusieurs images satellites de type SPOT 5 de résolution 2,5 mètres de la région ont 

été obtenues durant les périodes de terrain (septembre 2008 et mai 2009), fournies par le 

te
l-0

06
83

00
9,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 M

ar
 2

01
2



Matériel et Méthodes 

 31 

projet SEAS GUYANE sous l’égide de l’Unité ESPACE, IRD-Cayenne (https://www.seas-

guyane.org/seasguyane/index.htm) partenaire du projet PLUPH.  

 

2.6.3. Classification du paysage 

 Sans traitement supplémentaire, les images satellites sont inutilisables, c’est pourquoi 

la classification des images consiste à attribuer à chaque point de l’image (pixel) une étiquette 

parmi un ensemble de classes définies auparavant. La classification supervisée se base sur une 

bonne connaissance du terrain observé. Cette connaissance s’est faite lors des missions 

d’échantillonnage: à chaque palmier est associé une unité de classification du sol et certains 

points additionnels à l’échantillonnage ont servi de repères (routes, maisons, formations 

végétales particulières).  

Un front pionner peut être défini comme une forme spatiale témoignant d’un processus 

d’appropriation de nouveaux territoires, considérés comme un milieu vierge de toute 

intervention humaine. L’action principale est souvent le défrichement et des feux opérés, dans 

des savanes et des forêts (Hypergéo, 2004). Généralement les agriculteurs utilisent la 

technique de la coupe et brûlis pour dégager leurs futures aires de culture et de pâture. Ces 

aires de cultures sont exploitées pendant une brève période puis laissées en jachère pendant 

plusieurs années, à la suite de quoi, la jachère est à nouveau coupée et brûlée afin de fertiliser 

le cycle de culture qui s’ensuit (Camarão et al., 2000). Après plusieurs séquences de cultures 

et jachères, les aires déboisées sont abandonnées, donnant lieu à des formations de forêts 

secondaires ou transformées en pâturage. 

En partant de l’occupation initiale, essentiellement forestière, les différentes classes 

d’utilisation du sol ont été définies ainsi in situ, en s’inspirant de la classification faite par 

Oszwald et al. 2010 (Figures 2.6 et 2.7). 

La forêt exploitée représente un peuplement fermé, multi-stratifié, constitué d’une 

strate de grands arbres supérieurs à 50m, dont les essences forestières à valeur marchande ont 

été prélevées. On y trouve les palmiers du genre Attalea en faible densité d’une hauteur 

variant de 9 à 22m. 

Les forêts fragmentées représentent des reliquats forestiers entre deux parcelles 

défrichées, ou au bord de l’eau (galeries), les effets de bord y sont importants.  
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Les forêts de palmiers sont des formations secondaires mono-spécifiques 

principalement issues de cultures, jachères ou pâturages laissés à l’abandon. La végétation 

secondaire est principalement représentée par les palmiers du genre Attalea en grande densité, 

mais néanmoins de taille un peu plus réduite (6-13m). 

Comme l’ouverture de la forêt et le brûlis favorisent la prolifération des palmiers 

Attalea, le maintien des espaces pâturés demande de l’entretien et souvent les pâturages sont 

parsemés de groupements de palmiers de différentes densités. Nous avons essayé d’identifier 

les bosquets de palmiers dans les espaces pâturés.  

Lorsque les cultures sont laissées à l’abandon, une végétation broussailleuse prend le 

dessus, au sein de laquelle émergent les palmiers en densité élevée. Ces jeunes jachères sont 

ensuite à nouveau défrichées ou continuent leur cycle de croissance pour former des jachères 

plus anciennes où les palmiers sont souvent représentés en grande densité et en tailles variées.  

Les parcelles de cultures sont les parcelles cultivées de manioc, riz, haricots et maïs, 

les palmiers y sont généralement éliminés. 

Finalement le pâturage, vaste espace ouvert planté de graminées fourragères 

(Braccharia spp.,) constitue le dernier cycle d’appropriation des espaces forestiers. Les 

palmiers y sont représentés en densités variées, souvent par groupes de plusieurs palmiers, 

rarement isolés. 

Cette classification est ensuite appliquées aux régions ou aux pixels correspondant sur 

l’image satellite et le logiciel ENVI (Environment for Visualing Images) calcule par la 

méthode de calcul de distance minimum, la distance entre les différentes classes 

radiométriques identifiées sur le terrain. Quatre bandes spectrales sont utilisées, Vert, Rouge, 

PIR (Proche Infra Rouge) et le NDVI (Normalized Difference Vegetation Index).  

Finalement, le modèle numérique de terrain (MNT) de 90 mètres de résolution a été 

utilisé pour estimer la topographie du site d’étude et les altitudes où se situaient les palmiers 

(source: http://www.landcover.org/data/srtm). 
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Figure 2.6. Illustration des six classes de paysage identifiées in situ avec présence de palmiers du genre Attalea: a) forêt exploitée; b) fragment forestier; c) 

palmeraie ou bosquet de palmiers; d) jachère de plus de 3 ans; e) jachère de moins de 3 ans et f) pâturage avec palmiers. 
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Figure 2.7. Dynamique de succession paysagère typique de culture sur brûlis, la fertilisation des parcelles est basée sur le potentiel de régénération de la 

végétation secondaire. La fréquence des défrichements et brûlis ainsi que la période de jachère peut varier d’un cultivateur à un autre. La période de jachère 

est généralement longue et la fréquence de défrichement faible pour les populations indigènes (caboclos), la période de jachère est raccourcie et la fréquence 

de défrichement plus grande pour les populations immigrantes (colons). 
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2.7. Identification morphologique des insectes 

Les insectes ont été identifiés selon leurs caractéristiques morphologiques et 

chromatiques (Lent & Wigodinsky, 1979). Les adultes ont été différenciés selon leur sexe et 

les différents stades larvaires ont été identifiés. L’état nutritionnel (alimenté, non alimenté) de 

chaque individu a été déterminé visuellement par examen morphologique de l’abdomen, puis 

confirmé par dissection par la recherche de sang dans le tube digestif.  

 

2.8. Détermination visuelle de l’infection par Trypanosoma cruzi et T. rangeli 

Tous les insectes arrivés vivants au laboratoire de la Fiocruz (Belo Horizonte, Minas 

Gerais, Brésil) ont été soumis à un examen direct des déjections pour identification 

morphologique de Trypanosoma cruzi et de T. rangeli. Les trypanosomes étant identifiés 

grâçe à leur mouvement dans les déjections, cete examen n’est pas possible  chez les 

specimen morts. 

 Une goutte de sérum physiologique 0.9% est mise sur une lame de microscopie, 

l’abdomen du triatome est ensuite comprimé avec une pince de dissection afin de provoquer 

l’élimination des fèces qui sont ensuite homogénéisées avec le sérum physiologique.  

 La lame est ensuite observée au microscope (160x) afin de détecter la présence des 

stades évolutifs de trypanosome (Cuba, 1998) (Figure 2.8).  

 

Figure 2.8. Photographies au microscope optique (600X) de a) Trypanosoma rangeli et b) T. cruzi 

métacycliques circulants (photos: Fernando Braga Stehling Dias, LATEC). 
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2.9. Extraction ADN des insectes 

L’extraction d’ADN génomique des triatomes a été effectué soit à partir du muscle 

alaire et de deux pattes (adultes, L5, L4), soit de l’insecte entier (L3, L2, L1) en utilisant le 

DNeasy Tissue Kit® de Qiagen selon les instructions du fabricant. De plus, pour les adultes, 

les L5 et les L4, le contenu du tube digestif a été extrait de manière indépendante afin de 

procéder à l’identification moléculaire du dernier repas sanguin et des parasites en utilisant 

l’ADN contenu dans le repas sanguin. Pour les insectes de petite taille (L1, L2, L3), la 

détection des hôtes et des parasites a été faite à partir de l’ADN extrait de l’insecte entier. 

 

2.10. Amplification ADN mitochondrial Cytochrome b 

Afin de confirmer moléculairement le statut taxinomique des insectes et de procéder à 

des reconstructions phylogénétiques, un fragment de 458 paire de bases du gène cytochrome b 

a été amplifié à l’aide des amorces CYTB7432F, 5"- GGACG(AT)GG 

(AT)ATTTATTATGGATC, et CYTB7433R, 5"-GC(AT)CCAATTCA(AG)GTTA(AG)TAA 

(Monteiro et al., 2003).  

 Les PCR ont été effectuées dans un volume final de 25µl (GoTaq® Flexi DNA 

Polymerase, Promega) contenant: 5µl de Tampon 5X ; 1µl de dNTP (10µM chacun); 3µl de 

MgCl2 (25mM); 1µl de chaque amorce (10µM); 0,2µl de Taq Polymérase (5U/µl) et 1µl 

d’ADN (10 ηg ADN). Les conditions PCR d’amplification sont décrites dans la table 2.1. et 

les méthodes de  séquençage au point 2.14.  

Un seul individu par palmier ainsi que tous les adultes ont été séquencés avec le 

marqueur mitochondrial cytochrome b, pour un total de 134 insectes.  
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2.11. Détection moléculaire de l’infection par T. cruzi et T. rangeli 

La détection moléculaire de l’infection par T. cruzi a été effectuée en utilisant comme 

marqueur une région inter-génique du gène mini-exon (Souto et al., 1996). Le fragment 

amplifié est de 350pb pour les isolats de T. cruzi TcI et 300pb pour T. cruzi TcII, selon la 

classification ancienne du parasite (Anonyme, 1999). Trois amorces ont été utilisées TCI - 5’-

CCT GCA GGC ACA CGT GTG TGT G-3’ (spécifique pour T. cruzi I, Anonyme, 1999), 

TC2 - 5’- GTG TCC GCC ACC TCC TCC GGC CC-3’ (spécifique pour T. cruzi II, 

Anonyme, 1999) et TC - 5’-CCC CCC TCC CAG GCC ACA CTG-3’ (commun aux deux 

groupes) (Souto et al., 1996).  

Pour Trypanosoma rangeli, l’identification moléculaire s’est faite à partir de 

l’amplification d’un fragment de 620 bp d’un gène répétitif d’ARN nucléaire C11 (sno-RNA-

C11) qui amplifie un fragment de 620 bp (Morales et al., 2002; Pavia et al., 2007). Les 

amorces TrF (5’-CGCCCCGTCTTGCCCTGT-3’) e TrR2 (5’- CGCAGCAAGGACAG 

GAGGGA-3’) ont été utilisées.  

 Les amplifications ont été réalisées dans un volume total de 10µl contenant1µL de 5X 

Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega); 3µl de MgCl2 (25mM), 1µl de dNTP (10µM chacun), 

1µl de chaque amorce (10µM), 0,1µl de GoTaq DNA polymérase (5U/µl)) et 1µl d’ADN (10 

ηg). Les produits PCR ont été vérifiés sur gel d’agarose 1% (TBE 0,5X), après migration 

pendant 30 minutes à 100V, en utilisant un marqueur de taille Ladder 100pb (Invitrogen). Les 

conditions PCR et les longueurs de fragments attendues sont décrites dans les tables 2.2 et 2.3. 

 

2.12. Variabilité de T. cruzi  

Il a été démontré que T. cruzi est essentiellement constitué de six unités distinctes 

(DTUs, Discrete Typing Unit) TcI, TcIIa (TcII), TcIIb (TcIII), TcIIc (TcIV), TcIId (TcV), 

and TcIIe (TcVI) (Brisse et al., 2000, 2001) ayant chacune différents aspects 

épidémiologiques et évolutifs (Lewis et al., 2009). La variabilité des différentes souches de 

Trypanosoma cruzi a été évaluée à l’aide de différents marqueurs situés sur des génomes 

différents. Chez les kinétoplastes, il existe un génome d’origine bactérienne (kinétoplaste) qui 

contient une grande quantité d’ADN extra nucléaire ou kDNA. Le kDN est organisé en 
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réseaux de molécules d’ADN circulaires de deux types, des structures maxicercles qui 

contiennent les gènes codant les enzymes nécessaires à la respiration oxydative et les 

minicercles impliqués dans les phénomènes d’édition  permettant d’exprimer les transcrits des 

maxicercles. Les mini-cercles présentent une grande variabilité génétique et semblent 

impliqués dans la pathogénicité de T. cruzi. 

 Quatre marqueurs ont été utilisés, un marqueur kinétoplastique, le gène mini-exon (1) 

(Souto et al., 1996), un marqueur nucléaire non codant, le domaine divergent D7 du locus 

24Sα rRNA (LSU rDNA) (2), et deux marqueurs nucléaires codants, le gène glucose-6-

phosphate (GPI) (3), et le gène hsp60 (Heat Schock Protein, HSP) (4).  

 La simple visualisation des produits amplifiés avec les marqueurs (1) et (2) sur un gel 

d’agarose permet de discriminer certaines lignées (TcI/IV et TcIII/V) (Brisse et al., 2000, 

2001; Kawashita et al., 2001; Lewis et al., 2009). Ensuite, la combinaison de l’amplification 

du LSU rDNA avec deux méthodes de PCR-RFLP (polymorphisme de longueur des 

fragments de restriction) après digestion enzymatique des deux gènes amplifiés (3) et (4) 

permet de différencier les différents DTU connus (Lewis et al., 2009) selon la séquence 

méthodologique décrite dans la Figure 2.9. 

 

Figure 2.9. Diagramme méthodologique des trois techniques de PCR et PCR-RFLP pour la 

discrimination des différentes souches de Trypanosoma cruzi d’après Lewis et al., 2009.  

TcI TcII TcIII TcIV TcV TcVI 
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Les amplifications ont été réalisées dans un volume total de 25µl contenant 5 µL de 

5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer (Promega), 3 µL MgCl2 (25mM), 1 µL dNTP (10 µL 

chacun), 1µl de chaque amorce (10µM) 1U de GoTaq DNA polymérase (Promega) et 2,5µl 

d’ADN (25ηg), selon les protocoles d’amplification décrits dans la table 2.2 pour (1) et (2) et 

la table 2.3 pour (3) et (4). 

Les produits PCR ont été vérifiés sur gel d’agarose 1% (TBE 0,5X), après migration 

pendant 30 minutes à 100V, en utilisant un marqueur de taille Ladder 25pb (Invitrogen).  

Les produits amplifiés grâces aux marqueurs GPI et HSP ont ensuite été soumis à une 

digestion enzymatique: 10 µl de chaque produit PCR sont digérés dans une réaction contenant 

0.25 U/ µl des enzymes de restriction appropriées, soit HhaI (NEB, Hitchin, UK) pour GPI et 

EcoRV (Promega) pour HSP, ajoutés de tampon de réaction 1X selon les instructions du 

fabriquant afin d’obtenir 20 µl de volume total de réaction. Les échantillons sont ensuite 

incubés 4h à 37 °C, puis visualisés sur gel d’agarose 1,5%. Les tailles de fragments attendues 

sont décrites dans la table 2.1 

Toutes les séquences amplifiées de T. cruzi ont ensuite été soumises au séquençage 

selon le protocole décrit sous le point 2.14.  
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Table 2.1: Assignement des génotypes (DTU’s) de Trypanosoma cruzi selon les tailles de produits amplifies ou après digestion enzymatique, adapté de Lewis 

et al. 2009 et de Brisse et al. 2001 

 

 

Gène cible TcI TcII TcIII TcIV TcV TcVI

mini exon (SL) 350 300 ou pas d'amplification 300 300 ou pas d'amplification 300 300

LSU rDNA 110 117 ou 120 ou 125 ou 130 125 110 110 ou 110 +125 125

HSP/Eco RV 432-462 432-462 432-462 432-462 ou             
314+148-118

432-462                           
432-462+314+148-118

432-462 ou                       
432-462+314+148-118

GPI/HhaI 817-447 490+447+253 490+447+253 817+447 817+490+447+253 817+490+447+253

te
l-0

06
83

00
9,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 M

ar
 2

01
2



Matériel et Méthodes 

 41 

2.13. Détection des sources d’alimentation des insectes  

 Afin d’identifier les hôtes sur lesquels les triatomes se sont nourris, les ADN extraits 

du contenu du tube digestif ainsi que l’ADN entier des stades L3, L2, L1 ont été soumis à 

l’amplification du gène cytochrome b à l’aide d’amorces spécifiques aux vertébrés: 

L148415’AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA3' et H151495'- 

AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3', (Kocher et al., 1989). 

 Les amplifications ont été réalisées dans un volume total de 25µl contenant 5µL de 5X 

Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega), 3 µL MgCl2 (25mM), 1 µL dNTP (10 µL chacun), 

1µl de chaque amorce (10µM), 1U de GoTaq DNA polymérase (Promega) et 2,5µl d’ADN 

(25ηg). Les conditions PCR sont décrites dans la table 2.2. 

 Après visualisation des produits PCR sur gel d’agarose et séquençage (voir 2.14), les 

séquences obtenues ont été comparées avec des séquences de références déposées sur 

GenBank avec le programme BLAST (Basic local alignment search tool: Altschul et al., 

1997) afin d’identifier les espèces d’hôtes ou les espèces les plus apparentées.  

 

2.14. Visualisation des produits amplifiés et séquençage 

Les produits PCR ont été vérifiés sur gel d’agarose 1% (TBE 0,5X), après migration 

pendant 30 minutes à 100V puis purifiés à l’aide du kit de purification Wizard® Genomic 

DNA Purification Kit de Promega selon les instructions du fabriquant. Les produits purifiés 

ont ensuite été soumis à une réaction de séquence à l’aide du kit ABI PRISM Dye Terminator 

Cycle Sequencing Ready Reaction System, version 1.1. Chaque réaction contient: 1µl du mix 

BigDye, 3,5µl de tampon à 5X, 1µl d’une des deux amorces à 3,2µM et entre 20 et 50ng 

d’ADN.  

Les conditions d'amplification de séquence sont les suivantes: dénaturation initiale d’1 

min à 96°C, suivie de 24 cycles (1) d’une dénaturation de 10 s à 96°C (2) d’une hybridation 

de 5 s à 50°C (3) d’une extension de 4 min à 60°C et d’une extension finale de 20 min à 72 °C. 

La rampe thermale utilisée est de 1°C/s. 
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L’ADN a ensuite été précipité en vue du séquençage en ajoutant: 50µl d’éthanol 95°, 

2µl d’acétate de sodium à 3M et 2µl d’EDTA à 125mM au produit de la réaction de séquence. 

L’ensemble a été centrifugé à 13000rpm pendant 20 minutes. 150µl d’éthanol 70° ont ensuite 

été ajoutés au culot d’ADN. Le tout a été centrifugé à 13000rpm pendant 10 minutes. Le culot 

a ensuite été séché. L’ADN est ensuite suspendu dans 12,5 µl de formamide et séquencé à 

l’aide d’un séquenceur type ABI Prism 3100 (Applied Biosystem).  

 Les séquences ont été acquises grâce au logiciel Sequencing Data (Applied 

Biosystems) et les pics ambigus corrigés manuellement (hétérozygotes, pics masqués par les 

fluorophores non incorporés ou non éliminés lors de la purification) en utilisant le logiciel 

Bioedit (Hall, 1999). Toutes les séquences ont été séquencées en "forward" et en "reverse", 

les deux brins inverses complémentaires d'une même séquence ont ensuite été rassemblés 

manuellement.  
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Table 2.2. Description des conditions d'amplification pour les différentes séquences et loci microsatellites étudiés. 

 

Table 2.3. Description des conditions de réaction de PCR en chaîne pour la détection de Trypanosoma rangeli et l’amplification du gène HSP60 de T. cruzi. 

Amplification cytB Amplification msat Amplification T.cruzi 
mini exon

Amplification T.cruzi 
24Sα rRNA 

Amplification contenu 
tube digestif

Détection Wolbachia     
wsp

Détection Wolbachia    
coxA

Dénaturation initiale 2mn à 92°C 30s à 94°C 4 mn à 94 °C 4 mn à 94 °C 3mn à 93°C 3mn à 94 °C 3mn à 94 °C
Nombre de cycles 34 30-40 15 27 25 35 40
Dénaturation 30s à  92°C 30s à 94°C 1mn à 94 °C 1mn à 94 °C 1mn à 93°C 30s à  à 94 °C 30s à  à 94 °C
Hybridation 45s à 48 °C 30s à 42-55°C 30s à 61 °C 1mn à 60 °C 1mn à 50 °C 30s à  à 45 °C 30s à  à 48 °C
Elongation 1mn30 à 72°C 30s à 94°C 30s à 72  °C 1mn à 72°C 2mn 72 °C 1mn30 à 72°C 1mn30 à 72°C
Elongation finale 10mn à 72 °C 10mn à 72 °C 10mn à 72 °C 10mn à 72 °C 10mn à 72 °C 10mn à 72 °C 10mn à 72 °C
Longueur attendue 660 pb NA 300 ou 350  pb 110 à 135 pb NA 600 pb 400 pb

Références (Monteiro et al., 2003) (Harry et al., 2008; 
Fitzpatrick et al., 2009) (Souto et al., 1996) (Souto et al., 1996; 

Brisse et al., 2001) (Kocher et al., 1989) (Braig et al.,1998) (Baldo et al., 2006)

Amplification T.rangeli
Amplification T.cruzi GPI 

& HSP60
Dénaturation initiale 5mn à 94 °C 3mn à 94°C
Nombre de cycles I 15 4
Dénaturation I 30s à 94 °C 30s à 94°C
Hybridation I 1mn à 63°C 30s à 60°C
Elongation I 30s à 72°C 1mn à 72°C
Nombre de cycles II 20 28
Hybridation II 1mn à 60°C 30s à 60°C
Elongation II 30s à 72°C 1mn à 72°C
Elongation finale 5mn à 72°C 10mn à 72°C
Longueur attendue 620 pb 432-462 pb

Références (Morales et al, 2002; 
Pavia et al., 2007)

(Gaunt et al., 2003; Sturm 
et al.,2003; Lewis et al., 
2009)
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2.15. Microsatellites et Génotypage  

2.15.1. Amplification  

Vingt marqueurs microsatellites ont été décrits précédemment pour Rhodnius prolixus 

(Harry et al., 2008; Fitzpatrick et al., 2009). Du fait de la très grande proximité phylogénétique 

des deux espèces R. prolixus et R. robustus, les marqueurs isolés sur R. prolixus ont été testés sur 

les échantillons de Rhodnius robustus. Sur les vingt marqueurs testés, dix ont été retenus pour 

leur polymorphisme démontré chez les individus de R. robustus. Les températures d’hybridation 

ont été adaptées (table 2.4).  

 

Table 2.4. Description des amorces utilisées pour l’amplification des loci microsatellites pour Rhodnius 

robustus adaptées de marqueurs précédemment décrits pour Rhodnius prolixus (R4-R32: Harry et al., 

2008; LIST: Fitzpatrick et al., 2008). 

Les amplifications ont été réalisées à partir de l’ADN génomique dilué 10x en utilisant un 

marqueur fluorescent Dye labelled primer (Applied Biosystem) et la polymérase GoTaq® Flexi 

(Promega) dans un volume final de 12µl, contenant entre 2 et 5 ηg d’ADN, 1,5µl de MgCl2 

(25mM), 2,5µl de tampon 5X, 0,5µl de dNTP (10µM chacun), 0,5µl de chaque amorce (10µM) et 

0,05µl de Polymérase (5U/µl). Les PCR ont été effectuées avec 30-40 cycles, les températures 

Nom du locus           
réf. genebank 

Séquence de l'amorce Motif de répetition T ( C°) Tailles

LIST14-037 F: GGCGACACCCCATAGAAACC
EU622032 R:ATTAAAGAACGGAAACCCCACC
LIST14-079 F: TAGAGTTTTTGCTCCTGTTAGC 
EU622034 R: TCCTATCTTTCGGTAAGTCCG
LIST14-010 F: AATGATGACTGTATTGATGGGC
EU622026  R: TTCGACCAACAACAACTTCCC
R4 F: AAGTGGTTAAAATGAAAATATTCC 
DQ364967 R: CCGGTAAGACGCAGAGTAC
R11 F: CTCCAAGCATCCAGCTTCTC
DQ364969  R: CAATGACCACCTGGTCACG
R13 F: TACATCTTCAATAATCATCACACAC 
DQ364970 R: AAGTAAATTGAATGAATGCCC
R26 F: AGAAGGAATCTATCCACTTTCGC 
DQ364972 R: CCTCGCTATCAGCTGCTACG
R30 F: GATCCAGGCAGTTTTCTTAAGTG 
DQ364974 R: CAATGGAACAAGAATTTAGTGAGG
R31 F: TGTGGTAAGTCCTGTGTAGAAGG
DQ364975 R: TCTGTTGGTCCAGACACGG
R32 F: TGAGCTTATCCACTGGCTTCAG 
DQ364976 R: CAGGAGTGGGCCATTTCC

54 215-225

48 204-243

48 175-182

54 114-126

[GT]8 55 235-249

[CA] 9 N2 [CA]10 42 245-312

(GT)10 52 202-218

[CA]9

(GT)11 52 115-138

(GT)2T2(GT)17

(GA)15

(AC)5GC(AC)

(CA)3CT(CA)2

(GT)8

52 308-327

50 231-270
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d’hybridation sont décrites pour chaque locus dans la table 2.4 et les conditions d’amplification 

dans la table 2.2. 

Ensuite, 1µl de chaque amplification a été mélangé à 12,5 µl de formamide et 1µl de 

marqueur de taille (GeneScan™ 500 LIZ™, Applied Biosystem).  

 

2.15.2. Génotypage des individus 

 L'acquisition des données d'analyse des fragments microsatellites a été effectuée avec le 

logiciel GeneScan ® (Applied Biosystem) permettant d'obtenir les tailles brutes des fragments 

microsatellites amplifiés pour chaque échantillon et donc le polymorphisme de longueur des 

fragments.  

 La séparation et la détection des microsatellites amplifiés se fait par une électrophorèse 

capillaire réalisée sur un séquenceur automatique (ABI 3100 Genetic Analyzer). Les fragments 

amplifiés sont injectés dans des capillaires de 36 cm remplis d’un polymère qui sous l’influence 

d’un champ électrique, va séparer les fragments d’ADN. La taille de ces fragments est 

déterminée par leur vitesse de migration dans les capillaires. 

Les données brutes ont ensuite été transférées au logiciel GeneMapper ® (Applied 

Biosystem), afin d'assigner à chaque pic une étiquette de taille brute, le nom du marqueur 

microsatellite analysé et les allèles correspondant aux tailles détectées. 

Un total de 743 specimens de Rhodnius robustus (espèce majoritaire à 99.60%) a été 

soumis au génotypage tandis qu’un seul individu par palmier ainsi que tous les adultes de 

Rhodnius robustus et de Rhodnius pictipes ont été séquencés avec le marqueur mitochondrial 

cytochrome b. 

 

2.16. Détection de Wolbachia 

Afin de vérifier que la structuration génétique observée n’est pas due à des processus de 

manipulation reproductive dus à des endo-symbiontes, toutes les femelles ont été testées pour 

l’infection par Wolbachia spp via l’amplification des gènes wsp (Braig et al., 1998) et coxA 

(Baldo et al., 2006), selon les protocoles d’amplification décrits dans la table 2.2.  
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Toutes les PCR ont été réalisées dans un volume final de 25µl (GoTaq® Flexi DNA 

Polymerase, Promega) contenant: 5µl de Tampon 5X, 1µl de dNTP (40µM chacun), 3µl de 

MgCl2 (25mM), 1µl de chaque amorce (10µM), 0,2µl de Taq Polymérase (5U/µl) et 2µl d’ADN 

(40-100 ηg). Des extraits d’ADN d’insectes précedemments identifiés positifs à Wolbachia dans 

notre laboratoire ont été utilisés comme témoin positifs : Rhodnius robustus (GenBank numéro 

d’accession : EU444069).  

 

2.17. Génétique des populations  

2.17.1. ADN mitochondrial, cytochrome b 

 Les consensus des séquences obtenues pour chaque individu ont ensuite été alignés via le 

logiciel ClustalW (Thompson et al., 1994), avec les options par défaut d'alignement multiple.  

 Dans un premier temps, nous avons étudié les relations généalogiques entre les haplotypes 

mitochondriaux des insectes échantillonnés à l’aide de construction de réseaux via le logiciel 

TCS version 1.21 (Clément et al., 2000). Les résultats obtenus nous ont permis de détecter 18 

haplotypes uniques qui ont ensuite été soumis aux méthodes de reconstitution phylogénétiques 

La confirmation du statut spécifique de Rhodnius robustus s’est faite en comparant les 18 

haplotypes obtenus avec les séquences publiées du complexe "robustus" (Lyman et al., 1999; 

Monteiro et al., 2003; Maia da Silva et al., 2007; Pavan & Monteiro, 2007; Harry et al., 2008; 

Justi et al., 2010). Afin de reconstruire les relations phylogéniques, nous avons utilisé l’inférence 

bayésienne sous MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). 

jModelTest 0.1.1 (Posada, 2005) a été utilisé a priori afin de déterminer le meilleur 

modèle de substitution des données en inférence bayésienne à l’aide de l’AIC (Akaike 

information criterion). Les analyses bayésiennes ont été effectuées avec 3 000 000 itérations 

consécutives via la méthode MCMC (Markov Chain Monte Carlo).  

Les cartes de distribution spatiale des haplotypes par communauté ont été construites à 

l’aide du logiciel Adobe Illustrator CS5 afin de mettre en évidence la structure spatiale des 

populations de triatomes récoltées sur les palmiers.  
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2.17.2. Définition des groupes d’analyse  

Premièrement, afin de nous affranchir du biais de consanguinité qui peut exister au sein 

d’une population issue d’un même palmier, nous avons considéré uniquement tous les adultes et 

un individu par palmier dans les palmiers où aucun adulte n’a été trouvé.  

 Deuxièmement, pour tester la différenciation génétique entre populations nous avons 

considéré divers jeux de données: 1) Les phylogroupes qui ont été déterminés par les analyses 

généalogiques (réseau) et phylogénétiques (bayésien), 2) les communautés dans lesquelles les 

palmiers ont été disséqués, 3) les unités d’utilisation du sol dans lesquelles les palmiers ont été 

disséqués et 4) les ensembles d’unité d’utilisation du sol (patches) au sein des communautés.  

 

2.17.3. Polymorphisme mitochondrial  

 Afin de déterminer la variation haplotypique au sein et entre les palmiers, certaines 

mesures de diversité haplotypique ont été calculées. Le nombre d’haplotypes, Nh (Nei, 1987), la 

diversité haplotypique, Hd2 (Nei, 1987), la diversité nucléotidique, Pi3 (π) (Tajima, 1983), 

l’estimateur theta4 (θs) (Tajima, 1983) et le nombre moyen de différences nucléotidiques k 

(Tajima, 1983).  

La différenciation génétique et les flux géniques ont été calculés avec les estimateurs Nst5 

et Nm6 (Lynch & Crease, 1990), le nombre moyen de différences nucléotidiques avec Kxy 

(Tajima, 1983) et le nombre moyen de substitutions nucléotidiques par site avec Dxy (Nei, 1987). 

Tous les indices ont été calculés avec le logiciel DNAsp v5 (Librado & Rozas, 2009). 

 

                                                

2 Diversité haplotypique Hd: probabilité que deux haplotypes tirés d’une population soient semblables!
3 Diversité nucléotidique Pi (π): nombre moyen de différences entre deux séquences.!
4 Theta(θs): nombre moyen de différences attendues entre deux séquences échantillonnées au hasard dans la 
population, paramètre populationnel permettant d’estimer Ne(taille efficace de la population) et µ (taux de mutations 
par site (S) et par génération. 
5 Nst est une mesure de différenciation génétique basée sur la comparaison des différences moyennes entre les 
séquences au sein de la sous-population et dans les sous-populations que l’on compare. 
 6 Nm est une estimation des taux de migration, l’indice compare les temps moyens de divergence entre les paires de 
gènes/séquences au sein d’une population et entre les sous-populations comparées.!
 !
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2.17.4. Analyse démographique  

Nous avons examiné la distribution du nombre de différences par paire de séquences 

(distribution “mismatch”) avec le logiciel DNAsp v5 (Librado & Rozas, 2009). La distribution 

“mismatch” est théoriquement lisse et unimodale pour les populations qui ont récemment subit 

une expansion démographique (Rogers & Harpending, 1992). 

Les indices Fu’Fs (Fu, 1997) et D* (Fu & Li, 1993) permettent de tester pour chaque 

population l’hypothèse d’expansion démographique. Les statistiques Fs permettent de calculer la 

distribution des différences par paire de sites nucléotidiques (Rogers & Harpending, 1992) et 

détectent un excès d’allèles rares dans une population en croissance, par comparaison aux valeurs 

attendues sous une stabilité démographique. Le test de D* est basé sur la comparaison des 

différences du nombre de mutations uniques (“singletons“ ou variants rares) par rapport aux 

mutations totales (Fu & Li, 1993). Une valeur significativement négative de Fs associée à une 

valeur non significative de D* marque une expansion démographique, tandis qu’une valeur Fs 

non significative associée à une valeur de D* significative indique des phénomènes de sélection. 

La significativité des indices est testée à partir de 10’000 simulations de coalescence effectuées 

avec DNAsp v5 (Librado & Rozas, 2009).  

Le test de neutralité (Tajima’s D) permet de tester si les mutations observées sont 

sélectivement neutres. Le test est basé sur les fréquences des mutations qui affectent de manière 

différente le nombre de sites polymorphes (S) et le nombre moyen de différences entre les 

séquences (π). Comme S est plus sensible aux allèles rares que π, un D négatif signifiera un excès 

de mutations rares pouvant être un signal de balayage sélectif ou d’expansion de population. 

Réciproquement π étant plus sensible aux mutations de fréquences intermédiaires, un D positif, 

signifiera un excès de mutations de fréquences intermédiaires pouvant être liées à un phénomène 

de sélection balancée ou de goulot d’étranglement (bottleneck).  

Le test R2 (Ramos-Onsins & Rozas, 2002) est utilisé pour calculer la différence entre le 

nombre de mutations uniques par rapport à la moyenne du nombre de différences partagées par 

deux individus. Les expansions récentes sont généralement associées à des estimations faibles du 

paramètre R2. 

La validité générale du modèle démographique a ensuite été évaluée à l’aide de l’" 

Harpending Raggedness Index " de la distribution observée: Hri (Harpending, 1994) et de la 

somme des différences au carré entre les valeurs observées et attendues, SSD (Schneider et al., 
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2000) à l’aide d’ARLEQUIN 3.5.1 (Excoffier et al., 2005). La distribution "mismatch " décrit les 

différences par paire d’haplotypes, alors que l’indice de Harpending (Hri) décrit la variation 

autour de cette courbe. Il est attendu des populations stationnaires une courbe de distribution 

erratique et irrégulière tandis que les populations ayant subi une expansion démographique 

démontrent des courbes régulières avec l’existence d’un pic (Rogers & Harpending, 1992). Une 

valeur non significative de Hri signifie une distribution conforme à l’hypothèse d’expansion 

(Harpending, 1994). 

 La significativité des indices Fs, R2, Hri et SSD a été testée avec une approche de 

bootstraps entre les valeurs attendues et observées (10 000 réplicats, selon Schneider et al. 2000). 

Les temps de divergence entre les phylogroupes ont été calculés avec la formule τ = 2ut, τ 

est le paramètre de temps d’expansion en unité de mutation et u est le taux de mutation par 

génération. Nous avons utilisé un taux de mutation de 2.3% par million d’années (My), qui est 

généralement le taux de polymorphisme du gène mitochondrial chez les insectes (Bower, 1994) 

également utilisé par Monteiro et al. 2003 pour l’estimation des divergences au sein du clade  

"robustus" (Monteiro et al., 2003). Avec un temps moyen de génération en conditions de 

laboratoire de 6 mois (Rabinovich & Nieves, 2011), le nombre de générations par année a été 

estimé à deux pour Rhodnius spp. Le paramètre τ est estimé avec ARLEQUIN 3.5.1 (Excoffier et 

al., 2005).  

 

2.18. Génotypage (marqueurs microsatellites) 

La présence d’erreurs de génotypage susceptibles d’affecter les données moléculaires: la 

présence d’allèles nuls7, les "dropout "8 alléliques et le "stuttering"9 (Pompanon et al., 2005) a été 

testée à l’aide de MICROCHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004). Le déséquilibre de 

                                                

 
7 Allèle nul: allèle non amplifié à cause d’une mutation au niveau du site de fixation de l’amorce.!
8!Dropout: allèle faux dus à une faible quantité d’ADN cible ou à une amplification préférentielle des allèles de petite 
taille.!
9!Stuttering: "dérapage" de la polymérase qui produit des bases supplémentaires différentes du modèle d’origine.!
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liaison10 entre les différents loci globalement et à l’intérieur de toutes les populations considérées 

a été testé avec FSTATS (Goudet, 2001). 

Les paramètres de variabilité génétique tels que le nombre d’allèles par locus et les 

hétérozygoties observées et attendues ainsi que l’hypothèse d’équilibre de Hardy-Weinberg 

(HWE: Hardy, 1908; Weinberg, 1908) ont été respectivement calculés et testée par locus, et par 

jeu de données sur l’ensemble des loci à l’aide d’Arlequin (Excoffier et al., 2005).  

 

2.18.1. Différenciation génétique entre les populations 

 La différenciation génétique entre les différentes populations de Rhodnius a été étudiée à 

l'aide de paramètres statistiques appelés F-statistiques de Wright (1951), estimés avec la méthode 

de Weir et Cockerham (1977) via le logiciel Arlequin (Excoffier et al., 2005). 

 Les Fst sont une mesure de différenciation génétique donnant une indication sur le niveau 

de structure génétique des données par estimation des flux de gènes (Nm, nombre de migrants par 

génération). La significativité des valeurs Fst est estimée par des tests de permutations au hasard 

entre toutes les populations, la pvalue donnée par ces tests reflète la proportion de permutations 

conduisant à une valeur Fst plus grande ou égale à celle observée. 

 

2.18.2. AMOVA 

 Les analyses de variance moléculaire (AMOVA) permettent de tester la structure 

génétique et le niveau hiérarchique (entre groupes, intra ou inter-populationnel et inter-

individuel) auquel elle intervient (Excoffier, 2003; Excoffier et al., 1992). Tous les niveaux 

hiérarchiques d’analyse (phylogroupes, communautés, unités de paysage, patches de paysage) ont 

été testés individuellement et combinés.  

 

 

 

                                                

10 Déséquilibre de liaison: la proximité physique de deux locus sur un même chromosome par exemple peut induire 
une association plus fréquente entre certains locus.!
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2.18.3. Procédures d’assignation  

 Les populations définies a priori par la méthode d’échantillonnage (par palmier, par 

communauté, par unité de paysage) ne reflètent pas forcément les discontinuités entre les 

populations « réelles ». Ainsi, les méthodes d’assignation permettent de grouper des individus 

dans des unités populationnelles et de détecter des migrants entre ces unités, sans hypothèse a 

priori sur les limites populationnelles. 

 L’assignation des individus à des populations permet de déterminer le nombre le plus 

probable (K) de populations présentes dans le jeu de données. Nous avons utilisé le logiciel 

STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), en estimant une probabilité Q d’appartenance à chacune 

des K populations, en calculant des K de 1 à 10. Les analyses ont été répétées 10 fois pour chaque 

valeur de K avec une période de "burn in"11 de 500 000 chaînes de Monte Carlo suivie de 1000 

000 d’itérations successives, sous les deux modèles, avec et sans "admixture" (mélange de 

populations), et de fréquences alléliques corrélées. Pour identifier la valeur la plus probable de K 

nous avons utilisé la méthode statistique du ΔK (Evanno et al., 2005). 

 Alors que les calculs d’inférence de STRUCTURE ne se basent que sur les données 

génétiques, il existe des logiciels qui incorporent l’information spatiale des individus génotypés: 

TESS (François et al., 2006), basés sur le concept que les individus ont plus de chance 

d’appartenir à une même population s’ils sont proches géographiquement.  

 

2.18.4. Autocorrélation spatiale 

 Aucune de ces analyses d’assignation (spatiale ou non) n’ayant réussi à détecter une 

quelconque structuration des individus génotypés nous avons également utilisé l’autocorrélation 

spatiale qui permet essentiellement d’estimer la ressemblance entre voisins, c’est-à-dire la 

différenciation génétique entre populations ou individus en fonction de la distance géographique 

qui les sépare. L’autocorrélation s’est faite à l’aide du logiciel GENEALEX 6.4 (Peakall & 

Smouse, 2006).  

 

                                                

11 Burn in: période "d’allumage": un nombre défini d’itérations est déterminé en début d’analyse jusqu’à ce que la 
chaîne de Markov ait atteint sa phase stationnaire.!
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2.18.5. Analyse de parenté  

 Afin de réaliser les études classiques de génétique de populations, il a fallu nous 

affranchir du bais de consanguinité au sein des palmiers en n’utilisant comme données que les 

individus adultes non apparentés. Cependant, il nous a paru intéressant de reconstituer les fratries 

au sein des palmiers. 

 Le logiciel COLONY (Wang, 2004) calcule, grâce à un algorithme de maximisation 

de la vraisemblance, la configuration d’apparentement d’une population la plus probable étant 

donné les génotypes des individus analysés. En premier lieu, chacun des n individus de la 

population échantillonnée forme une famille et la vraisemblance L de cette configuration est 

calculée. Le principe repose sur le déplacement au hasard des individus d’une famille à une autre 

(avec diminution possible du nombre de familles) et sur le calcul de la vraisemblance 

correspondante. L’opération est renouvelée jusqu’à ce que la permutation des individus entre 

famille ne permette plus d’augmenter la vraisemblance de la configuration. De cette manière, 

COLONY (Wang, 2004) détermine le nombre de familles composant une population d’individus 

ainsi que leur composition.  

Cependant, les procédures de reconstruction de parenté étant encore en procédure, ces 

résultats ne seront pas présentés dans ce travail.   

2.19. Autorisations  

Plusieurs autorisations ont été nécessaires à la réalisation du travail de terrain et pour le 

rapatriement en France des insectes collectés sur place. Ont ainsi été délivrées: 

- par le Ministère de la Science et de la Technologie brésilien, une autorisation de collecte 

de matériel scientifique par des étrangers (non brésiliens): Portaria MCT N° 679/10 

(annexe 1). 

- par l’IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis, Institut Brésilien de l’environnement et des ressources naturelles 

renouvelables, (SISBIO, Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade): (1) 

une autorisation pour la coupe des palmiers: autorisation n°: 16485-2, 27/06/2008, 

16485-3 émission du 19/04/2010, 16485-4, émission 08/06/201, 16485-5 émission 

20/04/2011 (annexe 2) et (2) la licence d’exportation des insectes: CITES (Convention 
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sur le commerce international des espèces de faune et de flore sauvages menacées 

d'extinction) Permis n°:09BR002832/DF émission du 09/01/2009 (annexe 3). L’accès au 

patrimoine génétique des insectes collectés est inclus dans le permis d’exportation 

CITES.  
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3. Résultats 

Article 1 

Chagas disease spatial environmental risk for amazonian human communities at a 

local scale based in land use and Attalea palm tree species occurrence 

 

Article 2  

Identification des sources alimentaires et des souches de Trypanosma cruzi associées 

à Rhodnius robustus dans le bassin du Tapajós 

 

Article 3  

Tamandua tetradactyla Linnaeus, 1758 (Myrmecophagidae) and Rhodnius robustus 

Larrousse, 1927 (Triatominae) infection focus by Trypanosoma rangeli Tejera, 1920 

(Trypanosomatidae) in Attalea phalerata Mart. ex Spreng (Arecaceae) palm tree in 

the Brazilian Amazon 

 

Article 4  

Genetic connectivity in natural sylvatic Rhodnius robustus (Larousse, 1927) 

populations in fragmented landscape of the Amazon Basin (Tapajós River, Pará state) 
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Article 1 

Chagas disease spatial environmental risk for amazonian human 

communities at a local scale based in land use and Attalea palm tree species 

occurrence 
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 Abstract 

Anthropic disturbances with deforestation of Amazon tropical wet forest leads to a 

mosaic of landscapes composed of natural forest and secondary vegetation (secondary forest, 

palm groves, fallows) and pasture. These changes result in the proliferation of invasive 

heliophilous palm trees of the Attalea genus, the principal natural ecotope of Rhodnius species, 

bloodsucking insects acting as vectors of Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas 

disease in Latin America. 

Attalea palm trees were used in the present work as an ecological indicator for 

mapping environmental risk or hazard for human exposure to Chagas disease in three local 

amazonian communities of the Tapajós river (Brazilian Amazonia). The authors describe the 

land use and land cover patterns for each community taking into account the occurrence of 

three Attalea palm tree species present in the region (A. maripa, A. phalerata, and A. 

speciosa) and their infestation rates by triatomines and the triatomine infection rate by 

Trypanosoma cruzi.  

Six different land cover classes were identified in the field and applied through 

supervised classification on a 2009 (date of the field work) SPOT 5 image of the study area in 

order to cartography environmental risk associated to the presence of palm trees in the area. 

One hundred and thirty palm trees of the three species were dissected of which 73 (54.9%) 

were infested with Rhodnius robustus (742 insects collected). The distribution of palm species 

varied in each community. A. maripa was the only species found in the most recently settled 

community (Araipá). In this community the most recently established, significant decrease in 

insect density were observed and also in the two most disturbed land cover classes. 

Insect infection by T. cruzi was examined using molecular methods. Respectively, 123 

(16.6%) insects in 31 (23.3%) palms were identified positive for T. cruzi. A lack of infection 

was detected in Araipá but no differences were observed between the different land cover 

classes.  

The three rural communities of São Tomé (riparian), Nova Estrela (pionnier front), 

and Araipá (intermediary between riparian and pionnier colonisation front) have different 

settlement times. This temporal gradient is associated with differences in Attalea palm trees 
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species presence and distribution, rates of palm infestation by triatomines (Rhodnius robustus) 

and distribution of prevalence of insect infection by Trypanosoma cruzi. The epidemiological 

system correlated to eleven classes of land cover patterns of human settlement showed that 

the occurrence of Attalea palm tree species can be used as an ecological indicator to predict 

different classes of environmental risk exposure of Chagas Disease for the amazonian 

population. 

 Author Contributions 

Conceived and designed the experiments: MQ, CAR. Analyzed the data: MQ, FBSD, 

ED, JSO, CAR. Contributed reagents/materials/analysis tools: ED, RD, ML, MH, CAR. 

Wrote the paper: MQ, CAR, ED. Revised the manuscript MQ, ED, FBSD, JSO, CR, RD, ML, 

MH, CAR.  

 

Introduction 

An anthroposystem is an interactive system between two units, a sociosystem(s) and a 

natural or artificialized ecosystem structured and functionning within a given geographical 

area and evolving over time as a result of external and / or internal factors to the system 

(Levêque et al., 2003). This concept refers to a systemic vision and dynamic interactions 

between humans and environments. The human society and his environment can then be 

understood as a set of interacting elements that may cause hazards and vulnerabilities 

(anthroposystem at risk) (Romana, 2007). The risk is then characterized by two components, 

the probability that an event (hazard) occurs in a espace (environmental risk), and the severity 

of the effects of the event supposed to happen according to the vulnerability of individuals or 

populations. The hazard can be spatialized and mapped (Romaña, 2007).  

In the Amazonian basin, the emergence of acute Chagas disease can be considered as 

the result of an environmental risk or hazard due to colonization of the environment by palm 

trees of the genus Attalea upon deforestation (Romaña, 2007). Through ecological studies 

applied to epidemiology, Romaña et al. (1999, 2003 and 2007) demonstrated that Attalea 

palm trees could be the most important ecological biotope for the genus Rhodnius (Hemiptera: 

Reduviidae), vectors of Trypanosoma (Schyzotrypanum) cruzi Chagas 1909, the pathogenic 

agent of Chagas disease. Then, Attalea palm trees could be an ecological indicator of the 
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presence of the sylvatic epidemiological system composed of populations of T. cruzi parasites, 

triatomine vectors and mammal parasitic reservoirs. In Amazonia, the Rhodnius populations 

are widespread associated with palm trees and they have an active role in disease transmission 

(Coura et al., 2002; Grijalva et al., 2003; Aguilar et al., 2007; Abad-Franch et al., 2009, 2010). 

Since 1998, in Pará, Amapá and Acre states, 17 oral outbreaks occurred implicating 85 

patients (1998-2005) (Valente et al., 1999, 2002 and 2005). Between 2005 and 2009, 455 new 

cases have been described, from which 85.5% in Northern Brazil, Pará and Amazonas were 

the states implicating the majority of the cases, with respectively 310 (68.1%) and 29 (6.4%) 

(Briceño-Leon, 2007). Since beginning of the year 2011, 85 cases were registered in Pará 

state, from which ten had fatal issue (SESPA 2011). 

In 2003 and 2007, Romaña et al. also demonstrated that the genus Attalea, particularly 

Attalea butyraceae (Mutis ex. L.f.) Wess. Boer. (formerly Scheelea zonensis, S. magdalenica) 

in Colombia and Panama and A. speciosa Mart. 1826 in Brazilian Amazonia, could not only 

be a visual and stable indicator of Chagas disease risk for the local populations but also a 

biogeographical and bioclimatic indicator of the environmental modifications induced by  

deforestation by human activities. Following the interest of studying this palm trees genus 

with ecoepidemiological parameter estimation in Amazonia, Abad-Franch et al. in 2010, used 

Attalea palm trees to study infestation patterns by triatomine at different spatial scales (region, 

landscape, and individual palm) through identifying the causes of their variation and to 

propose a predictive model of palm occupancy that could be used in the context of disease 

risk mitigation. In terms of broadscale risk mapping, the authors highlighted that soil richness 

data sets could be interesting but that local-scale covariates could be more useful that regional 

or landscape features to explain variations in palm occupancy by triatomines. They conclude 

that local scientific knowledge is needed to assess potential disease risk situations. 

In the present work, we used the Attalea palm trees as an ecological indicator for 

mapping environmental risk or hazard for Chagas disease exposure at a local level for three 

amazonian communities of the Tapajós river (Brazilian Amazonia). We describe the land use 

patterns for each community and took into account the occurrence of the Attalea palm trees, 

their infestation rates by triatomines and their infection rate by T. cruzi.  
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  Material & Methods  

 Study Area 

The study area (Figure 1) included three small scale farming communities located in 

the districts of Aveiro and Rurópolis (Pará State, Brazil), 400 km south of the Amazon River 

in the Lower Tapajós region. These three neighboring communities were chosen according to 

global research goals of a larger interdisciplinary study on health risks related to land 

management (acronyme PLUPH “Poor Land Use, Poor Health” http://www.pluph.uqam.ca).!
They!were characterized by different establishment time and their location from waterways, 

such defining a different spatiotemporal relationship between communities and the 

environment. 

The riparian community named São Tomé (S03.99185°,W 55.56538°), was the oldest 

one, established 70 years ago and characterized by families (95%) natives from the Tapajós 

region. The plateau community, Nova Estrela (S04.07299°, W55.51772°), located  8km 

inland from the Araipa lakeshore, was colonized by inhabitants coming through the BR163-

transamazonian highway that opened 30 years ago and mostly Northeast migrants (67%).  

The third community, Araipá Lago (S04.02516°, W55.55224°), had intermediate 

characteristics in term of its geography, history and society compared to the two latter, with a 

population formed by 47 % Northest migrants and 51 % Brazilian North States natives. 

Araipa Lago was first constituted by older establishment from local riparian inhabitants who 

installed randomly around the lakeshore and migrants from Nova Estrela who developped a 

central community  at the end of a lake arm, where the side road number 70 ends, heading 

towards the joint  BR 163-transamazonian road. The three communities principal activities are 

family agriculture and fishing. 

The climate in the local area is hot and humid with an annual rainfall varying between 

1800 and 2200 mm interrupted by a drier season of approximately three months (August to 

December) (Grupo de Trabalho Interministerial, 2006). The mean temperatures vary from 

25°C to 27°C with a maximum between 31°C to 33°C and a minimum between 24 and 25°C. 

In the region, vegetation is dominated by a sub-montane open forest (floresta ombrófila 

aberta submontana) (EMBRAPA, 2007) with at least one Attalea palm species present in any 

given area (Pires and Prance, 1985). However slash and burn agriculture conducted for over 

30 years now favored an anthropogenic landscape characteristic of a pioneer front formed by 

crops, pastures, and different stages of secondary forest growth.  
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Figure 1. Multiscale localisation of the study area in the Pará state (Brazil) of the Amazonian region. 

The three communities, São Tomé, Araipá and Nova Estrela are located on an axis perpendicular to 

the Tapajós River (Spot5 image 2009, SEAS Guyane project; UMR ESPACE-DEV, IRD-Cayenne, 

https://www.seas-guyane.org/seasguyane/index.htm). 

 

Sampling  

The region was prospected prior to data collection to choose the sampling areas in the 

three communities according to two criteria: representativity and fragmentation of the 

different land use classes (Jaeger, 2000; Roux et al., 2008). Palm trees were selected 

according to their geographic location, their distribution throughout the three communities 

and to the associated land use. They were identified according to Henderson et al. (1995) 

during the initial survey of the area. Only species of the genus Attalea were retained for 

analysis because they were considered strong indicators of the presence of triatomines 

(Romaña et al., 1999; Abad-Franch et al., 2005, 2010). 

The sampling was carried in the three communities, São Tomé, Araipa Lago and Nova 

Estrela, during two field missions, in September 2008 (dry season) and May 2009 (rainy 

season). In Nova Estrela, the sampling was  performed only once in September 2008 as it was 
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impossible to reach the community during the rainy season. As the original forest cover was 

gradually replaced with a mosaic landscape composed of pastures, crops, fallows and 

secondary forest growth, we sampled palm trees in each class of land use. !
During the sampling, each Attalea palm tree was georeferenced (coordinates and 

elevation) using a GPS (Garmin etrex, Garmin®). Then, the palm trees were cut down with 

the authorization of land owners and dissected for triatomines captures. Leaves were removed 

from stem to crown and meticulously examined for insects and all the organic matter was 

carefully inspected on a white tissue for nymphal stages identification (Diotauiti & Dias 

1984). 
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Figure 2. Spatial distribution of the three Attalea palm tree species across the study area. The 

boundaries of the surface of the areas considered for the study of the land cover and land use of the 

three local communities are illustrated by a blue line in: (A) on a false colour composite Spot 5 image 

(year 2009) of 2.5m spatial resolution provided from the SEAS French Guyane project and (B) on a 90 

m resolution Digital Terrain Model (DTM) used to estimate the topography. The surface of each 

community was calculated within one kilometer around all the palm trees sampled. 
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 Data analysis 

  Entomological and parasitological studies 

The captured insects were grouped by dissected palm in order to identify the five 

larval development stages and the adult males and females. The insects, kept in Eppendorf 

tubes topped with tissue and placed at 28 C° and 90% relative humidity, were transferred to 

the laboratory. Live insects were fed on hens and dead insects were placed in absolute ethanol.  

The identification of the adults was carried out morphologically according to Lent & 

Wygodzinsky (1979) and molecularly with third instar nymphs up to adults using cytochrome 

b mtDNA sequences according to Monteiro et al. (2003). 

For each triatomine, DNA extractions were performed using the blood meal of the 

digestive tube to confirm infection by T. cruzi (Lewis et al. 2009). 

 

 Statistics  

“Attalea palm species” variable was analysed as function of the elevation and 

“presence of insects in Attalea palm tree species”, “presence of T. cruzi infection in 

triatomines” and “densities of triatomine infestation in palm trees and T. cruzi infection of 

triatomines” as a function of the factors “Attalea palm tree species”, “local communities” and 

“land cover and land use classes”. 

Non parametric statistical analysis were conducted to compare the differences between 

the variables. Kruskal Wallis, multiple comparison after Kruskall Wallis and pairwise 

comparaison using Wilcoxon rank sum test were performed with R (R Development Core 

Team 2010).  

Within each population division (palm species, communities and land use class) ratio 

of adults to nymphs and infected adults to infected nymphs as well as a colonization index 

(proportion of palms with presence of nymphs to total of palms) were calculated in order to 

observe variances of palm trees colonization.  

 

 Topography, remote sensing data and land cover-land use classification  

A Digital Terrain Model (DTM) giving informations at a 90 m resolution was used to 

estimate the topography of the study area and the elevation of the distribution of Attalea palm 

tree species (SRTM, available on http://www.landcover.org/data/srtm). 
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For landscape analyses, a SPOT 5 image of 2.5m spatial resolution provided from the 

SEAS GUYANE project (UMR ESPACE-DEV, IRD-Cayenne, https://www.seas-

guyane.org/seasguyane/index.htm) was obtained during the field collections in 2009. The 

images have been produced with radiometric and geometric corrections in UTM WGS84 map 

projection without ground control points (2A production level). 

In order to produce a thematic representation of the study area on the ground, the 

Spot5 image has been subjected to supervised landscape classification with ENVI 

(Environment for Visualing Images) software 

(http://www.ittvis.com/ProductServices/ENVI.aspx), by calculating Minimum Distance 

method between different radiometric classes based in the principal land use classes 

identificated on the field and using four bands (Green, Red, PIR and NDVI for Normalized 

Difference Vegetation Index).  

Once landscape classification described (Figures 5 & 6) and according to field works 

observations, three main classes where the Attalea palm tree species were present or absent 

have been clustered. All georeferenced palms that were used for landscape classification were 

not necessarily sampled for studying the presence, density and distribution of triatomines. 

The first clustered class has been described by pixels containing a radiance signature of 

presence of high densities of adult palm trees. The second one was based in a pixel radiance 

signature that described landcover likely to harbour diverses stages of juveniles and adults 

palm trees in mid to low densities. Finally, a third clustered class where no Attalea palm trees 

were identified because there is no environmental characteristics related to the presence of 

Attalea palms or because these have been systematically removed in the local context of 

human activities. !
!
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 Results 

  Attalea sp. distribution in the three communities 

Three Attalea palm species were observed in the study area (common names are given 

in brackets): A. maripa (Aubl.) Martius 1845 (inajá), A. speciosa Mart. (babaçu), A.  

phalerata Mart. ex Spreng. 1825 (urucuri), Oenocarpus distichus Mart. 1823 (bacaba), 

Mauritia flexuosa L. f. 1782 (buriti), Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. 1824 

(macaúba) and Astrocaryum vulgare Mart. 1824 (tucumã) (Glassman, 1978 ; Balick et al., 

1987 ; Henderson et al., 1995 ; Glassman, 1999 ; Pintaud, 2008). Only the first three observed 

species known to be the ecotopes for insects of the genus Rhodnius were retained for analysis.  

A total of 133 Attalea palms tree were observed in the three communities with a 

distribution of 74 A. maripa palms in São Tomé, Araipá and Nova Estrela, 33 A. speciosa and 

26 A. phalerata palms in Sao Tomé and Nova Estrela (tables 1 and 2). A. maripa was 

exclusively observed in the community of Araipá, whereas the three palm species were 

present in the two other communities. 

 

The general distribution of the Attalea palm tree species was different in function of 

the local topography. A. maripa varied from 2 to 101m above sea level (mean 48.6m ± 28.4), 

A. speciosa from 19 to 106m (mean 63.9m ± 29.7) whereas A. phalerata from 7 to 36m (mean 

22.9m ± 8.0). The mean and median altitudes were significantly different between the three 

palm species (pvalues < 0.001, Kruskall Wallis test) (Figure 3).  

If in Nova Estrela, the palms were distributed around the median altitude as the mean 

elevation of A. maripa in Araipa (Figure 3), there were no significant differences between the 

three palm species in Nova Estrela and of A. maripa between Araipa and Nova Estrela. The 

situation is not similar in Sao Tome, where it was possible to observe great variations in 

altitude of the three palm species, the mean elevation of A. phalerata being significantly 

lower than the two other species (pvalues <0.001, Kruskall Wallis test).  
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Figure 3. Boxplot of elevation per palm species within each community of São Tomé, Araipá and 

Nova Estrela. Significant differences in altitudinal distribution occurred only in São Tomé community 

between Attalea phalerata (Ap) and the two other species A. maripa (Am) and A. speciosa (As) (A. 

phalerata ≠ A.maripa, pvalue < 0.001, A. phalerata ≠ A.maripa <0.001, KW test). 

 
Triatominae, Attalea palm trees infestation and triatomine infection by 
Trypanosoma cruzi 
From the 133 Attalea palm trees sampled in the three communities, 73 (54.9%) were 

found infested by triatomine insects (Table 1). 742 triatomines were identified as Rhodnius 

robustus Larousse, 1927 (99.6 % of the total insects captured), three triatomines as R. pictipes 

Stal 1972 and one as Panstrongylus lignarius Walker, 1973. 

The three specimens of R. pictipes were found on separated palms: two nymphs (third 

and fourth instars) in one A. maripa situated in a young fallow in Araipa community and one 

fifth instar in an A. speciosa in secondary grown palm tree forest in Sao Tomé. None of them 

was found infected by T. cruzi but detection of nymphs in these palm trees supposed possible 

palm colonisation by R. pictipes in the area. The unique specimen of P. lignarius was found in 

one A. speciosa located in São Tomé in an old fallow. The R. pictipes and P. lignarius insects 

were found altogether with individuals of R. robustus in the same three palm trees. 
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Concerning the cytochrome b DNA analysis, the sequences of the 742 insects 

collected as R. robustus clustered in 16 haplotypes which shared greatest similarity with 

haplotypes roBr3m and roBr3L (Monteiro et al., 2003) from Amazonas state (Apuí) and Rob1 

from the Alto Beni state in Bolivia (Justi et al., 2010). Further phylogenic analysis of these R. 

robustus haplotypes are reported elsewhere (Quartier et al., in prep)  

The R. pictipes specimens matched at 98% with R. pictipes Pic1 which was collected 

in Pará state by Justi et al., (2010). The Panstrongylus specimen has not been sequenced and 

was only characterised with morphological criteria (Lent & Wygodzinsky, 1979).  

From the 742 insects of R. robustus captured in the 73 Attalea palm trees, 623 (84%) 

were nymphs and 119 (16 %) adults, 86 (72%) triatomines were males and 33 (28%) females. 

Respectively to the triatomine infection rates by T. cruzi, a total of 125 (16.8%) insects were 

found infected and among them, 86 triatomines were nymphs (14% of total nymph insects) 

and 39 were adults (26% of total adult insects), 23 were males and 16 females (20 % and 14% 

of total adult insects).  

 

Concerning the global mean insect numbers/palm trees, the triatomine fluctuated from 

0 to 51 individuals per palm with a mean number of 5.58 +/-0.89 insects/palm trees and the 

number of infected insects per palm fluctuated from 0 to 30 with a mean number mean 

number of 0.92 +/- 0.27 infected insects per palm trees. From the 73 total infested palms, 31 

Attalea palm trees corresponding to 46.5% of the infested palms and 23.3 % of the sampled 

palms harboured insects infected by T. cruzi.  

 

 Comparison of Attalea sp. infestation rates by triatomines between communities 

The number of triatomines collected per infested palms was higher in São Tomé and 

Nova Estrela in comparison with Araipá. Tables 1 and 2 summarize general results and 

descriptive statistics.  
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Table 1: Relationships between palm tree species, population density of Rhodnius robustus and infection by Trypanosoma cruzi. Infested palms: palms with 

at least one triatomine; palms with infected insect(s): palms with at least one triatomine infected by T. cruzi; adults/nymphs index: ratio of adults on nymphs; 

adults/nymphs infection index: ratio of infected adults on infected nymphs; colonisation index: percentage of palms with nymphal stages. Significant 

differences between palm tree species for a) infestation (maripa ≠ speciosa, maripa ≠ phalerata, pvalues <0.001, KW), b) density of insects per palm (maripa 

≠ speciosa, maripa ≠ phalerata, pvalues <0.001, KW), c) infection by T. cruzi (maripa ≠ speciosa, maripa ≠ phalerata, pvalues <0.001, KW), density of 

infected insect per palm (maripa ≠ speciosa, maripa ≠ phalerata, pvalues <0.001 KW). 

 

  

Sampled 
Palms Infested Palms

Palms with 
infected 
insect(s)

Total of 
insects Insects /palms Infected insect Adults/nymphs Adults/nymphs Colonisation 

(N) N (%) (N) (%) (N) (mean ±SD) /palms index infection index index
mean ±SD) (%)

Attalea 
maripa 74 28 (38)a 5  (7%) c 199 2.69 ± 0.80b 0.26 ± 0.03d 0.15 0.46 89.29

Attalea 
speciosa 33 25 (76%) 10 (30%) 226 6.84 ± 1.62 1.8 ± 0.08 0.17 0.44 88

Attalea 
phalerata 26 20 (77%) 16 (62%) 317 12.19 ± 3.05 1.69 ± 0.09 0.16 0.5 95

Total 133 73 31 742 5.58 ± 0.89 0.92 ±0.27 0.16 0.46 90
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Table 2. Relationships between human communities, population density of Rhodnius robustus, and infection by Trypanosoma cruzi. Infested palms: palms 

with at least one triatomine; palms with infected insect(s): palms with at least one triatomine infected by T. cruzi; adults/nymphs index: ratio of adults on 

nymphs; adults/nymphs infection index: ratio of infected adults on infected nymphs; colonisation index: percentage of palms with nymphal stages. Significant 

differences between communites for a) infestation (Araipá � São Tomé, pvalue <0.001, KW), b) density of insects per palm (Araipá � São Tomé, pvalue 

<0.001, KW), c) infection for T. cruzi (Araipá � São Tomé, pvalue <0.001, KW), d) density of infected insect per palm (Araipá � São Tomé, pvalue <0.001, 

KW). 

 

Sampled 
Palms Infested Palms 

Palms with 
infected 
insect(s)

Total of 
insects Insects /palms Infected Insect Adults/nymphs Adults/nymphs Colonization 

(N) (N) (N) (N) (mean ±SD) /palms index infection index index
mean ±SD) (%)

Sao Tome 73 50 (68%) 22 (30%) 513 7.03 ± 1.29 1.46  ± 0.05 0.14 0.37 96
Nova Estrela 25 13 (52%) 9 (36%) 158 6.32 ± 2.17 0.64  ± 0.09 0.21 1.67 84.62

Araipa 35 10(29%)a 0c 71 2.02  ± 1.28b 0d 0.57 0 70

Total 133 73 31 742 5.58 ± 0.89 0.92 ±0.27 0.16 0.46 90
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Higher frequency of infestation was observed in São Tomé with 50 Attalea palms 

infested (68.5 % of the total sampled palms), 13 in Nova Estrella (52%) and 10 in Araipá 

(28.57 %). Differences between communities were significant only between São Tomé and 

Araipá (pavalue < 0.001, KW and pairwise comparison using Wilcoxon rank sum test). 

A. speciosa and A. phalerata had higher infestation indexes (respectively 75.76 % and 

76.92%) significantly different from A. maripa (37.84%) (KW and WRST pvalue < 0.001). 

Examination of species effect within the communities showed that A. maripa infestation was 

not significantly different from A. speciosa and A. phalerata within Nova Estrela  (KW 

pvalue= 0.452) but significantly different from A. speciosa within São Tomé community 

( KW pvalue = 0.0071). 

A. maripa palm trees harboured lower insects population densities. But as A. maripa 

was the only species present in Araipá community where the infestation was lowest too, a 

community effect cannot be excluded. Density of insects per palms was significantly lower 

for A. maripa compared to A. phalerata and A. speciosa (pvalues = 0.008 and <0.001, KW 

test). Densities of insects per palm were different only between Araipá and São Tomé (pvalue 

= 0.002, KW test). 

Proportions of adults compared to nymphs were the same for the three Attalea palm 

species (from 0.15 to 0.17) but were different between communities (from 0.14 to 0.57), 

being higher in Araipá where the adults were proportionnaly more numerous than the nymphs. 

Colonisation index (88 for A. speciosa, 89.29 for A. maripa and 95 for A. phalerata) followed 

the same pattern, being homogeneous between the three different Attalea species and 

heterogeneous between communities (from 70 to 96%).  

 

 Comparaison of Attalea sp. and Trypanosoma infection rates of Rhodnius 

 robustus 

From the 73 infested palms with 742 insects captured, 31 palm trees had a total of 125 

infected insects (16.85% of total insects). Number of infected insects per palm fluctuated 

from 0 to 30 with a mean number of 0.92 ± 0.27 infected insects per palm trees. Thirty-nine 

were adults (23 males and 16 females) and 86 nymphs.  

No infected insect was found in Araipá. In Nova Estrela, the infected insects were 

found on A. maripa, in only one A. speciosa palm and in 8 A. phalerata palms out of 14 
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sampled (57%). Globally, 70 % of the infested Attalea sp. palms were found positive for T. 

cruzi insect infection in Nova Estrela.  

In São Tomé, the insects infected by T. cruzi were found in the three Attalea palm 

species. The mean number of palm tree found with infected triatomine and the mean density 

of infected insects per palm trees were significantly different between A. maripa and A. 

phalerata species (pvalues = 0.011 and 0.012, KW tests).  

Globally infection index were not different between Nova Estrela and São Tomé 

(pvalue = 0.877). Ratios of infected adults on infected nymphs were the same whatever the 

palm species (from 0.44 for A. speciosa, 0.46 for A. maripa and for A. phalerata 0.45) but 

were different between Sao Tomé and Nova Estrela. 
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Figure 4. Distribution of (A) Attalea palm tree species infestation by Triatominae and (B) triatomine 

infection by Trypanosoma cruzi across São Tomé, Araipá and Nova Estrela communities (Tapajós 

region, Pará state, Brazil) are signalated on a 90 m resolution Digital Terrain Model (DTM) used to 

estimate the topography. The surface of each community was calculated within one kilometer around 

all the palm trees sampled and identified by a black line. Sao Tomé and Nova Estrela have the three 

species of Attalea palm trees (A. maripa, A. speciosa and A. phalerata) whereas only A. maripa is 

present in Araipá. Araipá is also the only community that does not have triatomines infected by T. 

cruzi.  
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 Environmental risk analyses 

 The land cover/land use classes and classification 

Based on field observation, eleven land uses classes were identified according to 

landscape dynamics of slash and burning human activities. This classification was applied on 

the corresponding pixels (or patch of pixels ) of the 2009 SPOT 5 image and subsequently to 

the whole image (Figure 6) throughout a supervised land cover classification described above. 

Table 3 and Figure 5 shows the land cover classes, the mean radiometric value for each 

available band of the SPOT 5 image and the color assigned for the classification map (Figure 

6). 
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Table 3. Mean radiometric value and description of the land use classes identified on the field and used for the supervised land classification Green, Red and 

PIR (near infra rouge) represent values from the initial SPOT 5 images. Colors correspond to assigned colors on the final classification map for each class (fig. 

6). 

Green Red PIR ( near 
infrared)

Color 
(class)

Isolated 
palm tree 

grove
194.42 87.38 129.25 Deep Blue +++ Aggregation of palms trees in pastures

Secondary 
palm tree 

forest
168.11 46.34 73.63 Blue +++ Monospecific secondary grown forest of Attalea

Gallery 
Forest

181.22 58.35 91.55 Deep Green + Forest

Fragmented 
Forest

139.55 37.23 57.17 Green + Fragmented forest with edge effects

Fallow > 3 
years

221.82 55.09 98.5 Purple ++ Fallow (secondary grown vegetation) under 3 years of 
age after slash and burn

Fallow < 3 
years

240.59 114.91 181.29 Rose ++ Fallow (secondary grown vegetation) more than 3 years 
of age after slash and burn

Crops 246.14 71.79 129.66 Red - Patch of cultivated land ( manioc, rice, beans)

Pasture 184.96 158.45 184.29 Orange - (++) Deforested area and secondary sowed with Bracharia spp

Degraded 
Pasture

193.96 227.19 235.57 Yellow - Areas of abandoned pasture

Raods or 
bare soil

143.44 249.97 235.31 Beige - Road and bare soil

Water 25.91 47.53 56.22 Grey - Water

Mean Radiometric value
Land use 

Class
Presence of 

Attalea
Description
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Figure 5. Mean radiometric values for the three bands (1: Green, 2: Red, 3: PIR (near infrared)) for 

the eleven classes of landuse identified on the field. 

 Land cover classes, Attalea palm tree species and triatomine distribution 

Attalea palm tree species, triatomine insects and infected triatomines were observed in 

situ in six out of the eleven classes. Table 4 summarizes results and descriptive statistics. 

Number of infested palm was significantly different between forest and pastures (pvalues = 

0.027, KW test) densities of insects per palm were significantly different between forest and 

young fallows (pvalue = 0.021) and between forest and pastures (pvalue = 0.0074). 

Concerning insect infection by T. cruzi and densities of infected insects, no significant 

differences were detected between the six land cover classes.  

. 
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Table 4. Relationships between land use classes, population density of Rhodnius robustus and infection by Trypanosoma cruzi. Infested palms = palms with 

at least one triatomine; palms with infected insect(s) = palms with at least one triatomine infected by T. cruzi; adults/nymphs index = ratio of adults on 

nymphs; adults/nymphs infection index = ratio of infected adults on infected nymphs; colonisation index = percentage of palms with nymphal stages. 

Significant differences between land use classes a) infestation (forest � pasture, pvalue = 0.027), b) density of insects per palm (forest � young fallows 

(pvalue = 0.021), forest � pasture ( pvalue =0.007), c) infection for T. cruzi (no differences, pvalue = 0.512), d) density of infected insects per palm (no 

differences, pvalue = 0.538). 

Palms with 
infected 
insect(s)

Total n° of 
insects Infected Insect Adults/nymph

s
Adults/nymph

s Colonization 

(N) (N) /palms index infection 
index index

mean ±SD)

Forest 19 16 (84%)a 6 (32%) 206 21.87 ± 3.08b 1.57 ± 0.60 0.01 0.36 100
Fragmented 
forest 9 4 (44%) 2(22%) 70 17.5 ± 6.89 0.44 ± 0.38 0.13 3 100

Palm trees 
forest 7 6 (86%) 2(29%) 62 10.33 ± 2.72 0.43 ± 0.30 0.16 0.5 100

Fallows more 
than 3 years 28 17 (61%) 8 (29%) 153 9 ± 2.66 1.5  ± 1.07 0.22 0.56 88.24

Fallows less 
than 3years 24 11 (46%) 2 (8%) 50 4.54 ± 1.56b 0.83 ± 0.58 0.03 0.25 81.81

Pasture 46 19(41%)a 11 (24%) 201 10.16 ± 1.43 b 0.52  ± 0.17 0.16 0.5 84.21

Total 133 73 31 742 5.58 ± 0.89 0.92 ±0.27 0.16 0.46 90

Land-use 
classes

Sampled Palm 
(N)

Infested Palms 
(N)

Insects per 
palms (mean ± 

SD)
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 Spatial distribution of the three communities 

In figure 6, the localisation of the São Tomé, Araipá and Nova Estrela community 

dwellings is associated with the eleven land use classes. In São Tomé, the majority of the 

houses are situated next to the river in a slope overhanging the water. The dwellings are 

surrounded by pastures with palm trees and remnant forests with numerous high palm trees of 

second grown palm tree formations. A small village center had been constituted around the 

school and the church (3-5 houses), the rest being disseminated along the river and 

inondations varzeas.  

In Araipá, the nucleous community borders the inondation Araipá Lake at the same 

elevation than São Tomé. The village, concentrated around the end of the km70 road which 

link the lakeshore to the Nova Estrela community, is surrounded with numerous pastures with 

young A. maripa specimens and recent fallows.  

The community of Nova Estrela is more centralized and organized along the km70 

road. The dwellings are surrounded with ancient pastures, whereas fallows and remnant forest 

are far from the center of the village. 
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Figure 6. Land cover cartography of the three communities (São Tomé, Araipá, and Nova Estrela) 

based on a supervised classification applied on a Spot 5 image (year 2009) of 2.5m spatial resolution 

provided from the SEAS French Guyane project. Geographic locations of houses were projected in 

black and buffer zones of 1km-radius around each palm tree dissected were defined to delimit areas of 

the three communities. 

 Environnemntal risk cartography 

From the eleven land uses classes, six harbouring palm trees were chosen and 

clustered in class of probability of Attalea occurrence. Three classes were obtained (Figure 7) 

and applied on the land use cartography. From this new hazard cartography, distribution of 

human dwellings in zones of probability of palm tree presence is shown. Palm trees are 

disseminated in each natural land use class, with increasing densities in more anthropized land 
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uses. Few patches with no palm trees were identified. Close proximity between houses and 

zone of high probability was observed, particularly in Nova Estrela and Araipá.  

Figure 8 shows the percentages of the three classes of environmental risk in fonction 

of the probablity of presence or not of the Attalea palm trees in the three communities. 

Percentages of each class are comparable between the three communities, nevertheless, 

spatial configuration of environmental risk classes is not taken into account in the figure. 
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Figure 7. Environmental risk cartography based on clustering land cover classes previously obtained 

by supervised classification in hazard classes of palm presence probabilities. Legend describes 

relationships between original land cover classes with repective hazard classes. 
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Figure 8. Percentage of environment risk classes calculated for communities based on the 

environmental risk cartography previously described. The territories of the communities were defined 

by buffer zones of 1km radius around each palm dissected in each community 
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 Discussion 

The three species of Attalea palms observed in the study area, A. speciosa, A. 

phalerata and A. maripa have been found in the three communities in closed and open areas 

such as natural forest, river margins, cleared pastures and in isolated state in not disturbed 

areas and in huge stands in open (highlighted) areas.  

For Uhl & Dransfield 1987, A. maripa is a tall, solitary and monoic palm found 

throughout the Amazonian region, widespread towards the open forests of its periphery. The 

species cannot be found outside Amazonia (Uhl & Dransfield, 1987; Kahn & Granville, 1992). 

 A. maripa is common in highly seasonal forests and is frequently dominant in 

secondary forests across their distribution range (Henderson et al., 1995). This palm, for 

example, was the most important species in the palm grove in anthropogenic forest and 

undisturbed areas at the Pinkaití (Southern Pará, Brazil) cleared for subsistence crops (roças), 

in the first half of last century grove (Salm 2004). Salm has also showed in 2004 that in full-

light conditions, the growth in height of A. maripa is relatively rapid and the stem of these 

palms can reach 8m height above ground in 16.5 ± 2.8 (S.D.) years after its emergence. 

During this phase, the canopy height is gradually raised and the canopy closes, reducing the 

light that reaches the juveniles. Palms are self-limiting because their regeneration is hampered 

by the shadow produced by adult palms. With the reduction of light in the understorey, liana 

recruitment becomes less frequent and their negative impact on the trees diminishes, 

liberating the trees to develop further. With the tree growth and the palm senescence, and 

replacement, the forest tends to progress to the mature stage.  

A. phalerata  is widespread around the southern and western periphery of the Amazon 

region and in the planalto of Brazil, in Peru, Brazil, Bolivia and Paraguay and have been 

found in open areas, gallery and disturbed forest, forest islands in savannas and lowland rain 

forest (Henderson et al., 1995). Their leaves are often an important source of thatching. The 

palm is often covered with persistent leaf bases. 

 A. speciosa has also a large range and habitat concerning mostly south of the Amazon 

in Guyana, Suriname, Brazil and Bolivia (Henderson et al., 1995). Like the other two species 

found in the three communities, it can be observed in forest or open areas, but occurring in 

huge numbers in disturbed areas, e.g., in Maranhao, where the forest has been cut and the 

landscape is stabilized (Mitja & Ferraz, 2001) 
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Taking the three species together and based in the works published firstly by Romana 

et al. (1999, 2005) and nowadays particularly by Abad-Franch et al. (2005, 2009, 2010) it is 

possible to consider that the three species had the same characteristics concerning their 

population dynamics in open and closed areas of the Amazonian region and that they are 

dominant species in disturbed areas. It is also possible to determine that the fruits of those 

palms represent a major food source for the vertebrate community in several parts of the 

Amazon (Bodmer, 1991; Kahn & Granville, 1992; Fragoso, 1994). 

Attalea palm distribution as indicator of epidemiological system spatial 

 heterogeneity 

The palm sampling used in the study area was not carried out to specifically study 

palm species distribution but rather Chagas Disease vectors distribution among human 

communities and different land use classes. Nevertheless it was possible to observe that the 

three Attalea species are not uniformly distributed across the whole region and that they are 

not represented in each community in the same proportion. They are patchily distributed 

over/through farming fields, forming successionnal groves of palms. A. maripa was the most 

present species in the whole sampling area and was mostly associated with A. phalerata 

and/or A. speciosa specimen which were often not present in individual farmer fields.  

Elevation could play a role in the distribution of A. phalerata because the palm trees 

specimens were found below 40m, nearer water level.  

Review of the literature showed that differences for Attalea palms tree distribution 

could be attributed to soil properties (Gregoire et al., 2011; Kahn, 1987), natural succession 

of species, artificial plantation, original distribution of the species in the forest, specific 

human activities (owners cut rather A. maripa that A. phalerata because a hard tissue exist 

around the stem structure), seed predation and seedling recruitment by vertebrates (Fragoso & 

Huffman, 2000). 

Heterogeneity in topography was pointed out to be as much as important as canopy 

cover for distribution of large arborescent palms in Amazonian terra firme forest (Salm et al.,  

2005). Although topography is suggested to have no direct influence on plants but rather 

being an indirect gradient of soil hydrology and drainage which also depends of soil texture, 

the details of succession process are still not fully understood (Salm et al.,  2005b)  
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Concerning landscape distribution, the three palm tree species were present in each 

land use classes, the only presence of A. maripa in Araipá community could reflect the more 

recent perturbation process. No A. phalerata was effectively observed in forest and was 

mostly associated to open area as pastures and fallows. Secondary grown palm forests were 

observed only in São Tomé, where originally deforestation occurred in past centuries and 

where farmers prefer let grow secondary vegetation than culture pastures as make colons in 

Nova Estrela. In summary palm tree distribution is principally due to natural causes as 

topography, light access and soil properties and to anthropogenic disturbances. In contrast, 

farmers decisions are fundamental for palm trees densities.  

Following their ecological niches, the entomological distribution of Rhodnius spp is 

intimately linked to Attalea palm tree in the differents land cover classes. Rhodnius spp had 

been associated to palm trees crown and a long co-adaptation between insects and palms had 

been assumed (Gaunt & Miles, 2000).  

R. robustus is considered as a sister species of R. prolixus. They are morphologically 

indistinguishable (Harry, 1994) and they share low nuclear divergence (Harry et al., 1992, 

1993) but relatively high mitochondrial genetic distances (Monteiro et al., 2000, 2003). 

Nevertheless, they have different ecological adaptations. R. prolixus has long been considered 

as a strictly domesticated species, evolved and adapted to domestic structure from sylvatic R. 

robustus (Dujardin et al., 1999). In Venezuela, sylvatic R. prolixus has been found sympatric 

with R. robustus in palm trees (Fitzpatrick et al., 2008) but Venezuelan R. robustus status 

remains unclear, considered as a truly R. prolixus for some authors (Harry, 1993).  

R. robustus has been described in French Guyana (Béranger et al. 2009), Venezuela 

(Harry et al., 1992; 1993; Fitzpatrick et al., 2008), Ecuador, Colombia (Galvão et al., 2003), 

Bolivia (Matias et al., 2001) and in north of Brazil (Pará, Amazonas, Roraima, Rondonia) but 

frequent confusions with R. prolixus make geographical distribution uncertain (Monteiro et 

al., 2003).  

R. robustus is considered as a sylvatic species but is known to visit sporadically 

houses (Coura et al., 2002; Miles et al., 1983) and as being attracted by light (Castro et al., 

2010). Due to its association with sylvatic cycle, the species is considered as a minor 

epidemiological importance for T. cruzi transmission nevertheless, reports of infected adults 

in houses in western Brazilian Amazon (Fé et al., 2009) and houses invasion in Venezuela 
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(Feliciangeli et al., 2002) stress possible implication of R. robustus oral transmission cases of 

T. cruzi.  

Despite ubiquity of Rhodnius robustus insects, epidemiological situation appeared 

different for both palm tree species and communities. Lower infestation rates in palms of A. 

maripa could be explained by the peculiar crown and stem architecture compared to the other 

Attalea species (Table 1). In A. maripa, the base of the leaf does not bear leaflets. These nude 

petioles lead to a diminution of organic matter accumulation between the remnant leaves and 

permit rain to flood palm crown, probably leading to the death of insects. Concerning 

colonisation indices and adults/nymphs ratios, they followed the temporal gradient of 

community settlements with more nymphs in ancient settlement and ecotopes. The indices 

and ratios remain similar between the different Attalea palm species, nevertheless more than 

80% palm tree in pastures demonstrated colonisation.  

Finally, in Araipá community we found no infected insects among the infested palms. 

As A. maripa is the only Attalea species present in Araipá – the most recently established 

community with intense slash and burning activities – the hypothesis to explain such situation 

is that functional connectivity provided by palm trees has been lost and, as a result, the 

circulation of reservoirs of T. cruzi limited. 

 

Conclusion 

The hazard or environmental risk area is the area where the epidemiological system 

circulates naturally, this system being complex for Chagas disease. The epidemiological 

system consists of a large number of cycles involving a variety of agents (populations of T. 

cruzi), insect vectors (eg. R. robustus) and reservoirs (eg armadillos, marsupials) in various 

environments. In general, T. cruzi circulates between insects and reservoirs without human 

contact. But the phenomenon of deforestation, by changing the habitats of insect vectors and 

the concentration of these near human dwellings, associated with the active dispersion by 

flight of the adult insects, increases the contact between insect vectors and human populations. 

The hazard can be then characterized and mapped by the area occupied by the biotopes, in 

this case the one that greater concern of researchers and policy, the palm trees of the Attalea 

genus. 

The spatial and temporal evolutions of the communities were representative of a more 
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widespread process occurring during these last decades in the whole Amazon region. At the 

same time, it illustrates the settlements taking place along the riparian and, more recently, 

along the roads. Both of them are characterized by a specific form of settlement and a unique 

forest fragmentation. Landscape local scale heterogeneity in the three communities of the 

Tapajós river was then detected for Attalea palm species distribution and epidemiological 

human exposure to insect vectors of T. cruzi, the agent of Chagas disease. São Tomé, Nova 

Estrela and Araipá are three communities representative of three land use patterns: (i) the 

riparian communities that lives from fishing and agricultural subsistence on the banks of the 

Amazonian rivers, (ii) the pioneers communities that occupy the territories by cultivating 

pasture for animal husbandry and (iii) the agricultural communities of slash and burn 

practiced by migrants from other parts of the Amazon and the Northeast of Brazil as part of 

vast operations of colonization by the opening of roads like the BR163.  

The state of Pará has recently set up an action plan with several interventions 

implemented from November 2007 to December 2009 in 86 municipalities selected for the 

presence of acaí production (a beverage representing the principal way of oral 

contaminations) and occurrence of acute cases of Chagas disease. This action plan consists in 

epidemiological, medical, environmental and entomological surveillance, clinical laboratory, 

primary care, health education and social mobilization. In a so large territories as the 

Amazonian region where the hazard for Chagas disease human infection exists, mapping the 

probability of Attalea palm trees occurrence as ecological indicator of the presence of the 

epidemiological system and ecological indicators of bioclimatic ecosystems and anthropic 

deforestation, represents the first step for the the establishment of a monitoring and alert 

system based on the territory of the environmental risk and the vulnerability of human 

populations.  
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Article 2 

Identification des sources alimentaires et des souches de Trypanosma cruzi 

associées à Rhodnius robustus dans le bassin du Tapajós en Amazonie 

brésilienne.  
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 Résumé  

Les sources alimentaires et les souches de Trypanosoma cruzi et T. rangeli associées à 

Rhodnius robustus dans des palmiers Attalea spp. dans trois communautés rurales du Tapajós, 

en Amazonie brésilienne ont été identifiées à l’aide de marqueurs moléculaires en utilisant 

l’ADN extrait des résidus de repas sanguin contenus dans le tube digestif des insectes (n= 

742). A partir de séquences de cytochrome b, 27% des repas sanguins ont pu être attribués à 

un hôte. Vingt espèces d’hôtes réparties en trois classes ont été déterminées (mammifères, 

oiseaux, sauropsidés). Il apparaît que 81 % des repas détectés ont été effectués sur des 

mammifères, hôtes potentiels de T. cruzi. L’infection à T. cruzi et T. rangeli a été détectée 

chez R. robustus en utilisant plusieurs types de marqueurs moléculaires.  

Des insectes infectés ont été trouvés dans deux communautés mais pas dans la 

communauté la plus récemment établie. La prévalence de T. cruzi chez Rhodnius robustus 

varie de 4.83 à 37.73 % selon les unités de paysages, avec une moyenne de 16.57%. 

Concernant T. rangeli, la prévalence varie de 3.88 à 16.67%  (moyenne de 9.43%). Les 

souches de T. cruzi ont été identifiées moléculairement comme appartenant à la lignée TcI 

plus précisément TcId. Quelques cas d’infection mixte TcI/TcII ont été mis en évidence. 

L’association probable de T. cruzi avec Cebus cay, Alouatta belzebul, Didelphis marsupialis, 

Coendou prehensilis et Tamandua tetradactyla ainsi que de T. rangeli avec T. tetradactyla 

dans la région sont mise en évidence. Les activités récentes de déforestation tendent à 

diminuer la diversité spécifique des espèces identifiées comme ressources alimentaires dans 

les communautés et limitent les populations de vecteurs et de parasites. Cependant, la 

présence abondante et ubiquiste d’hôtes potentiels et réservoirs de T. cruzi tels que T. 

tetradactyla  représente un risque épidémiologique bien présent. 
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Introduction 

Trypanosoma cruzi est un kinétoplaste flagellé trouvé uniquement sur le continent 

américain où il parasite des mammifères sauvages depuis des millions d’années. La Maladie 

de Chagas ou Trypanosomiase américaine causée par T. cruzi chez les humains est une des 

maladies parasitaires les plus importantes en Amérique Latine (Miles et al., 2003; Coura et al., 

2007). La transmission de T. cruzi se fait principalement par le contact avec les déjections 

contaminées des insectes vecteurs (Triatomines). L’épidémiologie de la Maladie de Chagas 

représente un défi car la transmission sylvatique du cycle sauvage se passe dans un réseau 

trophique complexe qui inclut plusieurs espèces de mammifères (Briones et al., 1999). La 

diversité de scénari écologiques dans lequel la maladie de Chagas existe reflète la polyvalence 

de T. cruzi et à quel point son épidémiologie très complexe doit être clarifiée (Roque et al., 

2008). Cette complexité est illustrée par la situation actuelle en Amazonie où à ce jour, plus 

de 40 espèces incluant marsupiaux, édentés, rongeurs, carnivores, primates et chauves souris 

sont considérées comme hôtes capables de maintenir le cycle enzootique de T. cruzi (Coura et 

al., 2002; Marcili et al., 2009).  

L’analyse de variabilité de T. cruzi à l’aide d’électrophorèse d’enzymes multilocus 

(MLEE) a démontré que la plupart des isolats amazoniens de T. cruzi appartiennent à une 

subdivision spécifique de T. cruzi: TcI. La sous division TcI se distingue de la deuxième 

lignée principale TcII (Brisse et al., 2001; Anonyme, 1999), qui est la plus commune dans des 

zones traditionnelles d’endémie de la Maladie de Chagas au Brésil (Miles et al., 1978, 1981). 

Plus tard, des sous-divisions ont été identifiées au sein de Tc II: TcIIa, TcIIb, TcIIc, TcIId, 

TcIIe renommées TcII, TcIII, TcIV, TcV, TcVI (Zingales et al., 2009). Le groupe TcI est 

assez diversifié et très répandu, il est principalement associé aux cycles de transmissions 

sylvatiques et est l’agent principal des cas de Chagas des zones endémiques au Nord de 

l’Amazonie, au Venezuela et en Colombie. Les groupes TcII, TcV et TcIV sont moins 

diversifiés du point de vue génétique et sont pratiquement trouvés uniquement dans les cycles 

domestiques des régions les plus au sud de l’Amérique du Sud. La souche TcIII est 

géographiquement assez répandue est possède un cycle sylvatique terrestre principalement 

associé aux espèces de tatous (Dasypus spp). TcVI est assez peu étudiée mais possède des 

génotypes divergents au sud et au nord du continent. TcIII et TcIV sont principalement 

associés aux cycles terrestres mais tous les deux sont capables de provoquer des infections 
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humaines lorsqu’ils interfèrent avec les cycles domestiques et sont considérés comme des 

lignées dérivées d’ hybrides de TcI et TcII (Westenberg et al., 2005).  

L’hypothèse de diversification des souches de Trypanosomes est mise en relation avec 

l’association aux hôtes mammifères principalement avec les marsupiaux et les xénarthres 

primitifs lorsque le continent américain s’est séparé des autres terres (65 millions d’années). 

TCI est supposé d’avoir évolué avec les marsupiaux et TCII en association avec des 

mammifères terrestres (Miles et al., 1981a, Gaunt & Miles, 2000; Yeo et al., 2005). Dans ce 

travail, les hôtes et les souches de Trypanosoma cruzi et de T rangeli dans le cycle sylvatique 

impliquant Rhodnius robustus et Attalea spp dans la région du Tapajós sont identifiés ainsi 

que leur variabilité moléculaire à l’aide de plusieurs marqueurs moléculaires.  

 

 Matériel et méthodes 

 Détection des sources d’alimentation des insectes 

Afin d’identifier les hôtes sur lesquels les triatomes se sont nourris, les ADN extraits 

du contenu du tube digestif ainsi que l’ADN entier des stades L3, L2, L1 ont été soumis à 

l’amplification du gène cytochrome b à l’aide d’amorces spécifiques aux vertébrés: 

L148415’AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA3' et H151495'- 

AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3', (Kocher et al., 1989). 

 Les amplifications ont été réalisées dans un volume total de 25µl contenant 5µL de 5X 

Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega), 3 µL MgCl2 (25mM), 1 µL dNTP (10 µL chacun), 

1µl de chaque amorce (10µM), 1U de GoTaq DNA polymérase (Promega) et 2,5µl d’ADN 

(25ηg). Les conditions PCR sont décrites dans la table 2.2. 

 Après visualisation des produits PCR sur gel d’agarose et séquençage (voir 2.14), les 

séquences obtenues ont été comparées avec des séquences de références déposées sur 

GenBank avec le programme BLAST (Basic local alignment search tool) afin d’identifier les 

espèces d’hôtes ou les espèces les plus apparentées.  
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Indices de diversité 

L’indice de biodiversité (indice de Shannon, Hs) pour les sources alimentaires 

identifiées a été calculé selon la formule:  

!"(!) = − !" ∗ ln!(!")
!

!!!
 

où pk est la fréquence de l’hôte au sein d’un habitat, calculé pour tous les hôtes (i) au 

sein de chaque communauté et unité de paysage (Shannon, 1948 ; Shannon & Weaver, 1963). 

Cet indice peut varier de 0 à 1, il est maximal quand les espèces ont des abondances 

identiques dans le peuplement et il est minimal quand une seule espèce domine tout le 

peuplement.  

!

L’indice de Gini-Simpson (HS-G) a également été calculé  

!!!! ! = !1− !!!
!

!!!
 

où pk est la fréquence de l’hôte. Sa valeur peut être interprétée comme la probabilité 

qu’une paire d’espèces choisie au hasard soit de deux espèces différentes (Gini, 1912; 

Simpson, 1949). L’indice de Gini-Simpson donne moins d’importance aux espèces rares. Il 

comptabilise les interactions possibles entre paires d’individus : les espèces rares 

interviennent dans peu de paires, et influent peu sur l’indice. En conséquence, le biais 

d’échantillonnage est très petit (Marcon, 2011).  

Détection moléculaire de Trypanosoma cruzi et de T. rangeli 

La détection moléculaire de l’infection par T. cruzi a été effectuée en utilisant comme 

marqueur une région inter-génique du gène mini-exon (Souto et al., 1996). Le fragment 

amplifié est de 350pb pour les isolats de T. cruzi TcI et 300pb pour T. cruzi TcII, selon la 

classification ancienne du parasite (Anonyme, 1999). Trois amorces ont été utilisées TCI - 5’-

CCT GCA GGC ACA CGT GTG TGT G-3’ (spécifique pour T. cruzi I, Anonyme, 1999), 

TC2 - 5’- GTG TCC GCC ACC TCC TCC GGC CC-3’ (spécifique pour T. cruzi II, 

Anonyme, 1999) et TC - 5’-CCC CCC TCC CAG GCC ACA CTG-3’ (commun aux deux 

groupes) (Souto et al., 1996).  
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Pour Trypanosoma rangeli, l’identification moléculaire s’est faite à partir de 

l’amplification d’un fragment de 620 bp d’un gène répétitif d’ARN nucléaire C11 (sno-RNA-

C11) qui amplifie un fragment de 620 bp (Morales et al., 2002; Pavia et al., 2007). Les 

amorces TrF (5’-CGCCCCGTCTTGCCCTGT-3’) e TrR2 (5’- CGCAGCAAGGACAG 

GAGGGA-3’) ont été utilisées.  

 Variabilité de T. cruzi  

Il a été démontré que T. cruzi est essentiellement constitué de six unités distinctes 

(DTUs, Discrete Typing Unit) TcI, TcIIa (TcII), TcIIb (TcIII), TcIIc (TcIV), TcIId (TcV), 

and TcIIe (TcVI) (Brisse et al., 2001) ayant chacune différents aspects épidémiologiques et 

évolutifs (Lewis et al., 2009). La variabilité des différentes souches de Trypanosoma cruzi a 

été évaluée à l’aide de différents marqueurs situés sur des génomes différents. Chez les 

kinétoplastes, il existe un génome d’origine bactérienne (kinétoplaste) qui contient une grande 

quantité d’ADN extra nucléaire ou kDNA. Le kDN est organisé en réseaux de molécules 

d’ADN circulaires de deux types, des structures maxicercles qui contiennent les gènes codant 

les enzymes nécessaires à la respiration oxydative et les minicercles impliqués dans les 

phénomènes d’édition  permettant d’exprimer les transcrits des maxicercles. Les mini-cercles 

présentent une grande variabilité génétique et semblent impliqués dans la pathogénicité de T. 

cruzi. 

 Quatre marqueurs ont été utilisés, un marqueur kinétoplastique, le gène mini-exon (1) 

(Souto et al., 1996), un marqueur nucléaire non codant, le domaine divergent D7 du locus 

24Sα rRNA (LSU rDNA) (2), et deux marqueurs nucléaires codants, le gène glucose-6-

phosphate (GPI) (3), et le gène hsp60 (Heat Schock Protein, HSP) (4).  

 La simple visualisation des produits amplifiés avec les marqueurs (1) et (2) sur un gel 

d’agarose permet de discriminer certaines lignées (TcI/IV et TcIII/V) (Brisse et al., 2001; 

Kawashita et al., 2001; Lewis et al., 2009). Ensuite, la combinaison de l’amplification du 

LSU rDNA avec deux méthodes de PCR-RFLP (polymorphisme de longueur des fragments 

de restriction) après digestion enzymatique des deux gènes amplifiés (3) et (4) permet de 

différencier les différents DTU connus selon la séquence méthodologique décrite par (Lewis 

et al., 2009). 
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Reconstitution des topologies phylogénétiques au sein de T-cruzi 

Les séquences des divers marqueurs de la variablilté de T.cruzi obtenues ont ensuite 

été confrontées à la base de données GenBank via le logiciel BLAST (Altschul et al., 1997). 

Dans un deuxième temps des reconstutions phylogéniques ont été effectuées avec les 

séquences de références obtenues (Figures 3.2-3.4; Tables 3.7-3.9) à l’aide des logiciel 

PHYLOGENY (Dereeper et al., 2008) pour les minimum de vraisemblances (ML) et MEGA 

V5 (Tamura et al., 2011) pour les maximum de parcimonie (MP).  

 Résultats  

Sources alimentaires 

Le contenu digestif de 504 insectes a été soumis à l’amplification d’une partie du gène 

mitochondrial du cytochrome b à l’aide d’amorces spécifiques de vertébrés (Kocher et al. 

1989). L’identification des sources alimentaires a pu être possible sur 193 insectes (25.74%).  

En ce qui concerne les séquences amplifiées mais non valides, 36 % sont dues à des 

contaminations de laboratoire (Homo sapiens, insectes du laboratoire) dont 10 séquences ont 

été identifiées comme Rhodnius robustus. De plus, 4,5 % des séquences ont été identifiés 

comme Gallus gallus ou Mus musculus, espèces sur lesquelles les insectes vivants ont été 

nourris lors de leur transfert au laboratoire. Vingt quatre pour cent des amplifications n’ont 

pas fonctionné. Les séquences d’Homo sapiens obtenues sont ici considérées comme de la 

contamination de laboratoire car ce sont des populations d’insectes sylvatiques, prélevés dans 

des palmiers et il apparaît est peu probable que les insectes se soient nourris sur des humains, 

particulièrement les larves qui ne se dispersent pas en volant et qui représentent 82.91% des 

contaminations à H. sapiens detectées. 

En ce qui concerne l’efficacité des l’amplification des séquences du contenu du tube 

digestif chez les insectes déterminés comme alimentés lors de l’échantillonnage (abdomen 

gonflé) : 37,6 % des amplifications ont pu être identifiées contre 32,7% chez les insectes 

considerés comme non alimentés (uniquement restes de sang digéré à l’intérieur de 

l’abdomen). Pour les insectes vivant nourris au laboratoire sur des poules et des souris, ce 

chiffre atteint 62%. 

Les vertébrés identifiés comme sources alimentaires de Rhodnius robustus 

appartiennent à 20 espèces réparties dans 3 classes (mammifères, oiseaux, sauropsidés) 
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décrits dans la table 3.1. Sur le nombre total de repas identifiés, 81 % ont été pris sur des 

mammifères, 14% sur des oiseaux et 5% sur des sauropsidés (Figure 3.1). Les punaises 

hématophages Rhodnius robustus montrent une préférence pour les animaux à sang chaud, 

particulièrement les mammifères qui sont également les hôtes réservoirs de Trypanosma cruzi 

et T. rangeli. Ces mammifères hôtes se diversifient dans la sous-classe des Marsupiaux 

(3spp.) et celle des placentaires avec trois ordres représentés (Rongeurs, Primates, Xénarthres). 

 

Figure 3.1. Proportion des hôtes vertébrés identifiés par l’amplification d’une partie du gène 

cytochrome b chez Rhodnius robustus dans les trois communautés. 

 

Relation espèces, communautés et unités de paysage 

Une seule espèce de xénarthre a été identifiée, le Tamandua tetradactyla qui 

représente à lui seul 36.65% des repas pris par les individus de R. robustus provenant de 23 

palmiers différents et répartis sur les trois communautés. A São Tomé, 61 individus ont été 

trouvés alimentés de sang de T. tetradactyla répartis sur 18 palmiers avec un nombre maximal 

de 14 individus sur un palmier.  

Les rongeurs représentent 39% des sources identifiées et le groupe le plus diversifié (6 

espèces) en tant que ressource alimentaire des insectes échantillonnés. Notons qu’à São Tomé 

cinq espèces ont été identifiées dans le repas des insectes, seule l’espèce Nectomys squamipes 

n’a pas été trouvée. Cette espèce constitue une ressource alimentaire uniquement chez un 

individu collecté à Nova Estrela. Les deux espèces d’Oecomys constituent des sources 

alimentaires à Nova Estrela et São Tomé mais pas à Araipá. L’espèce O. roberti constitue, 

après le tamandua, l’espèce la plus fréquente en tant que ressource alimentaire. A Araipá, une 
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seule espèce de rongeur, Cohendou prehensilis, a été identifiée dans le repas sanguin de R. 

robustus. Cette espèce constitue la ressource alimentaire la plus souvent identifiée dans le 

repas sanguin des insectes échantillonnés à Sao Tomé et ce dans 9 palmiers différents mais 

n’a pas été identifiée dans le repas sanguin des insectes échantillonnés à Nova Estrela.  

Concernant les primates, sur les quatre espèces identifiées comme sources alimentaires 

de R. robustus, une seule espèce, Alouatta belzebul, le singe hurleur, a été identifiée à partir 

du contenu intestinal des insectes prélevés dans les trois communautés. Les quatre autres 

espèces (Callicebus spp. et Cebus spp.) ont été identifiées comme sources alimentaires des 

punaises à São Tomé uniquement. Ces espèces de primates, de tailles plus réduites semblent 

plus sensibles à la fragmentation du couvert forestier.  

Concernant la détection des marsupiaux comme sources alimentaires, Didelphis 

marsupialis constitue l’espèce la plus souvent identifiée dans le contenu intestinal des 

punaises mais est toutefois absente d’Araipá. En fréquence, c’est la troisième principale 

source alimentaire des individus de R. robustus. L’espèce Philander opossum a été identifiée 

uniquement chez un individu de R. robustus comme source alimentaire à Araipá, et il en est 

de même pour Caluromys philander à Nova Estrela.  

Sur les trois espèces d’oiseaux identifiées dans le contenu digestif des insectes, 

Cathartes aura n’a été détecté qu’une seule fois dans un insecte échantillonné à São Tomé. 

Les deux autres espèces, Dendrexastes rufigula et Xiphorynchus picu, sont présentes dans le 

contenu digestif des insectes échantillonnés dans les trois communautés. Le sang de 

Dendrexastes rufigula a été détecté chez 14 insectes à Araipá répartis dans un seul palmier. 

Finalement deux espèces de lézards Mabuya nigropunctata et Mabuya bistriatia ont 

été identifiées dans les repas sanguins des insectes échantillonnés pour la première espèce à 

Araipá et São Tomé et pour la seconde, à Nova Estrela.  

Les indices de diversité Shannon et Simpson calculés par communautés (Table 3.1) 

indiquent tous deux une diversité plus basse à Araipá en comparaison aux deux autres 

communautés.  
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Table 3.1. Diversité d’hôtes relatives observée par communauté. 

En ce qui concerne la répartition des espèces par unité de paysage (Table 3.2.), des 

espèces les plus détectées comme sources alimentaires, Tamandua tetradactyla a été 

identifiée dans toutes les unités de paysage, en majorité dans les pâturages.  

Cinq espèces n’ont été détectées qu’une seule fois, dans les anciennes jachères 

(Callicebus moloch, Cebus cay (primates), Mesomysm hispidus, Nectomys squamipes 

(rongeurs) et Dendraxtestes rufigula (oiseau), qui représente l’unité de paysage avec la plus 

grande diversité spécifique. Mabuya nigropunctata (sauropsidé) a été détecté uniquement 

dans les pâturages. Dans la forêt fragmentée, n’ont été détectées que Lonchotrix emiliae et la 

majorité d’Oecomys roberti (rongeurs) alors que l’espèce uniquement rencontrée dans les 

palmeraies était Cathartes aura (oiseau). Les indices de diversité/entropie calculés indiquent 

une diversité élevée dans les anciennes jachères, moyenne dans la forêt et plus basse en forêt 

fragmentée, palmeraie, jeune jachère et pâturage. On n’observe ici pas de gradient de 

biodiversité lié au gradient anthropogénique.  

Araipa Nova Estrela Sao Tome Total
Nb de séquences totales 21 41 131 193
Insecte/hôte par palmier (nb de seq) 8 17 62 87
Nb de palmiers 8 9 33 48
Nb d'espèces hôtes identifiées 8 10 16 20
Indice de Shannon 1.29 2.06 2.00 2.27
Indice de Simpson 0.54 0.83 0.76 0.83
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Table 3.2. Identification des sources alimentaires de Rhodnius robustus au Tapajós. Répartition par communauté et par unité de paysage des repas identifiés 

pris sur les hôtes. Les nombres entre parenthèses indiquent le nombre maximal de repas identifiés pour un hôte dans un seul palmier.  

Note: repas = nombre de repas identifiés, palmiers = nombre de palmiers où l’hôte a été identifié 

Espèce Nom courant

nb de 
repas 

identifiés
nb de 

palmiers

nb de 
repas 

identifiés
nb de 

palmiers

nb de 
repas 

identifiés
nb de 

palmiers

nb de 
repas 

identifiés
nb de 

palmiers

nb de 
repas 

identifiés
nb de 

palmiers

nb de 
repas 

identifiés
nb de 

palmiers

nb de 
repas 

identifiés
nb de 

palmiers
Alouatta belzebul Singe hurleur 2 2 2 2 0 0 4 4 1 1 0 0 9 (1) 9
Callicebus moloch Titi Gris 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 2 (1) 2
Cebus apella Sapajou de Guyanne 5 3 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 6 (3) 5
Cebus cay Sapajou du Paraguay 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 2 (1) 2
Caluromys philander Opossum laineux 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1
Didelphis marsupialis Opossum commun 1 1 0 0 0 0 6 2 1 1 4 1 12 (5) 5
Philander opossum Opossum gris à quatre yeux 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1
Coendu prehenselis Porc-épic brésilien 7 3 1 1 4 1 2 1 1 1 1 1 16 (3) 10
Lonchothrix emiliae Rat épineux arboricole 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Mesomys hispidus Rat épineux arboricole sombre 0 0 0 0 0 0 8 1 0 0 0 0 8 (8) 1
Nectomys squamipes Rat aquatique d'amérique du sud 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1
Oecomys bicolor Rat arboréal bicolore 2 1 2 1 3 1 0 0 0 0 2 2 9 (2) 6
Oecomys roberti Rat arboréal de Robert 2 2 12 1 0 0 0 0 0 0 7 2 21 (13) 5
Tamandua tetradactyla Tamandou à quatre doigst 17 7 2 2 12 2 6 2 1 1 32 5 70 (14) 22
Cathartes aura Urubu à tête rouge 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1
Dendrexetastes rufigula Grimpar à collier 15 2 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 17 (14) 4
Xiphorhyncus picus Grimpar talapiot 0 0 0 0 0 0 2 2 1 1 3 1 6 (4) 3
Mabuya bistriata Lézard bistrié de mabuya 0 0 0 0 0 0 3 3 1 1 3 3 6 (2) 8
Mabuya nigropunctata Lézard à points noir 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1

Forêt TotalForêt Fragmentée Palmeraie Jachère > 3ans Jachère <3ans Pâturage
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Table 3.3. Diversité d’hôtes relatives observée par unité de paysage. 

 

Diversité des hôtes par palmier 

Parmi les 48 palmiers dans lesquels les hôtes de Rhodnius robustus ont pu être 

identifiés, 24 ont été identifiés hébergeant plus d’un hôte (Table 3.4) dont 12 palmiers 

(23.91%) avec au moins deux hôtes, 8 (17.34%) avec au moins 3 hôtes et 4 palmiers (8.69%) 

avec au moins 4 hôtes. Parmi les palmiers avec au moins 3 et 4 hôtes, 100 % avaient au moins 

deux espèces de mammifères. En ce qui concerne les palmiers avec plus de 2 hôtes 100 % 

hébergeaient au moins une espèce de mammifères et parmi ceux à un seul hôte, 83 % (20/24) 

1 mammifère dont 50 % Tamandua tetradactyla. 

 

 

Table 3.4. Diversité d’hôtes par palmier, par communauté et par unité de paysage. 

 

 

Forêt 
Forêt 

Fragmentée Palmeraie Jachère>3ans Jachère<3ans Paturâge Total
Nb de séquences totales 51 22 21 40 6 43 193
Insecte/hôte par palmier (nb de seq) 22 8 11 25 6 15 87
Nb de palmiers 13 4 5 12 4 10 48
Nb d'espèces hôtes identifiées 8 6 5 15 6 7 20
Indice de Shannon 1.68 1.48 1.20 2.47 1.79 1.32 2.27
Indice de Simpson 0.77 0.67 0.61 0.89 0.83 0.6 0.83

Araipa Nova 
Estrela

Sao Tome Forêt Forêt 
Fragmentée

Palmeraie Jachère >3 Jachère <3 Pâturage

1 24 4 4 16 8 1 1 6 2 6
2 12 2 2 8 2 2 2 1 2 3
3 8 0 2 6 1 1 2 3 0 1
4 4 0 1 3 2 0 0 2 0 0

Par communauté Diversité 
d'hôtes

Nb de 
palmier

Par unité de paysage
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 Détection de T. cruzi 

Tous les insectes ont été soumis à la détection par PCR de T. cruzi (Souto et al., 2006) 

et T. rangeli (Pavia et al., 2007). Sur les 743 insectes, 123 (16.55%) ont été trouvés infectés 

par T. cruzi, 69 (9.29%) par T. rangeli et 14 (1.88%) présentaient une double infection.  

L’identification morphologique des parasites des individus ayant survécu au terrain et 

au transport a été effectuée au laboratoire. Sur 96 (12.94%) insectes examinés, 20 ont été 

détectés positifs à un trypanosome, l’identification morphologique ne permettant pas de 

distinguer de façon formelle T. cruzi et T. rangeli.  

Les 123 insectes infectés par T. cruzi ont été trouvés dans 31 (23.31%) palmiers 

différents dont 22 à São Tomé (30.14 % des palmiers échantillonnés à Sao Tomé) et 9 à Nova 

Estrela (36% des palmiers échantillonnés à Nova Estrela), aucun insecte infecté n’a été trouvé 

à Araipá (Table 3.3.). Les insectes infectés ont été trouvés dans toutes les unités de paysage 

(Table 3.4.). La densité d’insectes infectés par palmier varie de 0 à 30 avec une moyenne de 

3.97 ± 0.98 par palmier positif et de 0.92 ± 0.27 par palmier disséqué. Les ratios d’insectes 

infectés par rapport au nombre d’insectes total par palmier varie de 0.2 à 1 avec une moyenne 

de 0.42 ± 0.06 pour tous les palmiers positifs.  

La valeur de 30 insectes par palmier est une valeur extrême et a été rencontrée dans un 

spécimen d’Attalea speciosa de São Tomé (STBA02_FB09) localisé dans une ancienne 

jachère avec au total 37 insectes dont 7 non infectés. Dans ce palmier, 4 repas sanguins ont 

été identifiés sur trois mammifères (Didelphis marsupialis, Cebus Cay et Coendou 

prehensilis). De manière générale le pourcentage de palmiers avec des triatomes infectés 

variait de 22 à 32 % dans toutes les unités de paysage, à l’exception des palmiers situés dans 

les jeunes jachères où ce pourcentage est seulement de 8%. Le nombre d’insectes infectés par 

unité de paysage variait de 3-4 insectes (palmeraies et forêts fragmentées) à 42 (anciennes 

jachères). Cependant aucune différence significative n’a été détectée pour l’occurrence de 

l’infection à Trypanosoma cruzi ni la densité d’insectes infectés par unité de paysage (test de 

Kruskall-Wallis 4.08, pvalue = 0.54). Du fait de la haute densité d’insectes infectés dans 

certains palmiers, nous pouvons identifier deux foyers à risque de transmission de T. cruzi (fig 

3.4), à Sao Tomé et à Nova Estrela, communautés géographiquement séparées de celle 

d’Araipá où aucune infection n’a été détectée. 

te
l-0

06
83

00
9,

 v
er

si
on

 1
 - 

27
 M

ar
 2

01
2



Resultats  Article 2 

 110 

 

Table 3.5. Localisation de Rhodnius robustus infectés par Trypanosoma cruzi et Trypanosoma rangeli dans les différentes communautés et unités de paysage. 

 

 

Paysage

Communautés nb palmier
nb insectes 

infectés nb palmier
nb insectes 

infectés nb palmier
nb insectes 

infectés nb palmier
nb insectes 

infectés nb palmier
nb insectes 

infectés nb palmier
nb insectes 

infectés nb palmier
nb insectes 

infectés
Araipa    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nova Estrela  0 0 2 4 0 0 4 7 0 0 3 5 9 16
Sao Tome  6 30 0 0 2 3 4 35 2 20 8 19 22 107
Total  N(%) 6 (31.5) 30 (14.56) 2(22.2) 4 (5.71) 2(28.57) 3 (4.83) 8(28.57) 42 (28) 2(8.33) 20 (37.73) 11(22.92) 14 (6.96) 31 (23.31) 123 (16.57)

Araipa    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nova Estrela  0 0 1 7 0 0 3 7 0 0 1 1 5 15
Sao Tome  3 8 0 0 1 7 2 2 1 4 5 34 12 55
Total 3 (15.79%) 8(3.88) 1 (11.11%) 7(10) 1 (14.28%) 7 (9.72) 5 (71.43%) 9 (6) 1(4.17%) 4 (7.54) 6 (12.5%) 35 (16.67) 17 (12.78%) 70 (9.43)

Totaux
Palmiers/Insectes 19 206 9 70 7 62 28 150 24 53 48 210 133 742

Total

Trypanosoma rangeli

Trypanosoma cruzi

Jachère>3ansForêt Forêt fragmentée Palmeraie Jachère<3ans Pâturage
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Figure 3.4. Répartition spatiale des foyers d’infection par T. cruzi et T. rangeli. ! Palmiers Attalea 

avec Rhodnius robustus non infectés ! Palmiers avec Rhodnius robustus infectés par T. cruzi  

! Palmiers avec Rhodnius robustus infectés par T. rangeli. Les carrés sont proportionnels à la densité 

d’insectes infectés (c et d). 
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Variabilité de T. cruzi  

L’examen de l’ADN de T. cruzi selon la séquence méthodologique décrite par Lewis 

et al. 2009 a été effectuée sur 39 individus, soit au moins un individu par palmier identifié 

comme hébergant des insectes infectés.  

Au niveau de l’amplification du gène mini exon (SL-RNA) et de la visualisation par 

électrophorèse tous les individus ont démontré une bande unique à 350 pb, les identifiant 

comme appartenant à la DTU TcI (Table 3.6). L’analyse des fragments de restriction obtenus 

après digestion par Hhal du fragment amplifié GPI, a donné deux bandes (817-447) 

confirmant l’appartenance à la DTU TcI. L’analyse des fragments de restriction obtenus après 

digestion par EcoRV du fragment amplifié HSP60 a également donné deux bandes, ne 

permettant pas de discriminer TcI, TcII ou d’autres DTU (voir matériel et méthodes: Table 

2.1). L’analyse du fragment du LSU rDNA a présenté un patron hétérogène, certains 

individus démontrant des doubles bandes plus faibles, indiquant une possible infection mixte 

par les deux souches TcI et TcIIa (TcII) (110-177). En résumé, les souches de Trypanosma 

cruzi identifiées dans la région appartiennent à deux sous-groupes: 31 isolats ont été identifiés 

comme TcI parmi lesquels 10 individus ont démontré une double infection à TcI et TcII.  
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Table 3.6. Description des échantillons de T. cruzi caractérisés par digestion enzymatique et 

électrophorèse (taille du fragment et/ou nombre de bandes), et par séquençage (haplotype) des 

différents fragments (mini-exon SL, GPI, HSP60, D724α-LSU rDNA). DTU = Discrete Typing Units, 

selon les résultats de la méthodologie décrite par Lewis et al., 2009. 

L’analyse des séquences mini exon (SL-RNA), GPI, HSP60 a révélé plusieurs 

haplotypes au sein de chaque marqueur (Table 3.6). Les séquences obtenues ont été 

comparées aux séquences disponibles sur GenBank par BLAST et les arbres obtenus par 

maximum de parcimonie (MP) et minimum de vraisemblance (minimum likelihood: ML) sont 

montrés dans les figures 3.2 à 3.4 Les résultats sont présentés par marqueur.  

La topologie des séquences de mini exon (SL-RNA) (fig.3.2) démontre que les 

souches identifiées (2 haplotypes) au Tapajós se groupent avec les individus identifiés comme 

TcId par Cura et al., 2010. Les séquences de références utilisées pour la reconstruction sont 

décrites dans la table 3.7. 

La séquence la plus proche des deux haplotypes (souche D11) correspond à une 

souche isolée à partir d’un opossum (Didelphis spp) en région amazonienne, c’est également 

la séquence avec le plus grand pourcentage d’homologies (248/250 pb, 98%) lors du BLAST. 

D7 - 24α LSU rDNA

Taille du 
fragment

Haploty
e (n=2)

Taille des 
fragments

Haploty
e (n=2)

Taille des 
fragments

Haploty
e (n=11)

Taille du/des 
fragment(s)

23 I -II-? 350 1 817-447 1 432-462 4 110-117-120 NEUR01_MQ08 (T.tetradactyla) (A.belzebul) (O.bicolor)

44 I-II 350 1 817-447 na 432-462 1 110-117 NEUR03_MQ08
(T.tetradactyla) (Caluromys philander) 
(Dendrexetastes rufigula) (Xiphorhyncus picus) 
(Mabuya bistriata)

106 I-II 350 1 817-447 na 432-462 1 110-117 NEBA05_MQ08 (Xiphorhyncus picus)
111 I 350 1 817-447 na 432-462 2 110 NEUR06_MQ08 (A. belzebul) (O.roberti)
215 I 350 1 817-447 1 432-462 3 117 STUR14_MQ08 (T.tetradactyla) (O.roberti)
358 I 350 1 817-447 na 432-462 5 117 NEUR01_FB08  D.marsupialis               (A. belzebul) (N.squamipes)
367 I-II 350 1 817-447 1 432-462 1 110-117 NEUR03_FB08 (T.tetradactyla) 
370 I 350 na 817-447 na 432-462 2 110 NEUR04_FB08 (Alouatta belzebul) 
371 I 350 1 817-447 1 432-462 2 110 NEUR05_FB08 Mabuya bistriatia
379 I-II 350 1 817-447 2 432-462 2 110-117 STIN01_FB08 Callicebus moloch         (Cebus cay)
396 I-II 350 1 817-447 na 432-462 2 110-117 NEUR04_FB08 (A. belzebul) (T.tetradactyla)
402 I-II 350 1 817-447 1 432-462 2 110-117 STBA04_FB08 (Callicebus personatus)
409 I-II 350 1 817-447 2 432-462 1 110-117 STBA05_FB08 (C. apella)
423 I 350 1 817-447 1 432-462 2 117 STBA06_FB08 (C. apella) (O.roberti) (Dendrexetastes rufigula )
451 I 350 1 817-447 1 432-462 6 110 STBA08_FB08 Alouatta belzebul  (Cebus apella ) (Mesomys hispidus )
526 I 350 1 817-447 1 432-462 7 110 STBA02_FB09 (Coendou prehesilis) (Cebus Cay)
529 I 350 1 817-447 1 432-462 7 110 STBA08_FB09 (Coendou prehesilis) (Didelphis marsupialis)
540 I-II 350 1 817-447 2 432-462 2 110-117 STBA04_FB09 (Alouatta belzebul) (Mabuya bistriata)
547 I-II 350 1 817-447 2 432-462 2 110-117 STBA05_FB09 na
549 I 350 na 817-447 1 432-462 na na STBA07_FB09 na
560 I 350 1 817-447 1 432-462 7 110
561 I 350 1 817-447 1 432-462 7 110
588 I 350 1 817-447 1 432-462 8 110 STIN04_FB09 (T.tetradactyla) 
590 I 350 1 817-447 1 432-462 9 110 STIN05_FB09 (T.tetradactyla) 
613 I 350 1 817-447 1 432-462 7 110 STIN06_FB09 (T.tetradactyla) 
649 I 350 1 817-447 2 432-462 1 110 STUR01_FB09 (T.tetradactyla) (M. bistrata)
690 I 350 1 817-447 2 432-462 10 110 STUR04_FB09 (T.tetradactyla)  (D.marsupialis)
704 I 350 1 817-447 2 432-462 10 110
709 I 350 1 817-447 2 432-462 na 110
801 I 350 2 817-447 2 432-462 2 110 STUR06_MQ09 na
802 I 350 na 817-447 2 432-462 11 110 STUR08_MQ09 Dideplhis marsupialis

Palmier Hôtes identifiés             

STBA08_FB09 (Alouatta belzebul)

STUR05_FB09 na

mini_exon GPI HSP60Isolat 
(insecte 

ID)
DTU
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Figure 3.2. Reconstructions phylogéniques de T. cruzi avec le marqueur mini exon SL. Les valeurs 

obtenues par minimum de vraisemblance (ML) et maximum de parcimonie (MP) sont indiquées aux 

embranchements ML/MP. Les codes entre parenthèses représentent les souches de références 

GenBank identifiées dans la table 3.7.  
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Table 3.7. Séquences mini exon SL de références utilisées pour les reconstructions phylogéniques de T. 

cruzi identifié chez Rhodnius robustus au Tapajós. 

La topologie des séquences GPI démontre également les 2 haplotypes au sein de TcI. 

L’haplotype 1 groupe avec les souches Cotma 55, Xe6165, Sjmc qui sont toutes isolées à 

partir d’animaux sauvages du Brésil et de Bolivie. Tandis que l’haplotype 2 se groupe avec 

JRCL4, Xe3981 et X10. JRCL4 X10, souches isolées à partir d’humains au Venezuela et au 

Brésil. Aucune distinction entre les sous groupes TcI à l’aide des marqueurs GPI n’a été faite 

dans la littérature. Cependant XIO correspond à la souche de référence Sylvio X10, 

caractérisée dans le sous groupe TcId avec le marqueur mini exon (fig 3.2).  

 

  

Marqueur DTU Souche Origine 
géographique

Origine biologique GenBank ref. Référence

Tc I  P/209cl1 Bolivie Homo sapiens EF576818 O'Connor et al. 2007
Tc I  G38 Brésil Didelphis marsupialis EF576833 O'Connor et al. 2007
Tc I  RTD Colombie Didelphis marsupialis EF576838 O'Connor et al. 2007
Tc I  P/217 Bolivie Homo sapiens EF576841 O'Connor et al. 2007
Tc I  S040  Bolivie Triatoma infestans EF576843 O'Connor et al. 2007
Tc I  86/2021 Bolivie Didelphis marsupialis EF576844 O'Connor et al. 2007
Tc I 800383 Mexique Triatoma pallidipennis EF576849 O'Connor et al. 2007
Tc Id  COMA 701 Argentine Didelphis albiventris GQ398800 Cura et al.  2010 
Tc Id  COMA 729 Argentine Didelphis albiventris GQ398801 Cura et al.  2010 
Tci D  PalDa Brésil Didelphis albiventris GQ398811 Cura et al.  2010 
Tc Id  RN01 Brésil Rhodnius nasutus GQ398815 Cura et al.  2010 
Tc Id  V92 Grand Chaco Triatoma infestans GQ398819 Cura et al.  2010 
Tc Id  D11 Amazonie Dideplhis spp. GU179068 Cura et al.  2010 
Tc I d 2414 Venezuela Homo sapiens GU903123 Cura et al.  2010 
TcIa +TcId  V75 Cl2 Grand Chaco Triatoma infestans GU903149 Cura et al.  2010 
TcId Silvio X10 Brésil Homo sapiens FJ713407 Cura et al.  2010 
TcIa USA1 USA non défini GU179070 Cura et al.  2010 
TcIe SP54 Argentine Mepraia spinolai GU903137 Cura et al.  2010 
Tc I  PalDa24 Chaco  Dideplhis albiventris GU936805 Tomasini et al. 2011
Tc I  PalDa24 Chaco  Dideplhis albiventris GU936805 Tomasini et al. 2011
Tc I  802-R1 Chaco T .infestansTriatoma infestans GU936819 Tomasini et al. 2011

SL_IR         
mini exon
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Figure 3.3. Reconstructions phylogéniques de T. cruzi avec le marqueur GPI. Les valeurs obtenues 

par minimum de vraisemblance (ML) et maximum de parcimonie (MP) sont indiquées aux 

embranchements ML/MP. Les codes entre parenthèses représentent les souches de références 

GenBank identifiées dans la table 3.8. 

 

Table 3.8. Séquences GPI de références utilisées pour les reconstructions phylogéniques de T. cruzi 

identifié chez Rhodnius robustus au Tapajós.  

 AY227837

 AY484486

 HQ452738

 HQ452789

 HQ452788

 HQ452791

 HQ452786

 HQ452760

 HQ452776

 HQ452770

 HQ452787

 HQ452802

 HQ452800

 GQ380678

TcIV (CHaco2)

T.rangeli

Tc V (Bug2148)

TcI (458 GPI 2) 

TcI (458 GPI 1) 
80/60

TcI (TEDA) 
85/40

TcI (COTMA55) 

TcI (JR CL4) 

88/37 Tapajos haplotype GPI 2

Tapajos haplotype GPI 1

TcI (Xe3981) 

TcI (X10) 

TcI (Cotma55) 

TcI (Xe6165) 

TcI (Sjmc7) 

TcIV (m10)

0/61
0/100

Marqueur DTU Souche Origine 
géographique

Origine biologique GenBank ref. Référence

outgroup rangeli  RGB OUTGROUP T.rangeli AY484486 Broutin et al . 2006
TcIV Chaco2 OUTGROUP TcIV AY227837 Gaunt et al. 2003
 TcV  Bug2148 

cl1 
OUTGROUP TcV HQ452738 Lewis et al. 2011

TcV  isolate 
SJMC19 H1  

OUTGROUP TcV GQ380678 Llewellyn et al. 2009
TcI 458 cl1 Colombie Potos flavus (kinkajou) HQ452789 Lewis et al. 2011
TcI 458 cl2 Colombie Potos flavus (kinkajou) HQ452788 Lewis et al. 2011
TcI  TEDA Argentine Didelphis marsupialis HQ452791 Lewis et al. 2011
TcI  COTMA55 Bolivie Phyllotis osilae (rongeur) HQ452786 Lewis et al. 2011
TcI  JR cl4 Venezuela Homo sapiens HQ452760 Lewis et al. 2011
TcI  Xe3981 Brésil Didelphis marupialis HQ452776 Lewis et al. 2011
TcI  X10/1 Brésil Homo sapiens HQ452770 Lewis et al. 2011
TcI  Xe5165 Brésil Didelphis marsupialis HQ452802 Lewis et al. 2011
TcI  Sjmc7 Brésil Sciurus spadiceus (écureuil) HQ452800 Lewis et al. 2011

GPI
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Finalement la topologie des séquences HSP 60 (Figure 3.4) démontre également le 

groupement des 11 haplotypes avec les souches TcI: Dm28c et Silvio X10 (Sturm et al., 2003). 

Peu de séquences sont disponibles pour la comparaison au sein de  HSP60 malgré une grande 

variabilité observée entre nos individus (11 haplotypes pour 31 séquences). Certaines sous-

divisions sont assez bien supportées par les valeurs de ML et MP. A nouveau la souche Silvio 

X10 est la souche de référence, précédemment identifiée comme TcId à l’aide du marqueur 

GPI (Cura et al., 2010). 

 

Figure 3.4. Reconstructions phylogéniques de T. cruzi avec le marqueur HSP60. Les valeurs obtenues 

par minimum de vraisemblance (ML) et maximum de parcimonie (MP) sont indiquées aux 

embranchements ML/MP. Les codes entre parenthèses représentent les souches de références 

GenBank identifiées dans la table 3.9. 

 

  

 Haplotype 6 HSP60

 Haplotype 11 HPS60

 Haplotype 8 HPS60

 Haplotype 9 HPS60

 Haplotype 4 HPS60

 Haplotype 3 HPS60

 Haplotype 5 HPS60

 Haplotype 1 HPS60

 AF545092

 Haplotype 7 HPS60

 Haplotype 2 HPS60

 AF545091

 Haplotype 10 HPS60

 AY540716

 AY540717

 AY540723

 AY540721

 AY540718

 AF545093

 AY540719

77/100

84/69

82/100

82/100

82/98

92/100

95/100

TcI (Silvio X10) 

TcI (Dmc 28c) 

TcIIa (m4167) 

TcIIa (Can III) 

TcVI (NRCL 3) 

TcIII (M563I) 

TcV (P63) 

TcV (S063) 
TcIV (CL Brenner) 

90/69
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Table 3.9. Séquences HSP60 de références utilisées pour les reconstructions phylogéniques de T. 

cruzi identifié chez Rhodnius robustus au Tapajós. 

 En résumé, les souches identifiées par la méthodologie de Lewis et al., 2009 puis par 

séquençage appartiennent bien à la souche TcI, plus précisément au sous groupe TcId. La 

double infection (TcII) détectée par l’analyse du marqueur D7-24� LSU rDNA (Table 3.6) 

n’a pas été démontrée par le séquençage des autres marqueurs.  

 

Trypanosma rangeli  

Septante insectes ont été identifiés positifs à l’infection par Trypanosoma rangeli dans 

17 palmiers situés à Nova Estrela (5) et à São Tomé (12) grâce à l’amplification du marqueur 

sno-RNA-C11 (Morales et al., 2002 ; Pavia et al., 2007) . Aucun insecte infecté par T. rangeli 

n’a été trouvé à Araipá (fig.3.4). Presque toutes les infections à T. rangeli ont été identifiées 

en association avec T. cruzi à l’intérieur du même palmier (16/17). T. rangeli a été identifié 

dans toutes les unités de paysages et aucune différence significative n’a été détectée (Krukal-

Wallis test, 2.19, pvalue=0.822). 

 

Infection mixte 

L’infection à la fois par T. cruzi et T. rangeli chez le même insecte a été détectée chez 

19 individus, 4 à Nova Estrela et 15 à SãoTomé. Aucune infection mixte n’a été détectée à 

Araipá. Les infections mixtes ont été trouvées en forêt, dans les deux types de jachères et dans 

les pâturages.  

 

Marqueur DTU Souche Origine 
géographique

Origine biologique GenBank ref. Référence

TcI Dm28c Venezuela Didelphis marsupialis AF545091 Sturm et al. 2003
TcI Sylvio X10 Brésil Homo sapiens AF545092 Sturm et al. 2003
TcVI CL Brenner Brésil Triatoma infestans AF545093 Sturm et al. 2003
TcII m4167 OUTGROUP TcII AY540716 Westenberger et al. 

2005TcII CanIII OUTGROUP TcII AY540717 Westenberger et al. 
2005TcVI P63 OUTGROUP TcVI AY540718 Westenberger et al. 
2005TcV SO3  OUTGROUP TcV AY540719 Westenberger et al. 
2005TcIII M5631 OUTGROUP TcII AY540721 Westenberger et al. 
2005TcVI NR OUTGROUP TcVI AY540723 Westenberger et al. 
2005

HSP60
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Association entre espèces d’hôtes et infection 

La table 3.10 décrit le nombre de repas sanguins identifiés associés à une infection par 

T. cruzi et à T. rangeli. 

Les mammifères sont considérés comme les seuls réservoirs de T. cruzi et T. rangeli et 

les triatomes prennent de nombreux repas au long de leur cycle de développement. On ne peut 

donc pas formellement associer les repas sanguin et l’infection avec un hôte infecté, à 

l’exception du premier stade larvaire où l’on suppose que la larve 1 n’a eu que très peu 

d’opportunité pour se nourrir. Dans le cas de Trypanosoma cruzi une seule larve L1 positive 

s’est nourrie sur Cebus cay. Pour Trypanosma rangeli, quatre larves L1 d’un même palmier se 

sont nourries sur un tamandou (Tamandua tetradactyla) (Dias et al., 2010) La table 3.10 

indique cependant les relations putatives entre T. cruzi et les hôtes, notamment pour A. 

belzebul, D. marsupialis, C. prehensilis et T. tetradactyla.  

Parmi les palmiers identifiés avec plusieurs hôtes (Table 3.10), 100 % des palmiers 

avec au moins 4 hôtes présentaient une infection à T. cruzi chez au moins un individu de 

Rhodnius robustus, 75% (6/8) dans les palmiers avec plus de 3 hôtes, 33% (4/12) dans les 

palmiers à deux hôtes et 29% (7/24) dans les palmiers à un hôte. Pour rappel, 100% des 

palmiers à plus de deux hôtes hébergeaient au moins une espèce de mammifère et 83% des 

palmiers à un seul hôte. Ceci indique l’importance des mammifères comme source 

alimentaire de Rhodnius robustus, et que la probabilité d’infection à T. cruzi augmente avec le 

nombre d’hôtes mammifères disponibles. 
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Table 3.10. Association observée entre identification de la dernière source alimentaire de l’insecte et 

infection à T. cruzi et à T. rangeli chez Rhodnius robustus. 

 

Abondance et variabilité des hôtes 

Les séquences cyt b obtenues à partir des hôtes mammifères les plus abondants 

(Tamandua tetdradactyla, Didelphis marsupialis, Alouata belzebul, Coendu prehensilis, 

Cebus apella, et Oecomys roberti) ont été comparées afin d’estimer le nombre minimal 

d’hôtes potentiel par espèce par la définition d’haplotypes distinct. Nous avons ensuite 

regardé si les insectes nourris sur ces « haplotypes » étaient infectés par T. cruzi. La relation 

entre les haplotypes par hôtes et l’infection est décrite dans la table 3.11. Les haplotypes sont 

différenciés lorsqu’ils ne sont identifiés qu’une seule fois dans un repas, dans un unique 

palmier (haplotypes uniques) et en haplotypes partagés, c’est à dire lorsque le même 

haplotype est identifié dans plusieurs repas sanguin, au sein du même palmier ou de différents 

palmiers. L’identification de plusieurs haplotypes par hôtes indique l’existence de plusieurs 

individus, parfois au sein du même palmier. L’identification d’un haplotype dans plusieurs 

palmiers proches, peut donner une indication sur les déplacements d’un seul hôte ou 

d’individus d’une même famille sur le territoire.  

Nombre de 
repas 

identifiés

Infection de 
T.cruzi 

associée 
(%)

Infection de 
T.rangeli 
associée 

(%)
Alouatta belzebul 9 3 (33.33) 1(11.11)
Callicebus moloch 1 1 (100) 1(100)
Callicebis personautus 1 0 0
Cebus apella 7 0 (0) 0
Cebus cay 2 1 (50) 0
Caluromys philander 1 0 (0) 0
Didelphis marsupialis 12 8 (66.67) 5 (41.67)
Philander opossum 1 0 (0) 0
Coendu prehenselis 16 4 (25) 0
Lonchothrix emiliae 1 0 (0) 0
Mesomys hispidus 8 0 (0) 0
Nectomys squamipes 1 0 (0) 0
Oecomys bicolor 11 0 (0) 0
Oecomys roberti 21 1(4.76) 1 (4.76)

Xénarthres Tamandua tetradactyla 70 9 (12.86) 22 (31.42)
Cathartes aura 1 0 (0) 0
Dendrexetastes rufigula 17 1 na 0
Xiphorhyncus picus 6 0  (0) 0
Mabuya bistriata 8 0  (0) 1 (na)
Mabuya nigropunctata 1 0  (0) 0

Primates

Marsupiaux

Rongeurs

Oiseaux

Sauropsidés
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Table 3.11. Relation entre haplotypes des hôtes et infection par T. cruzi. Les repas sanguins associés à 

une infection par T. cruzi sont indiqués en gras. 

Pour T. tetradactyla, à partir de 61 séquences, 13 haplotypes distincts ont été détectés. 

L’haplotype 1 est retrouvé chez 41 insectes dans 18 palmiers différents, 1 à Araipá, 3 à Nova 

Estrela et 14 à São Tomé. De plus, différents haplotypes ont été détectés au sein du même 

palmier. Ces résultats indiquent que T. tetradactyla est fortement associé aux palmiers dans la 

région, il forme probablement des colonies de plusieurs individus à l’intérieur des palmiers.  

Concernant A.belzebul, à partir de 8 séquences, 4 haplotypes ont été identifiés: deux 

exclusivement à Nova Estrela, un à SãoTomé et à Araipá et un seul uniquement à SãoTomé. 

Les haplotypes identiques ont été identifiés dans des palmiers distants de 800m à SãoTomé et 

de 315 et 431m à Nova Estrela. 

Pour C. prehensilis, à partir de 14 séquences, 6 haplotypes ont été identifiés, 5 une 

seule fois, 4 à SãoTomé et 1 à Araipá. Un haplotype est partagé dans 6 palmiers de São Tomé, 

Nb 
infectés/
nb total

1/1 STBA08
0/1 STBA97

Araipa 0/1 ARIN04
0/1 NEUR06
0/1 NEUR01
0/1 NEUR04

H2 Araipa ARIN04_FB09 3/3 STBA02FB09
H3 STBA09_MQ08 1/2 STBA07FB08
H4 STUR10_MQ08 0/1 STBa07MQ08

0/2 STUR10MQ08
0/1 ARIN04FB09

H2 Nova Estrela NEUR01_FB08 Nova Estrela 1/4 NEUR01_FB08
2/2 STBA02_FB09
4/4 STUR08_MQ09

H1 JUUR02_MQ09 NE 0/14 NEUR06_MQ08
H3+ STUR10_MQ08 ST 0/1 STBA06_FB08
H5 STUR14_MQ08 ST 0/1 STUR14_MQ08

H4 ST 0/3 STUR14_MQ08
H2+ Araipa 0/1 ARIN01_FB09
H13 0/1 NEUR01_MQ08
H3 STBA01_MQ08 1/3 NEUR03_MQ08
H4 STIN07_MQ08 0/1 NEBA04_MQ08
H5 0/2 STIN07_MQ08
H6 0/1 STUR10_MQ08
H7 0/7 STUR14_MQ08
H8 STIN07_FB09 0/2 STBA15_MQ08

H9+ STUR01_FB09 0/1 STIN05_FB08 
H10 0/1 STIN04_FB09
H11 0/1 STIN05_FB09

1/4 STIN06_FB09 
0/2 STIN08_FB09
1/1 STUR01_FB09

1/10 STUR02_FB09
1/1 STUR04_FB09
1/1 GLIN05_MQ09
0/1 JUUR01_MQ09
0/6 JUUR01_MQ09
0/2 JUUR02_MQ09

Nova Estrela

Tamandua 
tertradactyla

13(61)

Sao Tome

Haplotypes uniques Haplotypes partagés
Nb Haplotypes 

(nombre de seq)

NEUR01_MQ08

STBA08_FB09

Sao Tome
H5 STBA08_FB09

H3+ STUR04_FB09

H1

H12

NEUR03_MQ08Nova Estrela 

STUR10_MQ08

STUR02_FB09

Sao Tome 

Communautés Communautés PalmierPalmierID ID

H4

Didelphis 
marsupialis 3(12)

Coendou 
prehensilis 5 (14)

4 (8)

H1+

Nova Estrela

Alouatta belzebu

H1

Oecomys roberti 5(23)

Sao Tome 

Sao Tome

Sao Tome

Sao Tome H2

Sao Tome

Nova Estrela

Sao Tome H3 (0/3)

H1

H2 
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distants de 8m à 3km. L’haplotype 1 a été observé circulant chez 5 palmiers dans un 

périmètre de 500m, le 6ème palmier étant situé à plus de 2 km. 

Pour D. marsupialis, à partir de 12 séquences, 3 haplotypes ont été détectés dans 5 

palmiers différents et pour Cebus apella à partir de 6 séquences, 4 haplotypes sont détectés, 

tous à São Tomé. Finalement pour O.roberti, à partir de 23 séquences, 5 haplotypes ont été 

retrouvés dont l’haplotype 2 chez 14 individus nourris sur le même palmier à Nova Estrela, 

ainsi que dans deux palmiers de São Tomé distants de 800m. 
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Discussion  

Diversité des hôtes et déforestation 

L’origine supposée de Trypanosoma cruzi remonte à 80 millions d’années, lorsque le 

continent américain était encore rattaché à l’Afrique, l’Antarctique et l’Australie. A cette 

époque, aucun insecte hématophage n’existait encore et la faune endémique était constituée 

de marsupiaux et de xénarthres qui sont considérés comme les hôtes primitifs de T. cruzi 

(Briones et al., 1999 ; Buscaglia & Di Noia, 2003). La transmission se faisait par prédation ou 

via le contact des sécrétions glandulaires des opossum (Didelphis spp.) qui sont les seules 

espèces capables de maintenir la métacyclogenèse à l’intérieur de leurs glandes anales (Deane 

et al., 1984 ; Schofield, 2000) et de transmettre le parasite directement. Actuellement T. cruzi 

a été identifié chez plus de 100 espèces de mammifères (Noireau et al., 2009) dont les rôles 

dans la transmission naturelle du parasite peuvent varier d’une région à l’autre pour une 

même espèce. Ainsi, chaque système d’hôtes réservoirs doit être considéré comme unique au 

sein d’une certaine échelle spatio-temporelle (Jansen & Roque, 2011).  

L’Amazonie est considérée comme la région ayant la plus haute biodiversité animale 

dans le monde et à l’instar de la Forêt Atlantique, très peu d’études ciblées sur l’impact de la 

fragmentation sur la dynamique de T. cruzi y ont été menées à ce jour (Gottdenenker et al., 

2010 ; Vaz et al., 2007 ; Roque et al., 2008). Dans notre étude, en observant la distribution 

des hôtes par unité de paysage, certains apparaissent prépondérants par le nombre de repas 

sanguin identifiés et leur présence dans tous les types de paysage. Il s’agit des espèces 

Tamandua tetradactyla (xénarthre), Alouatta barzabul (primate), Coendu prehensilis, 

Oecomys roberti (rongeurs) et Didelphis marspupialis (marsupial). Les interactions 

spécifiques du réseau trophique (hôtes-parasites) ont été examinées dans notre étude via les 

repas sanguins des insectes et ce qui ne permet de déduire ou de suggérer qu’indirectement la 

séroprévalence des espèces présentes. 

En se basant sur les espèces identifiées au travers des repas sanguins dans les trois 

communautés, la diminution de diversité spécifique en fonction de la date d’implantation des 

communautés a confirmé l’impact négatif des perturbations anthropiques lié à l’èpoque 

d’installation sur la biodiversité des espèces animales (Fahrig, 2003 ; Turner, 1996).  

Le plus grand nombre d’espèce a été détecté non pas en forêt mais dans les anciennes 

jachères. Didelphis spp. (Deane et al., 1984) et Tamandua tertradyctyla (Miles et al., 1981 ; 
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Yeo et al. 2005) sont des hôtes potentiels de T. cruzi fréquemment décrits en association avec 

Rhodnius spp. Il est démontré que Didelphis albiventris est un hôte synanthropique dont les 

populations ont tendance à augmenter en zone de forêts perturbées (Olifiers et al., 2005 ; 

Xavier et al., 2007 ; Herrera et al., 2007 ; Roque et al., 2008 ; Vaz et al., 2007) et que cette 

augmentation de réservoirs favorise l’augmentation de la prévalence à T. cruzi. Nos résultats 

ont permis de démontrer l’importance de T. tetradactyla comme source alimentaire dans les 

trois communautés, cependant la situation des xénarthres en tant que réservoirs actuels de T. 

cruzi et T. rangeli est peu documentée, les dernières infections détectées chez T.tetradactyla 

remontent à 1968 au Panama (Pipkin et al.,1968) et Bento et al. (2002) au Nordeste brésilien 

ont détecté des formes flagellées identiques à T. cruzi. C’est une espèce placée sur liste rouge 

de l’UICN comme « faiblement menacée » et qui a disparu d’Uruguay par exemple à cause 

des monocultures d’eucalyptus (Abba et al., 2008). Cependant en Amazonie, la prolifération 

des palmiers lui assure une protection, ils ont été observés dans 5 palmiers de pâturage à São 

Tomé et à Nova Estrela. Le tamandou se nourrit principalement de termites à terre ou dans les 

arbres (Montgomery, 1985), diverses communautés de termites ont été observées dans tous 

les palmiers étudiés. 

Les espèces Alouatta spp et Coendou spp ont été identifiées associées à des triatomes 

et portant de formes de trypanosomes " t-cruzi like " (Kowalewski & Gillespie, 2009 ; Gaunt 

& Miles 2000) mais leur rôle en tant que réservoir est encore méconnu. Concernant les 

primates, la prévalence de T. cruzi est de 45.5% en Amazonie et 46% en Forêt Atlantique 

(Lisboa et al., 2006) et peut atteindre 86% chez certaines espèces. Ces prévalences élevées 

peuvent mettre au rang de réservoirs ces hôtes vertébrés. Cependant, dans l’étude de Lisboa et 

al. (2006), aucune association entre les différents génotypes de T. cruzi et l’infection chez les 

primates n’a été détectée. Notons, que les cinq espèces de primates rencontrées dans notre 

étude peuvent être associées à une infection par T .cruzi. Parmi ces espèces, seule A. belzebul 

est considérée comme vulnérable aux perturbations humaines (Veiga et al., 2008) et dans les 

trois communautés, aucun primate n’a été détecté dans les pâturages.  

Dans les pâturages seuls trois hôtes sont observés, principalement T.tetradactyla et 

O.roberti ainsi qu’un individu de Coendou prehensilis. Oecomys roberti est un rongeur 

nocturne, arboricole très répandu en Amazonie (Costa et al., 2009). Dans le Pantanal brésilien, 

une espèce proche O. momorae a été identifiée comme l’espèce la plus abondante en zone 

préservée autant qu’en zone sous pression d’élevage (Herrera et al., 2007), la prévalence à T. 

cruzi chez ces rongeurs est cependant plus basse en milieu perturbé passant de 27.5 à 11.76 %, 
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suggérant que dans la région les pratiques d’élevage ne conduisent pas forcément à 

l’augmentation du risque de la Maladie de Chagas.  

Généralement, dans les fragments de Forêt Atlantique, on observe une persistance des 

rongeurs et une augmentation de l’abondance des marsupiaux (Vaz et al., 2007). La 

séroprévalence des animaux est plus élevée en milieu fragmenté qu’en milieu forestier 

préservé probablement dû à l’absence d’effet de dilution (Schmidt & Ostfeld, 2001). Roque et 

al. (2008) ont comparé la diversité des mammifères et leur prévalence à T. cruzi dans trois 

zones de microépidémies orales, situées dans 3 biomes différents du Brésil, marqués par des 

perturbations anthropiques, la Forêt Atlantique, le massif montagneux du Baturité (sertão) et 

l’Amazonie, biome considéré comme étant le plus préservé des trois. Dans les deux premières 

régions, la perte de la biodiversité et la destruction des habitats sont illustrés par la faible 

diversité de petits mammifères recueillis et la présence exclusive d’espèces synanthropiques 

(Didelphidae). La région étudiée en Amazonie (Cachoiera do Arari, Pará) a démontré 

cependant un paysage panzootique avec une forte prévalence chez tous les mammifères 

terrestres, arboricoles et volants (chauves-souris) capturés. Dans la partie Est de l’Amazonie 

brésilienne, considérée comme représentative de l'occupation humaine récente et typique de la 

colonisation future de la zone restante si les pratiques actuelles persistent, Alouatta belzebul a 

disparu de certains sites (Ayres, 1978 ; Lopes & Ferrari, 2000) et les singes plus petits, Cebus 

spp ont totalement disparu (Lopes & Ferrari 2000). 

Dans d’autres régions, par exemple en Colombie, dans des fronts pionniers plus âgés, 

dans une palmeraie (Attalea butyracea) vieille de plus de 500 ans, 86 % des palmiers sont 

infestés par R. pallescens, avec une moyenne de 19 insectes par palmier et seulement deux 

espèces de mammifères y ont été capturées Didelphis marsupialis et Tamandua mexicana 

(Pizarro & Romaña, 1998). Au Panama, dans des zones de déforestation âgées de 75 à 100 

ans, Gottdenker et al. (2011) ont observé une forte augmentation des densités d’insectes 

(Rhodnius pallescens) dans les palmiers d’A. butyracea et la majorité des repas sanguin pris 

sur des xénarthres, qui avec les marsupiaux sont considérés comme les réservoirs primitifs de 

T. cruzi (Noireau et al., 2009).  

Les oiseaux sont réfractaires à l’infection par T. cruzi car leur système du complément, 

intervenant dans la défense innée contre les organismes étrangers détruit cette espèce de 

trypanosome (Kierzenbaum et al., 1981). De plus, il a été démontré que les formes 

épimastigotes de T. cruzi à l’intérieur de l’estomac d’insectes infectés sont détruites après 
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l’ingestion de sang de poulet (Schaub, 2009) mais pas les parasites contenus dans l’intestin 

(Garcia et al., 2010).  

Cependant, les populations d’oiseaux peuvent participer indirectement à la 

maintenance du cycle dans l’environnement naturel. En effet, les poulaillers en zone 

péridomestique peuvent être de forts attractifs pour des triatomes en quête d’hôtes et offrent 

un bon abri et constituent souvent une étape intermédiaire vers la domiciliation des insectes. 

En Equateur, Rhodnius ecuadoriensis, dont l’habitat principal est le palmier Phytelephas 

ecuadoriensis, colonise les zones péridomiciliaires et les habitations, où 65 % des insectes se 

nourrissent sur des oiseaux (Abad-Franch et al., 2002). Bien que les infections expérimentales 

de T. cruzi chez les lézards ne produisent aucune parasitémie détectable (Urdaneta-Morales & 

McLure, 1981), certains auteurs ont décrit le cycle complet de T. cruzi chez une espèce de 

lézard associée au vecteur Dipetalogaster maximus (Teixeira et al., 2006). Dans notre étude, 

les oiseaux et les lézards constituent 19% des repas sanguins identifiés. 

Parmi les oiseaux, deux espèces de grimpars: Dendrexetastes rufigula et 

Xiphorhynchus picus ont été détectés dans les trois communautés, D. rufigula en forêt et en 

jachère ancienne et X. picus dans les jachères et les pâturages. Les espèces de lézards 

identifiées Mabuya bistriata et M. nigropunctata sont des lézards vivipares à activité diurne, 

qui se nourrissent principalement d’insectes, dont les Reduviidae (Vitt & Blackburn, 1991). 

Les reptiles quant à eux peuvent donc agir comme prédateurs naturels des triatomes et bien 

que leur rôle soit présumé faible (Schofield, 1979) cet aspect reste peu documenté (Undiano, 

1968). 

Traditionnellement les méthodes immunologiques (ELISA) sont utilisées pour 

l'identification des sources alimentaires des triatomes. Cependant, ces techniques nécessitent 

la préparation des antisérums dont la spécificité est limitée au genre d’hôte vertébré (Noireau 

et al., 1997 ; Brenière et al., 2004 ; Bosseno et al., 2006). Plus récemment les techniques de 

séquençage ont été utilisées pour amplifier directement l’ADN contenu dans le sang du tube 

digestif des insectes à l’aide de marqueurs spécifiques à certaines espèces (Pizarro & Stevens, 

2008) ou plus généralement spécifiques aux vertebrés (Gottdenker et al., 2011). L’avantage 

des techniques de séquençage est d’une part, que le matériel n’a pas besoin d’être frais, ni 

congelé, et d’autre part, qu’il permet une identification au niveau de l’espèce d’hôte et même 

de distinguer des haplotypes. Ceci peut fournir des indications utiles sur la diversité des hôtes 

et aider à l’élaboration de certains scenarii. De plus, l’efficacité de la technique semble être 
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prouvée en cas de famine d’au moins deux mois (Pizarro & Stevens, 2008) ainsi que le 

démontre le pourcentage (32.7%) de repas detectés, dans cette étude, sur des individus non 

alimentés.  

L’utilisation des marqueurs plus fins, comme les microsatellites, permettrait de 

reconstituer les fratries d’hôtes et d’évaluer plus précisément leur abondance ainsi que leur 

dispersion. Des marqueurs microsatellites sont d’ores et déjà disponibles pour A. belzebul 

(Goncalves et al., 2004) et pour Didelphis marsupialis (Lavergne et al., 1999).  

 Infection par Trypanosoma cruzi et T. rangeli 

Historiquement, TcI a été associé au cycle sauvage et les cinq sous divisions de TcII 

au cycle domestique (Brisse et al., 2001). Cependant, si TcI est prédominant dans le cycle 

sauvage au sud de l’Amérique du Sud (Zingales et al., 2009), il est aussi le plus présent à la 

fois dans le cycle sauvage et domestique dans les régions les plus au nord de l’Amérique du 

Sud, l’Amérique Centrale et le Mexique (Moncayo & Silveira, 2009). 

Parmi les six unités taxonomiques couramment reconnues de T. cruzi, trois ont été 

identifiées dans la zone d’étude TcI, TcII (précédemment TcIIa) et une sous division de TcI 

(Dias, 2010). La sous division de TcI a déjà été suggérée par plusieurs auteurs qui ont détectés 

en Colombie 4 isolats de TCI: TcIa, associé aux isolats domestiques de Rhodnius prolixus; 

TcIb associé au cycle domestique et péridomestique de Triatoma dimidiata; TcIc, peu étudié, 

associé au cycle péridomestique et TcId, associé au cycle sauvage (Falla et al., 2009 ; Herrera 

et al., 2007). Cette distribution des lignées TcI a été étendue aux autres pays endémiques (de 

l’Argentine au Mexique): TcIa, associée aux cycles domestiques au nord et au sud et aux 

cycles sylvatiques d’Amérique Centrale et du Nord ; TcIb, a été identifié dans tous les cycles 

en Colombie ; TcId dans tous les cycles d’Argentine, Colombie, Brésil, Guyane française, 

Panama et Venezuela et une cinquième lignée ; TcIe en Argentine, Chili et Bolivie (Cura et 

al., 2010).  

A partir de la classification faite par Cura et al. 2010, la zone d’étude coïncide avec la 

distribution de la lignée TcId. Ceci est confirmé par les reconstitutions phylogéniques et les 

BLAST effectués à partir des séquences des trois marqueurs min-exon (SL-RNA), GPI et  

HSP60. 

Le TcId est un des groupes les plus répandus (Cura et al., 2010) et a été identifié à 

partir de vecteurs domestiques en Argentine, Paraguay et Colombie chez T. infestans et 
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Rhodnius prolixus et à partir de cycle sauvages au Brésil chez R. neglectus et R. nasutus, en 

Colombie chez T. infestans, T. dimidiata, R. pallescens, R. robustus, R. colombiensis, R. 

prolixus et P. geniculatus et finalement au Chili chez Mepraia spinolai. C’est la première fois 

qu’il est décrit chez R. robustus en Amazonie brésilienne. L’intérêt des subdivisions au sein 

du groupe TcI est assez récent et reste encore peu documenté (Herrera et al., 2007 ; O’Connor 

et al., 2007 ; Cura et al. 2010). 

En Amazonie brésilienne, TcI est la souche prédominante parmi les cas aigus et 

cardiaques de maladie de Chagas, mais ne cause pas de syndrome digestif (Miles et al. 1981).  

Une deuxième souche a été décrite dans les cas de transmission orale TcIII (Monteiro 

et al. 2010, Valente et al. 2009, Miles et al. 1981) mais TcII n’a encore jamais été décrite en 

Amazonie (Roque et al., 2008). TcI a souvent été isolé à partir de l’opossum (Didelphis spp.) 

au nord et au sud du bassin amazonien et il a été proposé une histoire évolutive commune 

entre TcI, les opossums et les Rhodnius spp. des palmiers (Gaunt & Miles, 2000). TcIII a été 

associée aux écotopes terrestres des réservoirs et des vecteurs (Yeo et al., 2005 ; Marcili et al. 

2009). Dans notre étude, TcII a clairement été associée à la strate arboricole. Du fait que notre 

zone d’étude ne correspond pas à la zone de distribution actuellement décrite pour TcII 

(TcIIa), nos données suggèrent une extension plus entendue vers le Nord de cette lignée et le 

manque de connaissances spécifiques sur la complexité du système épidémiologique 

amazonien. L’hôte naturel de TcII n’a pas encore été identifié (Jansen et al., 2009). Certains 

auteurs ont proposé le tatou (Dasypus spp., xénarthre) (Yeo et al., 2005) ou les primates 

(Lisboa et al., 2004). Dans cette étude, les résultats montrent que les insectes démontrant une 

possible infection mixte TcI / TcII sont souvent associés à des palmiers dans lesquels des 

primates ont été identifiés (A. belzebul, Callicebus moloch, C. personatus, Cebus cay, C. 

apella). 
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 Conclusion 

Les palmiers du genre Attalea, par leur architecture représentent un écotope stable 

pour les populations de Rhodnius spp. (Romana et al., 1999 ; Dias et al., 2010) mais 

également pour les espèces d’animaux arboricoles (frugivores, insectivores, prédatrices) qui y 

trouvent refuge, même en milieu perturbé. C’est particulièrement au niveau du pâturage que 

le palmier représente souvent l’unique abri disponible. De manière générale on ne peut 

conclure à un effet de dilution défavorisant T. cruzi, car plus il y a d’hôtes dans le même 

palmier plus la probabilité d’infection est élevée. Cette analyse permet de connaître un peu 

mieux la diversité des réservoirs potentiels et des souches de Trypanosomes associés aux 

palmiers Attalea spp. et à R. robustus dans la zone d’étude ainsi que leur distribution dans les 

différentes unités de paysage qui forment actuellement le paysage amazonien. Il reste à 

approfondir l’analyse des sources alimentaires éventuellement non détectées par la 

méthodologie décrite ici et particulièrement de déceler les cas où les repas ont été pris sur 

plusieurs hôtes. 

 Notre étude montre la présence de la souche TcII de T. cruzi, non encore décrite en 

Amazonie et même si nos données sont indirectes, elles avèrent Tamandua tetradactyla 

comme réservoir de T. rangeli dans la région du Tapajós et suggèrent Cebus cay (Capucins) 

comme un hôte potentiel de T. cruzi. Il serait important aussi d’évaluer la séroprévalence 

locale de T. cruzi chez les hôtes T. tetradactyla et Oecomys roberti qui sont les deux espèces 

les plus rencontrées en zone de pâturage. L’Amazonie, considérée actuellement comme une 

zone d’émergence de la zoonose (Coura et al., 2002), pourrait connaître une prévalence 

aggravée par certaines adaptations synanthropiques de réservoirs naturels efficaces (Teixeira 

et al., 2009). 
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Tamandua tetradactyla Linnaeus, 1758 (Myrmecophagidae) and Rhodnius 

robustus Larrousse, 1927 (Triatominae) infection focus by Trypanosoma 

rangeli Tejera, 1920 (Trypanosomatidae) in Attalea phalerata Mart. ex 

Spreng (Arecaceae) palm tree in the Brazilian Amazon 
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Article 4 

Genetic connectivity in natural sylvatic Rhodnius robustus (Larousse, 1927) 
populations in fragmented landscape of the Amazon Basin  

(Tapajós River, Pará state) 
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 Introduction 

Chagas Disease (American trypanosomiasis) is produced by infection with 

Trypanosoma cruzi (Kinetoplastidae, Trypanosomatidae), which is transmitted by 

hematophagous insects belonging to subfamily Triatominae (Hemiptera; Reduviidae).  

Long time considered as a hypo-endemic zone of Chagas Disease, Amazonia is now 

considered as an emergence region of the disease (Coura et al., 2002). There is a growing 

concern about sylvatic species of the triatomines, which can sporadically invade houses or 

contaminate food (Teixeira et al., 2001). In Amazonia, palm tree populations of Rhodnius 

robustus, R. pictipes, and R. brethesi act as sources of adult adventitious bugs that invade (but 

do not colonise) houses, contaminate food-processing equipment, or attack forest workers 

(Coura et al., 2002; Aguilar et al., 2007). Due to these new transmission processes, sylvatic 

populations need to be identified and followed up, in order to prevent further risk for local 

human populations. 

It is largely considered that distribution of sylvatic species as Rhodnius ssp is 

intimately linked to the distribution of palm trees, particularly palm species of the genus 

Attalea (Abad-Franch et al., 2010; Abad-Franch et al., 2005; Romana et al., 2007; Romana et 

al. 2003; Miles et al., 1981), which are invasive species in deforestation areas where slash and 

burn area practices leads to replacement of primary forest by mosaic of secondary vegetation, 

the vegetation being then composed of fallows, shrubs, palm trees, pastures and forest 

remnants.  

Microsatellites markers have been used for the surveillance and control of Chagas 

Disease vectors in order to asses dispersal of insects vectors, mainly to examine the events of 

house re-colonization after insecticide treatments (Perez de Rosas et al., 2007; 2008, Marcet 

et al., 2008; Richer et al., 2007) and to understand connection between wild and domiciliated 

habitats (Dumonteil et al., 2007; Fitzpatrick et al., 2008). All these previous studies focus on 

populations that are domiciliated but present some sylvatic populations or are nearly fully 

domiciliated as T. infestans or R. prolixus (Fitzpatrick et al., 2008; Pérez de Rosas et al., 

2011). 

This study deals with R. robustus, a sister species of R. prolixus, but seeming to be 

refractor to the domiciliation process, in the sense that even under the deforestation pressure, 

R. robustus populations remain essentially sylvatic. Rhodnius robustus is one of the four 
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members of the Rhodnius prolixus complex that although include R. nasutus and R. neglectus. 

Rhodnius species are primarily associated with palm tree ecotopes except for Rhodnius 

prolixus, which has domiciliation abilities and is responsible for major endemicity of Chagas 

Disease in the northern parts of South America and Central America (Felicangieli et al. 2003). 

It has long been considered that Rhodnius prolixus is strictly domestic while Rhodnius 

robustus was the sylvatic sibling species associated to palm trees, until sylvatic Rhodnius 

prolixus populations were documented in Venezuela (Gamboa, 1973, Fitzpatrick et al. 2008). 

Rhodnius robustus has a population distribution that is restricted to Northern and 

Northwestern South America. 

 Materials and Methods  

Study Area and Communities 

The regional vegetation is dominated by a sub-montain open forest, however, on-

going slash-and-burn agriculture yielded an advancing pioneer front formed by crops, 

pastures, and different stages of secondary forest growth. 

The study area (Figure 1) includes three small scale farming communities in the Low 

Tapajós region (Pará State, Brazil), 400 km south of the Amazon River, located in the districts 

of Aveiro and Ruropolis. These three communities were chosen according to global research 

goals of a larger interdisciplinary study on health risks related to land management (PLUPH, 

2010) and were characterized by a gradient of land-use patterns and settlement time.  

One Riparian community, SãoTomé (ST; S03.99185°, W 55.56538°), is mostly made 

up of families native to the Tapajós region and was established 80 years ago. One Plateau 

community Nova Estrella (NE; S04.07299°, W55.51772°), which was settled via the trans-

amazonian (BR136) opening (Divinopolis and vicinal 70) 30 years ago is mostly inhabited by 

North Eastern immigrants (67%). The third community, Araipá Lago (AR: S04.02516°, 

W55.55224°), extended in the extreme part of the lake where the vicinal (70) towards road 

(BR 163) begins and showed geographical, historical and social characteristics that are 

intermediate to the other communities. Araipá Lago is composed of riparian inhabitants who 

settled along the lake side several generations ago and of migrants from Nova Estrella.  
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The study region has a warm and humid climate, mean temperature variating from 

25 °C to 27 °C, maximum between 31 °C to 33 °C and minimals between 24 °C and 25 °C, 

with clear differenciation between rainy season (january to july) and a dry season (august to 

december). Two additionnal communities along the transamazonian highway (BR 163) were 

sampled in a perspective of regionalization the whole research project (PLUPH), km17 

(S04,43482, W55.90239) and km70, “Divinopolis” (S04,17922,W55.48920). Due to small 

number of individuals sampled in theses two latter communities, specimens were only 

included in the phylogenetic analysis and individuals of km17 as an outgroup in the 

microsattellites analysis.  

Sampling  

The sampling for triatomines was carried out in the three communities during two 

field sessions in September 2008 (dry season) and May 2009 (rainy season). During the rainy 

season, it was logistically infeasible to reach the community of Nova Estrela. Communities 

along transamazonian road (Km 70 and Km 17) were sampled once in May 2009.  

Despite the presence of numerous palm tree species, only species of the genus Attalea 

were sampled because they are considered as strong indicators of the presence of triatomines 

(Romaña et al., 1999; Abad-Franch et al., 2005, 2010). 

Palm species identified according to Henderson et al. (1995) were cut down and leaves 

were removed from stem to crown and meticulously examined for triatomines (Diotauiti & 

Dias, 1984). All the organic matter was carefully inspected for nymphal stages on a white 

cloth. Botanical parameters of each palm were documented, including size, number of leaves, 

stipe size and enumeration of invertabrate, and vertebrate fauna, as well as any indicators of 

animal presence (i.e., feathers, nests, porquepine spines). Insects were identified according to 

morphological criteria (Lent & Wigodinsky, 1979) and were molecularly identified using 

cytochrome b mtDNA sequences (cf population genetics analysis) and GenBank comparison 

(BLAST). Each sampling point was georeferenced using a GPS (Garmin etrex, Garmin®) and 

linear distances between sites were calculated with GENALEX (Peakall & Smouse 2006). 

One insect found by an inhabitant of Nova Estrela in his house (S04.07586, W55.51558) was 

added to the sampling.  
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DNA extraction and amplification (Laboratory procedures)  

In order to avoid consanguinity biais, we used only adults sampled in palm trees or 

one nymph where adults were lacking. Total genomic DNA was extracted from legs and 

flight muscle for adults, fifth and fourth nymphal stages or from whole insects for third, 

second and first nymphal stages, using the DNeasy Tissue Kit® (Qiagen).  

A 458 bp portion of cytochrome b mitochondrial gene was amplified using the 

following primers: CYTB7432F,5"-GGACG(AT)GG(AT)ATTTATTATGGATC, and 

CYTB7433R,5"-GC(AT)CCAATTCA(AG)GTTA(AG)TAA ( Monteiro et al. 2003).  

PCR amplification were performed using the GoTaq® Flexi DNA Polymerase 

(Promega) in a final volume of 25µl containing 20-50ng of template DNA, 3µl of MgCl2 of 

25mM, 5µl of 5X buffer, 1µl of dNTP at 40µM each, 1µl of each primer at 10µM and 0.5µl 

of Taq Polymerase at 5U/µl. Both strands were sequenced directly in both directions with 

amplification primers, using an Applied Biosystem model 3100 automated DNA sequencer. 

The consensus sequences were edited and assembled using the Bioedit (Hall, 1999) and 

aligned using Alignment ClustalW (Thompson et al., 1994) 

Ten out of 20 available loci for Rhodnius prolixus (Harry et al. 2008; Fitzpatrick et al. 

2009) were used for genotyping studies. PCR amplification were performed using Dye 

labelled primer (Applied Biosystem) and the GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega) in a 

final volume of 12µl containing 20-50ng of template DNA 1.5µl of MgCl2 of 25mM, 2.5µl of 

5X buffer, 0.5µl of dNTP at 10µM each, 0.5µl of each primer at 10µM and 0.05µl of Taq 

Polymerase at 5U/µl. PCR were performed with 30-40 cycles (denaturation at 94°C for 30sec, 

annealing for 30sec, and extension at 72°C for 30 sec). Microsatellite data were collected on 

an ABI Prism 3100 (Applied Biosystem) and alleles analyzed using GeneMapper® (Applied 

Biosystem).  

 

Population genetics analysis  

Mitochondrial DNA cytochrome b  

In order to confirm the specific status of Rhodnius robustus, sequences were compared 

with published sequences of the Rhodnius prolixus complex (Lyman et al., 1999; Monteiro et 

al., 2003; Maia da Silva et al., 2007; Pavan & Monteiro, 2007; Harry et al. 2008; Justi et al., 
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2010). Bayesian inference (BI) was used to reconstruct phylogenetic relationships among taxa. 

Bayesian analyses were carried out using MRBAYES v3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). 

However, jModelTest 0.1.1 (Posada, 2005) was first used in order to determine the best-fit 

substitution model for the data under BI through the Akaike information criterion. For the 

Bayesian analysis, we ran 3,000,000 generations using the MCMC algorithm using 

MRBAYES with 4 incrementally heated chains and parameters estimated with a GTR+I+Γ 

model. Outgroup sequences were taken from GeneBank, R. pallescens (EF071584), and 

R.neglectus (AF045716). Population analysis using cytochrome b was examined both at 

community and land-use levels. Codons positions were identified with MacClade (Maddison 

& Maddison, 2000). No stop codon was detected. The evolutionary relationship among 

mitochondrial haplotypes was evaluated through a parsimony network using TCS version 

1.21 (Clément et al., 2000). To assess diversity within and among palm tree locations, indices 

of haplotype diversity: number of haplotypes, Nh (Nei, 1987), haplotypic diversity, Hd (Nei, 

1987) nucleotide diversity, Pi (Tajima, 1983), mean number of pairwise differences, theta 

(Tajima, 1983) and average number of nucleotide differences, k (Tajima, 1983) were 

calculated using DNAsp v5 software (Librado & Rozas, 2009). Populations pairwise Nst and 

Nm (Lynch & Crease, 1990) and average of number of nucleotide differences (Kxy, Tajima, 

1983) and average number of nucleotide substitutions per site, Dxy (Nei, 1987) were used to 

calculated differentiation and gene flow between communities and land-use classes, also 

using DNAsp v5 (Librado & Rozas, 2009). 

 

Demographic analysis  

The observed distribution of pairwise differences between sequences (mismatch 

distribution) was examined using DNAsp (Rosas et al., 2010). Mismatch distributions are 

theoretically multimodal for populations at stationary demographic equilibrium and typically 

smoother or unimodal for populations that have recently undergone demographic expansion 

(Rogers & Harpending, 1992). Fu’s F statistics (Fu, 1997) and Ramos-Onsins & Rosas R2 

(Ramos-Onsins & Rozas, 2002) were also calculated with DNAsp 5.10.1 (Rosas et al. 2010). 

Recent population expansions are expected to be associated with low R2 values. The overall 

validity of the estimated demographic model was also evaluated by the tests of raggedness 

index (Hri, Harpending, 1994) and the sum of squared differences SSD using ARLEQUIN 

3.5.1 (Excoffier et al. 2005). Significance of Hri and SSD was assessed by parametric 
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bootstraps (10, 000 replicates). Divergence time between phylogroups was calculated from τ 

= 2ut where τ is a parameter of the time to expansion in units of mutations and u is the 

mutation rate per generation. We used a mutation rate of 2.3 per million years (My), which is 

the rate assumed for mitochondrial divergence in arthropod taxa (Bower 1994) and was used 

for Rhodnius by Monteiro et al. (2003). The generation time was estimated to be 2 per year. 

Genotypes Microsatellites 

Possible genotyping errors due to stuttering, short allele dominance and null alleles 

was tested using MICROCHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004). Linkage 

disequilibrium was tested between all pairs of loci overall and in each population using 

FSTAT (Goudet, 2001). Deviations from Hardy Weinberg equilibrium were tested at each 

locus within each population using ARLEQUIN.3.5.1 (Excoffier et al., 2005). Mismatch 

analysis was conducted using DNAsp (Librado & Rozas, 2009). Inbreeding coefficients (Fis) 

were estimated using FSTAT (Goudet, 2001). Population comparison was made through Fst 

Fst pairwise estimates and Nm estimates (Wright, 1943; Slatkin, 1995: Nm =((1-Fst)/4Fst) 

computed using ARLEQUIN (Excoffier et al. 2005). Bonferroni correction was used 

throughout levels to account for all multiple testing (Hochberg, 1988). Finally, STRUCTURE 

(Pritchard et al., 2000) was used to assess population structure for each set of data. K-values 

ranged from 1 to 15, with 10 replicates for each K and a burn-in period of length 500,000 

followed by 1,000,000 additional iterations, under both no admixture and admixture models 

with allele frequency correlated. To identify the most likely K we used the ΔK statistic 

method (Evanno et al., 2005). Multivariate genetic spatial autocorrelation was also performed 

with GenAlEx V6.1 (Peakall & Smouse, 2006). 

Wolbachia 

To confirm that any observed structure in the population could not be attributed to 

manipulation of reproductive processes by endosymbionts, female insects were screened for 

Wolbachia infection via PCR using general wsp primers for PCR amplification: wsp81F 

wsp691R described in Braig et al. (1998), and coxA (Baldo et al. 2006). DNA extracts of 

others Rhodnius spp previously detected positive for Wolbachia were used as positive control 

in each PCR. 
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Land-use classification  

Different land-use types, ranging from exploited forest to increasingly disturbed and 

fragmented forests, where palms trees were present were identified in the field. These types 

were classified as secondary palm tree forests, fallows older than 3 years, fallows younger 

than 3 years and pastures. A supervised landscape classification was conducted with ENVI 

(Environment for Visualing Images) software on a SPOT 5 image of 2.5m spatial resolution 

provided by the SEAS GUYANE project (UMR ESPACE-DEV, IRD-Cayenne, 

https://www.seas-guyane.org/seasguyane/index.htm) using the Minimum Distance method 

between different radiometric classes from the principal land use classes identified in the field, 

using 4 bands (Green, Red, PIR and NDVI for Normalized Difference Vegetation Index) 

(Quartier et al., in prep). This classification allowed us to cluster geographic patches of land-

use classes within each community.  

 

Level of analysis  

In order to understand the genetic structure of the sampled population, the data set has 

been separated into different groups, according to: 1. phylogroups defined by Bayesian 

analysis of cytochrome b mitochondrial marker, 2) sampled communities, 3) land-

use/landcover classes 4) patch of land-use within communities.  
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 Results  

Palm infestation and insect infection 

In the three communities (Araipá, Nova Estrela and SãoTomé), seventy-three palm 

trees (54.89%) were found infested with triatominea, with a total of 742 insects. The 

community with the highest number of infested palms was SãoTomé with 68.49% of the 

palms dissected found to be positive for triatomines presence. This is followed by the 

community of Nova Estrela, with 52% of sampled palms being infested, and finally 28.57% 

in Araipá. From theses 73 palms, 31 (23.31 %) were found with insects infected with 

Trypanosoma cruzi, this represents 16.58% of the total insect population. Details of 

infestation and infection for T. cruzi are reported elsewhere (Quartier et al. in prep). In order 

to avoid intra-palm kinship bias, we studied adults and one specimen per palm where no 

adults were present for mitochondrial and microsatellites characterization. On these 132 

individuals, 75 were males (56.81%), 33 were females (23.40%) and 25 were nymphs from 

L3 to L5 (18.94%), which represents 19 % of the whole total population sampled in the three 

communities. Eleven individuals of Rhodnius robustus were sampled in 4 palms in Km 17 

and one from 1 palm in Km 70.  

 

Wolbachia 

None of the female specimens sampled were found to be positive for infection by 

Wolbachia ssp, despite detection of Wolbachia in samples of Rhodnius robustus from other 

region of Brazil (Benfica, GenBank accession number EU444069) and in other Rhodnius spp 

(Espino et al. 2009).  

 

Phylogenetic relationships using cytochrome b  

Analysis of 132 sequences among the three communities (AR, NE, ST) revealed the 

existence of 16 unique haplotypes (Table 1), GenBank accession number (JN831953-

JN831970). We identified 18 segregation sites of the 458 nucleotides (3.71 % of 

polymorphism). Of the 18 mutations, 17 were synonymous and one non synonymous 

(position 270), in one individual of Nova Estrela (haplotype 11 in NEUR06_MQ08 palm). All 
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mutations were point mutations, 7 singletons and 11 parsimony informative. Two addidtional 

haplotypes were detected in km17 (17) and km70 (18).  

In our Bayesian tree (Figure 3) the 16 haplotypes divided into three major clades 

within the clade II defined by Monteiro et al. (2003). These three groups were confirned by 

network analysis (Figure 4), therefore, we defined three phylo-groups as group 1 (hap 1-7), 

group 2 (hap 8-12) and group 3 (hap 13-16). All the haplotypes of Rhodnius robustus from 

Tapajós shared greatest similarity with haplotypes roBr3m, roBr3L (Monteiro et al. 2003) 

from Amazonas state (Apuí) and specimen Rob1 from Provincia of Alto Beni in Bolivia (Justi 

et al., 2010).  

Haplotype 17 from the community of km17 clustered alone with individuals from 

Carauarí, Amazonas (Monteiro et al. 2003) and haplotype 18 from the community of km70 

with the first majoritarian phylogroup of the study (group1).  

Considering the community level, we observed from 7 (Araipá, Nova Estrela) to 12 

(Sao Tomé) distinct haplotypes, and from two (Araipá, Nova Estrela) to six (São Tomé) 

private haplotypes (Figure 4, Table 2). The relationships between the 16 haplotypes are 

described in the global TCS network (Figure 4) where we observed distinctly the three 

phylogenetic groups corresponding to the three levels of the global network. The topology of 

the network, with 3 principal haplotypes and satellites haplotypes connected with a small 

number of mutation steps in a star-like shape, is typical of recent demographic expansion 

events, especially for the most recent phylogroup (group 1). We could clearly observe no 

structuration for the sampled communities, even though each community had at least one 

private haplotype, a number of haplotypes were shared between the three communities. Three 

haplotypes were most frequent in the three communities: haplotype 1 (32.64%), haplotype 8 

(17.36%) and haplotype 13 (30.56%).  

Concerning the land-use types, despite the greater number of individuals analysed in 

pasture, only 7 haplotypes were observed in these individuals, indicating a loss of diversity in 

the most anthropogenic land-use class. The 3 majoritarian haplotypes were shared between 

them except for the fragmented forest where the haplotype 8 was not represented and except 

for young fallows, we found one private haplotypes for each land-use type. Three haplotypes 

(14, 15, 16) were mostly found in forest and fragmented forest but the haplotypes 15 and 16 

were present in old fallows in two palm trees. One could be remnant from the primary forest 

(19m) and the other (8m height) was not far from a fragmented forest patch (125m).  
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Haplotypic networks within communities (Figures 3a, 4a, 5a) showed no clear 

structuration between different palm trees, and when we examined the spatial repartition in 

each community (Figure 3b, 4b, 5b) no clear geographical structure pattern appeared. 

Nevertheless, we could observe in each community, palms with great haplotypic diversity, 

theses palms were the ones carrying more than one adult. In Araipá, one palm in particular 

had large intra-population variability (ARIN08_FB08), with 6 out the 7 haplotypes present in 

the area. This palm was geographically isolated from the central part of the community, in the 

forest between Araipá and Nova Estrela. Moreover, haplotype diversity per palm is positively 

correlated to the number of individuals per palm (r = 0.5) but is not correlated to land-use 

class (Pearson pvalue = 0.49). 

 

Mitochondrial polymorphism and gene flow 

Group Level (3)  

From the three groups determined via the haplotypic network (Figure 2) and the 

phylogenic tree (Figure 1) we reconstructed the historical evolution of the triatominae 

sampled in the Tapajós region. The topology of the phylogenic tree indicated that group 3 is 

more ancestral. Moreover, we observed that this group is principally associated with sylvatic 

ecotopes, such as forest and fragmented forest (Table 2).  

Recorded haplotypic diversity varied from 0.234 (group 3) to 0.541 (group 2) for a 

total of 0.781 (Table 2). Within each group π, θ and k values were very low compared to total 

values because of phylogroups maximise inter group variability. Pi estimates varied from 

0.107 (group 1) to 0.177 (group 2). A low Hd, was observed for group 3, is associated with an 

intermediate Pi estimate and the reverse situation is observed for the group 1. This could be 

indicative of an expansion for group 1 and bottleneck events for group 3. Group 2 had higher 

values of these two estimates, indicating a stable population. Tajima’s D values were negative 

for the three groups but were only significant for group 1, confirming the possibility of a 

demographic expansion. 

Genetic differentiation determined with both DNAsp (Table 3) and AMOVA (Table 8) 

showed great differentiation among each group, all permutation tests available in DNAsp 

were highly significant for Nst values between each pair of group, Kxy, Dxy values were 
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greater between group 3 and the two latter groups, than between group 1 and 2, which is 

congruent with the Bayesian phylogenetic topology. 

 

Community level (3) 

Recorded haplotypic diversity varied from 0.670 to 0.817 in the three communities 

whereas total diversity was 0.780. The higher Hd, π, θ and k values were recorded in Araipá. 

By contrast, values were lower for SãoTomé and Nova Estrela. Pi estimates varied from 0.705 

for SãoTomé to 0.896 for Araipá. The combination of Hd and Pi estimates indicate a stable 

population in Araipá (high Hd and high Pi), whereas a recent bottleneck event may have 

occurred in Nova Estrela and an older short bottleneck event may have occurred in São Tomé. 

No significant deviation from neutrality was identified at level of the communities examining 

Tajima’s D values. Geneflow analysis and AMOVA conducted between communities showed 

no great differentiation between communities. All Nst values were negative, only one 

permutation test, Sdd (Hudson, 2000) was slightly significant for Nst between Araipá and the 

two other communities (Table 3 ). Kxy, Dxy were comparable between the three communities. 

Sdd is considered as the more powerful statistics test available in DNAsp (Hudson, 2000). 

Land-use level (6) 

At the level of land-use classes, Hd varied from 0.755 (pasture) to 0.808 (young 

fallow), pasture had the lowest Hd estimate (Table 2) whereas other Hd estimates are 

comparable (0.800-0.808). Pi estimates varied from 0.646 (young fallow) to 1.025 

(fragmented forest). For pasture, and young fallows, Hd values associated with low Pi 

estimates could indicate a bottleneck effect, which could indicate a residual population from 

the initial deforestation event. The highest Pi estimate was detected for fragmented forest 

classes and a combination of both elevated Hd and Pi values for forest, palm tree forest and 

old fallow demonstrated stable population situations (high Hd, high Pi).  

No significant deviation from neutrality was identified at the land-use level, as 

determined by examining Tajima’s D values. 

Pairwise permutation test performed with DNAsp showed no significant 

differentiation between any land-use classes, however we could observe differences in Nm 
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inferred from Nst values (Table 4). Nst values varied from -0.36 to 0.028, which are very low, 

indicating low differentiation between land-uses. 

Population expansion 

Mismatch distribution for phylogroups and communities are shown in Figure 7. 

Mismatch analysis for phylogroups showed a distinct pattern (Figure 8). Groups 1 and 2 have 

a smooth and curved pattern, suggesting that population is constant, whereas significant Fu’s 

F-value for group 1 indicated population expansion (Table 5). Group 3 had a bimodal 

distribution, suggesting more stability of the ancestral group. The global population also had 

the same bimodal distribution as group 3; however the global population distribution had a 

higher mixture of populations (Zhao et al., 2008) (Figure 5) as shown under the two mismatch 

distribution models (constant and growth decline). 

According to the tau value (τ) estimation of expansion time was found to be 65’748 

years for the group 3, 18’039y for the group 2 and 9’731y for the group 1.  

At the community level, we observed a bimodal distribution, however the 

demographic parameters SSD and Hri (Table 5) were not significant for any community. A 

bimodal distribution suggests an admixture of population but non-significant values of SSD 

and Hri suggest that population expansion cannot be rejected. The D* value was negative and 

significant in São Tomé, suggesting a historical reduction in population size (bottleneck) 

(Tajima, 1989). None of the Fu’s F values were significant. 

 

Microsatellites analysis 

Molecular diversity  

As no linkage disequilibrium was detected according to a global test of all the loci 

over all populations and within each population, we therefore proceeded under the assumption 

of statistical independence between the loci.  

All loci were polymorphic with the number of distinct alleles per locus ranging from 3 

(R13) to 14 (R4). The 10 loci were polymorphic for all populations considered among and 

within the different subsets. Allelic richness ranged from 4.8 to 6.9. Mean observed 

heterozygosity ranged from 0.510 to 0.657 and expected heterozygosity between 0.571 to 
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0.648. Table 6 shows allelic richness (N), observed (Ho) and expected (He) heterozygosity 

and inbreeding coefficient (Fis) for each subset. Within each population subset (phylogroups, 

communities and land use classes), no departure from HW equilibrium was detected.  

No deviation of HWE equilibrium was detected in Araipá and in the community of 

km17. From one to four loci showed HW desequilibrium, in São Tomé and Nova Estrela 

respectively due to homozygosity excess that could be due to presence of null allele at each 

locus (Microchecker). For the whole population (all individuals), we observed deviations at 

three (R31, R26, L10) loci. At the land-use level no deviation in palm forest was observed at 

any loci but in forest and fragmented forest (R26), old fallows (R26, L10), and young fallows 

and pasture (L37). All theses deviations except L37 in young fallows were due to 

homozygosity excess. 

Population differentiation and gene flow 

Pairwise Fst values ranged from 0 to 0.006 (negative values considered as null, c.f., 

Jaramillo & Long 1986) and inferred Nm values from 19 individuals to infinite. Pairwise Fst 

comparisons between phylogroups showed a significant differentiation between group 3 and 

group 2 (Table 8) but AMOVA conducted between groups with microsatellite data (Table 8) 

showed that the amount of variation within groups (99.64) was greater than between groups 

(0.36).  

Pairwise Fst comparisons indicated a lack of population structure between the three 

communities (Table 8), which was also confirmed with the AMOVA, with 100 % of variation 

being explained within communities. However, genetic differentiation (Fst) was observed 

between the three communities as well as the outgroup community of transamazonian 

highway, km17.  

Lack of structuration between land-uses was also confirmed by pairwise Fst and 

AMOVA tests (Table 10). Smaller but non-significant Nm values for pasture could indicate 

that it is a more isolated ecotope relative to other land-uses. Pairwise Fst values for landscape 

patch analysis showed one group of palms more isolated, the patch n3 which include palm 

trees in Nova Estrela sampled in the open area between remnant forest and the active 

deforestation front. This group of palms is isolated from fragmented forest, from palms 

sampled in Araipá (an1) and some groups of palms in São Tome: s1, s3 and s6 which are 

groups of palms in riparian remnant forests.  
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One subdivision within São Tomé was also observed between s6 and s7, a patch of 

palms in remnant forest (s6) and one palm (s7) in and adjacent pasture. The population 

divergence was also analyzed using AMOVA (Table 8). Again, variation due to subdivisions 

within patches was greater than between patches. Spatial genetic structure (SGS) assessed 

with Genalex (Figure 9) showed no spatial autocorrelation. Correlogram (Figure 10) 

demonstrated correlation (r) for individuals as a function of distance between palm trees, r is 

positive but not significant within the first distance class of 0m to 10m, however r is negative 

at a distance of 25m and 50m and then close to 0. The correlogram patterns showed 

significant trends of spatial correlation within the first 10 meters that is inside the palm itself.  

Population assignment  

Diverse STRUCTURE runs (not shown) for microsatellites data within each subset 

failed to detect any assignment for phylogroups, communities or land uses. This revealed no 

strong structuration of populations within the study area and high ability to disperse for adults.  

Congruence between mitochondrial data and microsatellites 

AMOVAS’s conducted for each data set and each marker (Table 7) revealed that most 

of the variation was found among individuals within the population (101.4 – 98.6 %), 

excepted for phylogroups where most of the variation was found among groups for 

mitochondrial markers (85.21- 86.72 %). Fst estimates were close to one (0.860-0.870) and p-

value were significant. 

PCO INTER (Principal Coordinate Ordination) conducted between haplotypes and 

microsatellite genotypes showed no effect of haplotype identity (not shown) and phylogroups 

(Figure 10) on genotypic diversity (inertia = 0.017, P = 0.123). 
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Discussion 

To our knowledge, no previous studies have examined Brazilian sylvatic populations 

of Rhodnius robustus. Some authors have studied sylvatic populations of Rhodnius robustus 

in Venezuela (Felicangieli et al., 2002; Fitzpatrick et al., 2008b) but the status of Venezuelan 

R. robustus remains unclear (Harry et al. 1992) and it doesn’t seem to share the same 

behavioural traits as the Brazilian population. Cytochrome b analyses proved that all 

specimens were Brazilian Rhodnius robustus, and showed no introgression as sylvatic 

Rhodnius prolixus do not seem to occur in the Brazilian Amazon (Felicangieli et al., 2003).  

According to Abad-Franch et al. 2007, the study area corresponds to Tapajós-Xingu 

moist forest where Rhodnius robustus III has been documented (Monteiro et al., 2003). 

However the 18 haplotypes divided into three major clades within lineage II (roBR3l, 

roBR3m) which is described as being present in the Tapajós-Madeira eco-region and is likely 

to be present in the Tapajós-Xingu region (Abad Franch et al., 2007). As this clade derivates 

most from the three Amazonian clades (II, III, IV) and primarily originated from the western 

lowlands, our results suggested an eastern expansion of the original distribution of the clade II 

or the lack of previous sampling in the studied area.  

From mitochondrial analysis and diversity indices, different historicals scenarios for 

the phylogroups in the Tapajós could be proposed.  

From diversity indices we could deduced than the group 3, the most ancestral, 

principally associated with natural ecotopes and with low haplotypic diversity has probably 

emerged from a more central population (clade II) with an initial founder effect (bottleneck), 

around 65’000 years ago. The group 2 showed the highest diversity values, indicating a stable 

population with a high effective size whereas the group 1 population was the most derived 

and recent with a rapid expansion from an initial small population.  

 Haplotype and mismatch distributions showed that Rhodnius robustus populations 

within communities resulted in a mixture of the different phylogroups, as well as in the 

different land uses with exception of some haplotypes of the group 3 that were strictly 

associated to natural ecotopes. Nevertheless, the temporal gradient of community settlement 

time was not detected at the mitochondrial level. In Araipá, which is the most recently settled 

community, diversity indices were high, indicating that the population is stable and has a high 

effective size. Forest fragmentation is supposed to reduce diversity and Ne (effective 
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population size) of natural species (Gaggioti & Couvet, 2003). Yet, mitochondrial structure 

analyses failed to detect differences due to forest fragmentation from recent community 

expansion events.  

At the land use level, bottleneck events were detected in the two most anthropogenic 

land uses, pastures and young fallows. On the other hand Rhodnius robustus populations 

appeared to be stable within the four other land uses. Bottleneck effects can illustrate residual 

populations of triatomines that survived after initial forest clearing (e.g., protected in the palm 

crown), but can also illustrate that there are few individuals that have rapidly colonised young 

palm trees from adjacent forest ecotopes. Generally it is assumed that forest clearance may 

first have a negative impact on triatomine survival, however some individuals remaining in 

palms after deforestation (mainly Rhodnius spp) do remain (Abad-Franch & Monteiro, 2007) 

and are able to subsequently recover and build up large colonies in some palms (Abad-Franch 

et al., 2005; Aguilar et al., 2007; Romana & Pizarro, 1999).  

Geneflow between different geographic units (communities and land uses) showed no 

differentiation at both the mitochondrial and microsatellite levels. However, patch analysis 

detected some genetic differentiation between palms in open areas and in fragmented forests 

and old fallows in Nova Estrela and as well as between most distant groups of palm trees in 

São Tomé. This isolation between palm trees from open areas and closed areas in Nova 

Estrela could reflect the type of modern processes of colonisation, typical from “road 

openings”. In Nova Estrela, landscape fragmentation appeared to be a more “abrupt” process, 

which can lead to rapid loss of connectivity between land use and patches. Whereas in São 

Tomé, the longest settled riparian community, the fragmented mosaic configuration 

maintained some genetic connection. In Araipá, forest fragmentation processes are too recent 

to be detected.  

Spatial autocorrelation also showed a clear lack of isolation by distance and Fst 

pairwise based on microsatellites failed to detect differentiation at the scale of the three 

communities (within 10 km). However, differentiation was detected at a larger scale (60km), 

indicating that adult insects have great dispersal abilities. Moreover, assignment methods 

failed to find any structure proving that geneflow is high and homogeneity of the whole 

population is preserved. Genetic connectivity within sylvatic triatominae populations has 

already been detected between different ecotopes (Fitzpatrick et al., 2009b, Dumonteil et al. 

2007; Harry et al., 1998) whereas domestic populations have shown systematically more 
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structured populations, probably owing to genetic drift following population size reductions 

due to insecticide treatments in endemic areas (Pérez de la Rosas et al., 2007, 2008; Pizarro et 

al., 2008).  

For sylvatic species, dispersal is particularly relevant for estimation of risk situations, 

in non-endemic regions and particularly in the Amazon region. The transmission of T. cruzi 

occurs principally when flying insects invade households and directly infect humans or 

contaminate food and beverages, leading to oral transmission (Coura et al., 2002, 2011; 

Aguilar et al., 2007; Valente et al., 1999). Population genetics help to determine historical 

population processes by providing indirect demographic indices which may help to 

understand dispersal patterns (Bohonak, 1999; Whitlock & McCauley, 1999). In the case of 

the Tapajós, the fragmentation is shown to have little effect on the population structure of 

Rhodnius robustus, whereas it generally affects most of the vertebrates (Less & Peres, 2008; 

Jorge, 2008; Michalski & Peres, 2007) and invertebrates (Aguire & Dirzo, 2008; Vasconselos 

et al. 2006). However, fragmentation is generally also associated with habitat loss, but the 

invasive dynamic of Attalea spp palm trees in anthropogenic land covers (Mitja & Ferraz, 

2001) is actually the result of a multiplication of suitable habitats for triatomines (Abad-

Franch et al., 2010; Romana et al., 1999). Thus Attalea palm trees act like functional 

connectors between sylvatic and domestic compartments. 
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 Figures and Tables 

 

Figure 1. Study area. Communities sampled were located near the Tapajós River, confluent of 

Amazon River and the Transamazonian road BR-163 (Cuiaba-Santarem). 
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Figure 2. Localisation of the sampled palm trees in the three communities on supervised classification 

of different land use units (legend).  
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Figure 3. Consensus phylogenic Bayesian tree obtained with haplotypes present in the study. 

Numbers at nodes are posterior probabilities recovered by the Bayesian analysis. Numbers I to VI 

represent phylogenetic clades describes by Monteiro et al. 2003. 
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Figure 4. Cytochrome b parsimony network of all individuals for the three communities. Network 

circle sizes are proportional to haplotype frequencies.  
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Figure 5. a) Cytochrome b parsimony network of individuals of Araipá community, colored for palm 

trees and; b) spatial projection of the haplotypes, colored for haplotypes (legend) within Araipá 

community, land-use units are indicated with letter code (legend). White dots represent palms with no 

haplotype identified. 
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Figure 6. a) Cytochrome b parsimony network of individuals of Nova Estrela Community, colored for 

palm trees and house; b) Spatial projection of haplotypes distribution by palms in Nova Estrela 

community, land-use units are indicated with letter code (legend). 
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Figure 7. a) Cytochrome b parsimony network of individuals of Saõ Tomé Community, colored for palm trees; b) Spatial projection of mitochondrial 

haplotypes in Saõ Tomé community, land-use units are indicated with letter code (legend). 
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Figure 8. Population expansion scenario for phylogroups: a) group 1; b) group 2; c) group 3; and 

communities e) Araipá; f) Nova Estrela; g) São Tomé and for the global population under d) constant 

demographic model and h) under expansion model. The expected frequency represented by a 

continuous line is based on (a, b, c, d, e, f, g) a population constant model and on (h) a growing and 
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decline model determined using the DNASP v5. program (Librado & Rozas, 2009) The observed 

frequencies are represented by dotted lines. 

 

 

Distance (km) 

Figure 9. Spatial autocorrelation analysis results for the adult population. Correlogram shows the 

combined spatial correlation (r) as function of distance in kilometres between the sampled palm trees. 

95 CI about the null hypothesis of a random distribution is shown with dotted line.  

Note: distance class sizes are 1,25,50,100,250,500,1000,12000m 
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Figure 10. Principate Coordinate Analysis (PCO) between phylogroups and genotypic diversity based 

on microsatellites, inter-group inertia = 0.017 (P = 0.123); white dots = group 1; grey dots = group 2; 

black dots = group 3. 
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Table 1. Variable positions of the 458 bp of the cytochrome b gene from the 16 haplotypes of sylvatic Rhodnius robustus collected. GenBank accession 

numbers JN831953-JN831970.  

 

  

Haplotype ID Araipa Nova  
Estrela  Sao Tome km70 km17 Total 14 45 58 71 74 80 83 90 191 203 209 242 260 266 270 272 275 311 329 395

hap 1 6 10 26 0 0 42 T C T A A T C G C T A T G G G A A T C A
hap 2 0 0 1 0 0 1 . . . . . C . . . . . . . . . . . . . .
hap 3 1 0 1 0 0 2 . . . G . . . . . . . . . . . . . . . .
hap 4 0 0 3 0 0 3 . . . . G . . . . . . . . . . . . . . .
hap 5 2 0 0 0 0 2 . T . . . . . . . . . . . . . . . . . .
hap 6 0 1 0 0 0 1 . . . . . . . . . . . . A . . . . . . .
hap 7 0 0 1 0 0 1 . . . . . . . . T . . . A . . . . . . .
hap 8 1 7 15 0 0 23 . . . . . . . . . . . . . . . . . C . .
hap 9 0 0 5 0 0 5 . . C . . . . . . . . . . . . . . C . .
hap 10 0 1 4 0 0 5 . . . . . . . . . . . . . . . . . C T .
hap 11 0 1 0 0 0 1 . . . . . . . . . . . . . . A . . C T .
hap 12 0 0 1 0 0 1 . . . . . . . . . . . . . A . . . C . .
hap 13 4 10 24 0 0 38 . . . . . . . . . C G . . . . G . C A .
hap 14 1 0 1 0 0 2 C . . . G . . . . . G . . . . G . C A .
hap 15 2 0 0 0 0 2 . . . . . . . . . C G C . . . G . C A .
hap 16 0 2 1 0 0 3 . . . . . . . . . C G C . . . G G C A G
hap 17 0 0 0 0 3 3 . . . . . C T . . . . . . . . . . . . .
hap 18 0 0 0 1 0 1 . . . . . . . C . . . . . . . . . . . .
All 17 32 83 1 3 136
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Table 2. Haplotypic diversity of different population of Rhodnius robustus based on mitochondrial cytb sequence data, classified by phylogroups, 

communities, land use units and sex (adults). 

Note: Ns, number of sequences, Nh, number of haplotypes, HD, haplotypic diversity (± standard deviation), Pi, Nucleotide diversity (± standard deviation), 

teta, Watterson estimator (± standard deviation), k, average number of nucleotide differences, D, Tajima’s neutrality test.  

Level ID Nb palm Ns Nh ID haplo HD ± sd Pi (π ± sd) teta (θ ± sd) k D

Group 1 41 52 7 1,2,3,4,5,6,7 0.335 ± 0.0068 0.107 ±  0.03 0.353 ± 0.168 0.40 -1.747*

Phylogenic Group  2 26 35 5 8,9,10,11,12 0.541 ± 0.0076 0.177 ± 0.037 0.260 ± 0.146 0.66 -0.794

Group  3 28 44 4 13,14,15,16 0.243 ± 0.0068 0.135±0.052 0.305±0.156 0.50 -1.227

Araipa 10 16 7 1,3*,5,8,13,14,15* 0.817 ± 0.073 0.896 ±0.102 0.808 +/0.373 3.34 0.406

Nova Estrela 13 25 7 1,6*,8,10,11,13,16 0.670 ± 0.095 0.711±0.095 0.639 ±0.286 2.65 0.006

Sao Tome 50 91 12 1,2*,3,4,7*,8,9,10,12*,13,14,16 0.775 ± 0.025 0.705 ± 0.041 0.695 ± 0.254 2.63 -0.162

Pasture 19 37 7 1,4,7,8,10,12*,13 0.755 ± 0.036 0.688 ± 0.047 0.450 ± 0.209 2.57 0.985

Young Fallow 11 13 5 1,8,9,10,13 0.808 ± 0.077 0.646 ± 0.121 0.518 ± 0.276 2.41 0.260

Old Fallow 17 31 8 1,3,6*,8,10,13,15,16 0.800 ± 0.037 0.762 ± 0.078 0.604 ±0.265 2.84 0.424

Palm Forest 6 9 7 1,4,5,7,8,9,13 0.806 ± 0.12 0.789 ± 0.198 0.888 ± 0.456 2.94 -0.510

Fragmented Forest 4 10 5 1,11*,13,14,16 0.800 ± 0.01 1.025 ± 0.138 0.948±0.47 3.82 -0.076

Forest 16 32 9 1,2*,3,5,8,9,13,14,15 0.800 ± 0.045 0.795 ± 0.063 0.799±0.326 2.97 -0.015

All 73 132 16 0.780 ± 0.021 0.748 ± 0.033 0.835 ± 0.274 2.78 -0.427

Communities

Land use 
units
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Table 3. Genetic differentiation between Groups and Communities based on mitochondrial cytb 

sequences data. 

Note: Kxy and Dxy (x100) below diagonal, Kxy: Average number of nucleotide differences between 

populations; Dxy: average number of nucleotide substitution s per site between populations; and Nst 

and Nm inferred from Nst, above diagonal. Nst: average number of pairwise differences using the 

Juke and Cantor correction, Nm: number of migrants estimated from Nst values.  

Significant values of permutation tests on gene-flow between groups are indicated with * (pvalues: 

*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001). 

 

  

  

Group 1 Group 2 Group 3

indices

Group 1 0.665***          
0.25

0.917***     
0.05

Group 2 1.575      
0.422

0.868***            
0.08    

Group 3 5.373      
1.440

4.374      
1.173

Araipa Nova Estrela Sao Tome

-0.022* -0.012*
-23.35 -19.9

Nova Estrela 3.09       
0.675

-0.011             
-45.17

Sao Tome 2.99       
0.655

2.806     
0.613

Kxy          
Dxy

Nst                                                               
Nm

Kxy          
Dxy

Araipa

Level

Phylogenic

Communities
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Table 4. Genetic differentiation between land-use units based on mitochondrial cytb sequences data. 

Note: Kxy and Dxy (x100) below diagonal, Kxy: Average number of nucleotide differences between 

populations; Dxy: average number of nucleotide substitution s per site between populations; and Nst 

and Nm inferred from Nst, above diagonal. Nst: average number of pairwise differences using the 

Juke and Cantor correction, Nm: number of migrantes estimated from Nst values.  

Significant values of permutation tests on geneflow between groups are indicated with * (pvalues: 

*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001). No significant values.  

 

 

 

 

indices

-0.036 -0.007 -0.023 -0.021 -0.022
-7.14 -36.35 -11.05 -12.01 -11.54

0.028 -0.038 0.002 -0.033
8.71 -6.81 109.34 -7.72

0.008 -0.044 0.007
32.28 -5.9 35.72

-0.021 -0.023
-12.03 -11.12

-0.025
-10.26

Nst                                                                                                                                                  
Nm

Land use/land 
cover classes

Kxy                   
Dxy

Pasture 2.71          
0.726

3.09             
0.829

2.77          
0.744

2.64         
0.709

2.43          
0.651

2.91        
0.781

Young Fallow 2.63        
0.706

3.12        
0.837

2.56           
0.687

2.57          
0.689

Palm forest 2.93           
0.787

3.48          
0.932

Old Fallow 2.84        
0.761

3.21           
0.861

Forest Fragmented 
forest Palm forest Old Fallow Young Fallow

Fragmented forest 3.27            
0.878

Forest

Pasture
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Table 5: Statistical test for neutrality, mismatch analysis and the estimate of demographic parameters for phylogroups and communities based on 

mitochondrial cytb sequence data. Indices: D* (Fu, 1997); Fs (Fu & Li, 2003); Rs (Roger & Harpending 1992); τ = estimator of time divergence; Hri 

(Harpending 1994); SSD (Schneider et al. 2000) 

  

ID D* Rs Fs τ (90 CI) Hri (pvalue) SSD (pvalue)
Group 1 -0.559 (ns) 0.043 -5.486(0.00) 0.41(0.19-0.85) 0.203(0.48) 0.00004(0.73)
Group 2 -1.041 (ns) 0.089 -1.576(0.09) 0.76(0.39-01.3) 0.121(0.30) 0.008(0.12)
Group 3 1.179 (ns) 0.055 -0.125(0.44) 2.77(0-5.66) 0.495(0.72) 0.021(0.43)
Araipá 0.064 (ns) 0.158 0.008(0.51) 4.25 (0.45- 16.45) 0.088(0.65) 0.050(0.15)
Nova Estrela 0.418 0.144 0.98(0.70) 3.58 (0.92-8.2) 0.086(0.57) 0.034(0.37)
Sao Tome -0.266(*) 0.083 -1.00 (0.36) 3.228(0.66-9.13) 0.092(0.43) 0.043(0.20)
All -0.243(ns) 0.077 -2.43(0.17) 0.273 (0.50) 0.01(0.43)
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Table 6. Global Heterozygosity and Hardy-Weinberg expectation for the ten microsatellites loci, by groups: haplogroups (phylogenic), communities, land use 

units Indices: N means number of alleles, Ho observed Heterozygosity, He expected Heterozygosity Pval Pvalue of HWE estimation, Fis inbreeding 

coefficient.  

Level N Ho He Pval Fis
Group 1 (n = 53) 5.5 0.557 0.608 0.520 0.084

Phylogenic Group 2 (n = 35) 5.5 0.526 0.586 0.678 0.104
Group 3 (n = 46) 5.6 0.590 0.607 0.762 0.029
Araipa (n = 16) 5 0.657 0.611 0.608 -0.077
Nova Estrela (n = 32) 5.5 0.536 0.606 0.395 0.117
Sao Tome (n = 92) 6.1 0.553 0.604 0.490 0.084
Three comm. (n = 140) 6.3 0.561 0.604 0.565 0.071
Transamazonian (n = 12) 4.8 0.642 0.635 0.937 -0.011
Four comm. (n = 152) 6.9 0.567 0.615 0.515 0.077
Forest (n = 17) 5.2 0.615 0.598 0.684 -0.03
Fragmented Forest (n = 8) 5.5 0.587 0.607 0.843 0.035
Palm Forest (n = 8) 4.8 0.637 0.648 0.912 0.017
Old Fallow  (n = 21) 5.5 0.510 0.609 0.228 0.165
Young Fallow (n = 6) 4.4 0.600 0.621 0.746 0.037
Pasture  (n = 21) 5.3 0.543 0.576 0.683 0.058

All 6.9 0.561 0.604 0.565 0.071

Land 
cover/land use 

classes

Communities
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Table 7. AMOVA, Fixation indices percentage variation explained at each level of analysis, phylogroups, communities, land-use classes, and combination of 

each, based on mitochondrial cytb sequences data and microsatellites loci. 

 

AMOVA Group Fst 
% Among 

group 
% Among pop   
within group 

% Within 
pop pvalue

Groups 0.860 86.72 na 13.28 <0.001***
Communities -0.013 -0.29 na 101.29 0.705
Land-use units -0.008 -0.8 na 100.8 0.579

Groups + Comm. 0.860 86.38 0.27 13.34 <0.001***
Group + Land-use 0.870 85.21 2.46 12.33 <0.001***
Comm + Land-use -0.014 0.42 -1.81 101.4 0.687
Groups 0.004 0.36 na 99.64 0.130
Comm -0.004 -0.4 na 100 0.967
Land-use units 0.020 0.2 na 99.8 0.437

Groups + Comm. 0.054 0.74 -0.68 99.95 0.828
Group + Land-use 0.063 0.22 0.41 99.37 0.440
Comm + Land-use 0.000 -0.47 0.18 100.28 0.850
Patches 0.013 1.33 na 98.67 0.10
Comm + Patches 0.008 -1.06 1.84 99.22 0.11
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Table 8. Microsatellites based linearized Fst and Nm inferred values (below) for pairwise comparisons among groups and communities between the palm 

trees location (pvalues: *P<0.05,**P<0.01,***P<0.001). 

 

Group 1 Group 2 Group 3
Group 1

0.000
inf

0.000 0.013**
1099.755 19.245
Araipa Nova Estrela Sao Tome

-0.012
inf

-0.004 -0.003
inf inf

0.076*** 0.084*** 0.092***
3.06 2.73 2.46

Araipa

Nova Estrela

Sao Tome

Group 2

Group 3

Trans 

Communities

Level

Phylogenic
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Table 9. Microsatellites based linearized Fst values for pairwise comparisons among land-use units between the palm trees location. (pvalues: 

*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001) and Nm inferred from Fst. 

Fst Forest Fragmented Forest Palm tree forest Old fallow Young fallow

0.001
271.09
-0.003 -0.008

inf inf
-0.006 -0.001 0.001

inf inf 366.230
0.006 -0.004 -0.004 0.002
38.80 inf inf 140.800
0.008 0.006 0.003 0.003 0.008

Pasture 32.38 40.21 82.48 74.85 31.01

Forest

Fragmented Forest

Palm tree forest

Old fallow

Young fallow
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Table 10. Microsatellites based linearized Fst values for pairwise comparisons among landuse classes assembled per landscape patches across the three 

communities and Nm inferred from Fst (significant values of Fst are indicated in bold). 

0.022
22.74
-0.013 0.008

inf 66.11
-0.011 0.075 0.026

inf 6.18 18.80
-0.009 0.012 -0.022 0.026

inf 42.26 inf 18.57
0.002 -0.026 0.003 0.042 -0.025

274.68 inf 180.77 11.49 inf
-0.018 -0.032 -0.003 0.057 -0.014 -0.028

inf inf inf 8.20 inf inf
0.000 0.069 -0.030 0.072 -0.009 0.018 -0.011

inf 6.78 inf 6.47 inf 26.76 inf
-0.008 0.035 -0.007 0.025 0.011 0.015 0.009 0.010

inf 13.68 inf 19.72 46.25 32.76 54.44 50.42
0.002 0.022 0.029 0.005 0.029 0.041 0.050 0.050 0.049

240.64 21.85 16.48 99.92 16.86 11.69 9.45 9.57 9.76
-0.004 0.056 0.002 0.010 -0.001 0.043 0.040 0.052 0.011 0.022

inf 8.50 323.67 47.32 inf 11.22 12.02 9.12 43.58 21.76
0.020 0.022 0.011 0.078 0.026 -0.004 0.037 0.044 0.052 0.074 0.040
24.39 22.29 46.30 5.92 18.53 inf 13.07 10.92 9.04 6.23 11.92
0.000 0.025 -0.003 0.043 -0.004 0.021 0.000 -0.030 0.020 0.015 0.011 0.086

4624.00 19.45 inf 11.26 inf 22.96 1944.00 inf 24.07 32.97 43.07 5.29
-0.014 0.038 -0.009 -0.024 -0.003 0.002 0.017 0.035 0.023 0.002 -0.007 0.040 0.024

inf 12.73 inf inf inf 282.00 29.31 13.64 21.61 204.00 inf 12.00 20.64
-0.003 0.060 -0.002 0.018 -0.007 0.028 0.038 0.024 0.025 0.037 0.000 0.032 0.023 -0.036

inf 7.78 inf 28.03 inf 17.35 12.62 20.50 19.45 13.03 1156.71 15.25 21.11 inf
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4. Discussion Générale 

Cette discussion a pour point de départ les résultats généraux du travail replacés dans 

le contexte des connaissances actuelles sur l’évolution des scénari épidémiologiques de la 

Maladie de Chagas en milieu tropical humide face aux perturbations anthropiques. Les 

techniques utilisées sont reprises l’une après l’autre afin de décrire de quelle manière elles 

nous ont permis de répondre aux objectifs spécifiques et finalement quelques questions 

toujours ouvertes sont abordées et des aspects méthodologiques sont proposés pour y 

répondre.  

Impact des perturbations anthropiques  

Les perturbations anthropiques et particulièrement la fragmentation forestière sont 

souvent liées à l’émergence et la ré-émergence de certaines maladies (Foley et al., 2005 ; Patz 

et al., 2004 ; Brownstein et al., 2005). Dans le cadre du projet PLUPH, il s’agissait d’étudier 

l’impact des activités de culture sur un jeune front pionner d’Amazonie, et de comparer les 

différents types d’appropriation du sol entre trois communautés rurales du moyen Tapajós 

ayant des époques d’installation et des stratégies d’occupation de l’espace différentes afin de 

comprendre par quelles mécanismes ces activités de cultures agissent sur le risque 

d’exposition de la transmission de la Maladie de Chagas.  

Par ce travail, des nouvelles données sont fournies sur la structure et le fonctionnement 

du cycle de transmission de la Maladie de Chagas en Amazonie concernant la distribution des 

vecteurs et des trypanosomes, leur variation génétique ainsi que l’identification des hôtes 

potentiels, des vecteurs et des réservoirs des parasites.   

Dans le cas de la maladie de Chagas, la plupart des hypothèses se rejoignent sur le fait 

que les perturbations anthropiques, particulièrement la déforestation résultent en une perte de 

la biodiversité des hôtes réservoirs, et donc une perte de l’effet de dilution (Ostfeld & Keesing, 

2000). L’effet de dilution décrit l’effet tampon qu’une biodiversité élevée peut avoir contre la 

transmission de certaines pathologies zoonotiques par différents mécanismes, soit en: 

réduisant la densité de population d’un important réservoir naturel pour le pathogène, soit en 

réduisant la densité de population de vecteurs pathogènes (par pression de prédation) ou 

encore en réduisant la probabilité de rencontre entre les vecteurs et les réservoirs (Keesing et 

al., 2006 ; Ostfeld, 2009). 
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Lors de la déforestation initiale, les densités des populations de triatomes sont 

diminuées mais certains individus survivent à l’intérieur de la couronne des palmiers, les 

palmiers eux-mêmes pouvant survivre au feu (Voecks & Vinha, 1988 ; Tomlinson, 1979). 

L’ouverture du couvert forestier favorise ainsi la prolifération des palmiers, biotope favorable 

aux insectes et aux mammifères opportunistes et anthropophiles (ex. Didephis marsupialis) 

(Olifiers et al. 2005). A l’intérieur de la couronne des palmiers, les populations résiduelles de 

triatomes augmentent. La forte densité de population peut être à l’origine d’une diminution de 

l’accessibilité à la ressource trophique induisant des vols actifs plus fréquents ce qui 

augmente ainsi le risque de transmission (Schofield et al., 2009 ; Aguilar et al., 2007 ; Abad 

et al., 2005 ; Teixeira et al., 2001). De nombreux auteurs ont mis en évidence une 

augmentation de la densité des populations de triatomes en zones déforestées et rurales 

(Pizarro & Romaña, 1998 ; Gürgel-Goncalvez et al., 2004 ; Abad-Franch et al., 2006, 2010 ; 

Gottdenker et al., 2011).  

Dans la région du Tapajós, la diminution des densités de triatomes et de l’infection 

dans les zones les plus anthropisées (pâturages et jeunes jachères) ainsi que l’absence de 

l’infection chez les insectes à Araipá, reflètent les différences d’âge des peuplements humains 

et la situation d’un front pionnier assez jeune. Ainsi, malgré la petite échelle de la zone 

d’étude (12km), trois situations différentes ont été observées.  En observant les deux 

communautés les plus anciennes (Nova Estrela et SãoTomé), on remarque qu’au fil du temps, 

le cycle de T. cruzi se perpétue et/ou se rétablit. 

A SãoTomé, le cycle de T. cruzi a probablement toujours existé dans l’environnement 

direct car le type d’aménagement du territoire, caractéristique d’une colonisation riveraine, est 

très fragmenté. En effet, malgré une occupation plus ancienne, les zones de forêts fragmentées 

sont proches des maisons, placées en ligne au bord de la rivière. La connectivité entre tous les 

milieux est spatialement préservée par un effet de juxtaposition des différentes parcelles de 

type de paysage.  

A Nova Estrela, le noyau du village est centré au bord de la route, bordée elle-même 

de pâturages. Les activités sont centrées sur l’élevage et la conversion rapide des espaces 

forestiers en pâtures. Les jachères et les fragments de forêts sont repoussés toujours plus loin 

par rapport au centre du village, à l’extrémité des parcelles. Par contre, les palmiers subsistent. 

Ce deuxième type d’aménagement, très mathématique et organisé, se spatialise sous forme 

d’arêtes de poissons sur les images satellites (Arima et al., 2005), ce qui est typique de la 
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colonisation organisée à partir des grands axes routiers en Amazonie. Le cycle de T. cruzi 

existe en zone ouverte (pâturages et jachères). 

A Araipá, qui est la communauté la plus récente des trois, bien que située au bord du 

lac intérieur, le type d’occupation de l’espace ressemble plus au type de Nova Estrela, avec un 

noyau central, le village, et des pâturages encerclant le village. Les jachères et les fragments 

forestiers sont également repoussés au plus loin par rapport centre du village et au bord de la 

route conduisant à Nova Estrela. L’absence de l’infection à T. cruzi chez les insectes à Araipá 

peut s’expliquer par plusieurs raisons: (i) parmi les trois espèces d’Attalea étudiées, seule 

l’espèce A. maripa est observée. Or cette espèce possède une particularité structurale (base 

des pétioles dénudée) et peu d’amoncellement de matière organique qui probablement les 

rendent moins propice à la colonisation d’hôtes vertébrés et à celles des vecteurs du fait d’une 

plus grande vulnérabilité pour les populations résidant à l’intérieur de la couronne, (ii) les 

palmiers observés sont plus jeunes et plus bas que les palmiers rencontrés dans les autres 

communautés (habitats également moins propices à la colonisation d’hôtes et de vecteurs), iii) 

les activités anthropiques sont récentes. On peut supposer que ces perturbations ont affecté les 

populations d’hôtes vertébrés de plus grande taille, réservoirs de T. cruzi et que seules 

quelques colonies d’insectes se maintiennent sur des petits hôtes vertébrés qui ne sont pas 

infectés. Cependant, la présence des vecteurs, et ce dans toutes les unités de paysage, fait 

craindre un rétablissement du cycle de T. cruzi si un ou plusieurs hôtes infectés s’établissent 

dans cette zone.  

Utilisation de la télédetection en épidemiologie 

Les outils d'analyse spatiales tels que les systèmes d’information géographique 

(GIS/SIG), la télédétection et la modélisation des niches écologiques sont de plus en plus 

utilisés pour améliorer la capacité à évaluer les relations entre les facteurs environnementaux, 

l’écologie des vecteurs et la transmission des maladies vectorielles (Kitron, 1998). Ces outils 

ont été utilisés pour définir la distribution de vecteurs de maladies telles que la malaria (revu 

par Machault et al., 2011), les trypanosomiases africaines (Bouyer et al., 2006), la maladie de 

Lyme (Brownstein et al., 2003 ; 2005) et la maladie de Chagas (Costa et al., 2002 ; Gorla et 

al., 2002, 2009 ; Dumonteil & Gourbières, 2004 ; Arboleda et al., 2009 ; Carbajal de la 

Fuente et al., 2009 ; Gurgel-Gonçalves & Cuba, 2009 ; Parra-Henao et al., 2011). 

Généralement ce type d’analyse repose sur la covariance entre la présence et/ou l’abondance 

des insectes avec les variables bioclimatiques géographiques ou paysagères (à petite échelle), 
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via des régressions multiples. Ensuite ne sont retenues que les variables qui expliquent le 

mieux l’abondance des insectes. Ainsi, au Mexique par exemple, l’abondance de Triatoma 

dimidiata est associée positivement aux zones d’agriculture et de pâturages et négativement 

aux zones de forêts et de mangroves (Dumonteil & Gourbières, 2004). Dans le cas de 

Rhodnius pallescens, Arboleda et al., (2009) ont conclu que le déficit de pression de vapeur 

(calculée à partir des données brutes d’un senseur météorologique (Hay, 2000)) est la variable 

principale qui explique la distribution du vecteur en Colombie. 

Cependant, la grande majorité de ces prédictions sont basées sur des paramètres 

environnementaux et climatiques et ne prennent pas en compte l’écotope spécifique de 

l’espèce considérée, lequel lui fournit les conditions microclimatiques idéales, malgré les 

modifications de l’environnement. Ceci est particulièrement important dans le cas des espèces 

de Rhodnius où la répartition des espèces doit être mise en relation avec la distribution des 

palmiers. Gurgel-Gonçalves & Cuba en 2009 ont utilisé les techniques de modélisation de le 

niche écologique afin de prédire la distribution de R. neglectus au Brésil. Les auteurs ont aussi 

comparé la distribution de l’insecte avec la distribution de quatre espèces de palmiers et de 

deux espèces d’oiseaux, R. neglectus présentant un comportement fortement ornithophile. Ils 

ont ainsi démontré que la distribution de l’espèce coïncidait avec celle de deux espèces de 

palmiers (Acrocomia aculeata et Syagus olearacea) ainsi qu’avec celles des oiseaux 

(Furnariidae).  

Ainsi, l’hypothèse que le palmier est un indicateur paysager de la distribution des 

espèces de Rhodnius est validée. L’approche développée dans ce travail considère les 

palmiers comme objets intégrateurs c’est-à-dire qu’ils sont à la fois des indicateurs paysagers 

de la perturbation anthropique et de la présence potentielle des vecteurs sylvatiques (Romaña 

et al., 1999) et de leurs hôtes vertébrés. L’approche focalisée sur le palmier se base sur le fait 

que les insectes et les parasites ont été retrouvés dans toutes les unités de paysage et sa 

validité est ensuite confirmée par les résultats obtenus en génétique des populations qui 

démontrent que les populations d’insectes ne sont pas structurées par le paysage. La 

cartographie du risque environnemental développée dans le premier article fait apparaître une 

distribution homogène des classes de présence probable des palmiers dans l’environnement, 

sans illustrer toutefois les niveaux de complexités observés dans les différentes communautés. 

C’est pourquoi il est possible de parler de risque environnemental et non pas de risque 

épidémiologique car malgré la quantité de données obtenues sur le système, quelques 

informations manquent pour la prédiction des estimations de densité de vecteurs, de leur 
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infection ainsi que du risque de transmission dans les différentes unités de paysage, 

localement et globalement.  

En effet, les données concernant les densités réelles des palmiers dans les différentes 

unités de paysage n’ont pas été étudiées. Cette information nécessite un nombre important 

d’observations et de mesures sur le terrain. De plus, l’obtention de ces données est dépendante 

des différents propriétaires des lots qui n’ont pas tous le même comportement face aux 

palmiers, ni même face aux différentes espèces de palmiers. Par exemple, de par la structure 

de son stipe, A. maripa est plus facilement abattu que A. phalerata. Certains auteurs ont 

essayé de cartographier directement le palmier mais les approches développées nécessitent en 

plus des images satellites, des photographies aériennes et de la vidéo digitale (Thalès, 2001 ; 

Espírito Santo & Shimabukuro, 2005). De plus des difficultés à reconnaître le palmier en zone 

de jachères mixtes persistent en raison de l’association du palmier avec d’autres espèces 

végétales (da Silva et al., 2009). Il a donc été utilisé la cartographie des unités de 

paysage/utilisation du sol, pour parvenir à cartographier la probabilité de présence de palmiers 

en hautes et moyennes densités. 

Dispersion de Rhodnius robustus en mileu fragmenté  

Ensuite, l’estimation de la dispersion des insectes vecteurs est capitale dans la 

prédiction du risque de contact, ainsi que dans l’élaboration de méthodes de luttes anti-

vectorielles appropriées. La génétique des populations apporte des informations sur les flux 

géniques qui nous renseignent sur les dynamiques de dispersion (Whitlock & McCauley, 

1999). 

Généralement la fragmentation du milieu a un impact négatif sur la plupart des 

espèces sylvatiques (Brown & Brown, 1992). Cependant, il apparaît clairement, dans ce 

travail, que dans le cas des espèces de Rhodnius, les palmiers assurent aux insectes une 

connectivité fonctionnelle leur permettant de s’affranchir de la fragmentation forestière. Les 

données de génétique de populations utilisant les marqueurs microsatellites révèlent l’absence 

de restriction de flux géniques entre les différentes unités du paysage et entre les 

communautés. Ainsi, la dynamique des populations d’insectes suit celle des palmiers, là où 

les palmiers subsistent et prolifèrent, les populations d’insectes persistent et s’établissent. Les 

effets de "bottleneck" (goulet d’étranglement) observés à l’aide du marqueur mitochondrial 

(cytochrome b) dans les pâturages et les jeunes jachères confirment que les effectifs de 

Rhodnius sont dans un premier temps diminués, mais qu’ils se rétablissent.  
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Relation insectes – hôtes  

Le palmier représente également l’interface de contact entre les triatomes et les hôtes. 

Cependant les prédictions de l’effet de la fragmentation sur les différentes espèces d’hôtes de 

T. cruzi demeurent pour le moment difficile en Amazonie car peu d’études ciblées sur les 

hôtes de T. cruzi y sont menées et des hétérogénéités micro-régionales existent et peuvent 

subsister. L’absence de foyers d’infection par T. cruzi à Araipá est très probablement liée à la 

diminution des hôtes potentiels, dérangés par les perturbations récentes et les activités 

intenses de brûlis. Ainsi, l’impact de la fragmentation sur les populations d’hôtes réservoirs 

reste un point clef pour la prédiction de l’évolution des scenarii épidémiologiques. Nos 

observations quant à la distribution des hôtes sont ici sous-estimées car uniquement 25,74 % 

de repas sanguins ont été identifiés et nous pouvons uniquement formuler des hypothèses 

basées sur la comparaison avec d’autres régions et en intégrant des informations éparses quant 

à la situation réelle en Amazonie (Teixeira et al., 2001 ; Coura et al., 2002 ; Maia da Silva et 

al., 2008 ; Aguilar et al., 2007 ; Fe et al., 2009 ; Valente et al., 2009). De manière générale, la 

transformation de la forêt primitive en aire de pâturage résulte en la prolifération d’habitats 

favorables pour de nombreuses espèces généralistes (Olifiers et al., 2005) et diminue la 

pression de prédation exercée par de plus grands mammifères carnivores (Lyra-Jorge et al., 

2010).  

Dans la partie Est de l’Amazonie brésilienne, considérée comme représentative de 

l'occupation humaine récente et typique de la colonisation future de la zone restante si les 

pratiques actuelles persistent, Alouatta belzebul a disparu de certains sites (Ayres, 1978 ; 

Lopes & Ferrari, 2000) et les singes plus petits, Cebus spp ont totalement disparu (Lopes & 

Ferrari, 2000).  

Cependant, la réduction de densité des hôtes sauvages peut aussi conduire les 

triatomes à se nourrir sur les animaux domestiques, bétail, poules, cochons, chiens. Des repas 

sanguins pris sur Bos Taurus (Vache) et Canis familiaris (Chien) ont été détectés par 

amplification du gène 12S de vertebré chez des individus de Rhodnius pallescens prélevés à 

l’intérieur des palmiers Attalea butyracea au Panama (Gottdenker, 2009). Valente et al. 1998 

ont constaté une forte association entre les porcs domestiques (Scus scrofa) et une autre 

espèce d’insecte vecteur répandue en Amazonie, Panstrongylus geniculatus dans la région du 

delta de l’Amazone (Marajo). En Amazonie, les porcs sont cependant souvent élevés assez 
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loin des maisons à l’ombre des fragments forestiers, et la séroprévalence à T. cruzi peut 

atteindre 72.4 % et jusque à 41.7 % chez les chiens (Roque et al. 2008).  

Les résultats ont aussi indiqué que la probabilité d’infection des insectes par T. cruzi, 

augmente avec la diversité des hôtes, lorsque plus de deux mammifères sont détectés sur un 

même palmier. Cependant la permanence d’un nombre réduit d’espèces adaptées à 

l’anthroposystème, ainsi que la contamination des animaux domestiques suffisent au maintien 

du cycle en zone péridomestique (Pineda et al., 2011).  

En Argentine, dans le grand Chaco (forêt subtropicale sèche), la situation inverse est 

observée, avec une diminution de l’infection par T. cruzi chez les hôtes réservoirs (opossums 

et mouffettes des Andes) du fait de campagnes d’insecticides qui ont maintenu les populations 

de Triatoma infestans domestiques et péridomestiques en basse densité et de la déforestation 

massive autour des villages qui a conduit à la réduction de la population d’opossums en 

faveurs d’hôtes moins compétents pour la maintenance du cycle de T. cruzi (Ceballos et al., 

2006). L’effet de dilution dépend donc des espèces d’hôtes impliquées dans chaque foyer de 

transmission de T. cruzi et l’impact des perturbations anthropiques doit être évalué sur 

chacune d’elles. 

Rhodnius dans l’habitat humain ?  

La dispersion favorise les insectes à entrer en contact avec les humains mais 

également avec les structures péridomiciliaires (poulaillers, porcheries) ou domiciliaires et de 

ce fait, augmente la possibilité de domiciliation. 

La domiciliation est considérée comme une tendance généralisée au sein des 

triatominés (Schofield et al., 1999) et à l’exception de l’espèce Rhodnius prolixus qui est 

principalement domiciliée, de nombreuses espèces de Rhodnius pourtant inféodées aux 

palmiers démontrent une tendance à envahir les domiciles. Une femelle fécondée atteignant 

un domicile peut y pondre des œufs, la colonisation qui peut en découler dépend alors de : (i) 

la présence d’un substrat idéal pour la ponte, (ii) de conditions microclimatiques adéquates 

pour la maturation de l’œuf puis de l’éclosion et (iii) enfin d’alimentation adéquate pour le 

développement de la nymphe (Abad-Franch et al., 2010).  

En Equateur R. ecuadoriensis démontre de fortes aptitudes à coloniser l’habitat 

humain (Grijalva et al., 2005), tout comme R. pallescens au Panama (Calzada et al. 2006, 

Pineda et al., 2008). Au sein du groupe « prolixus/robustus », R. nasutus, qui naturellement 
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colonise les palmiers Carnauba (Copernicia prunifera) au Brésil, a été également capturé en 

milieu domestique et péridomestique (Sarquis et al., 2006, 2011 ; Dias et al., 2011) et R. 

neglectus est capable de se reproduire à l’intérieur des maisons (de Oliveira & Silva, 2007 ; 

Gurgel Goncalves et al., 2008) ainsi que R. stali en Bolivie (Matias et al., 2003).  

R. pictipes et R. robustus sont retrouvés tous les deux à l’intérieur des domiciles à 

Manaus (Amazonas) ainsi que dans les palmiers avoisinants (Miles et al., 1983 ; Coura et al. 

2002, Fe et al. 2009) mais ces deux espèces n’ont jamais démontré de capacité à former des 

colonies à l’intérieur des domiciles (Abad-Franch et al., 2009). R. pictipes est l’espèce la plus 

décrite en association avec des micro-épidémies locales en Amazonie (Miles et al., 1983 ; 

Cabrera et al., 2010). R. robustus et R. pictipes sont fréquemment trouvés en sympatrie, 

comme c’est le cas dans cette étude. Cependant R. pictipes avait un nombre réduit d’individus. 

Il est cependant probable que R. pictipes soit plutôt associé à une autre espèce de palmiers 

Acrocomia sclerocarpa (Mucajá) (Miles et al., 1983 ; Gaunt & Miles, 2000) qui n’a pas été 

pris en compte dans cette étude.  

En Amazonie, nous sommes confrontés à des vecteurs sylvatiques qui ne peuvent pas 

être contrôlés par des campagnes traditionnelles d’insecticides, et de plus les pratiques de 

déforestation favorisent la prolifération et le maintien de leur écotope principal (Briceño Leon 

et al., 2008 ; Romana et al., 2007). Des tentatives de lutte préventive ont été réalisées en 

Colombie et au Venezuela contre les invasions de R. robustus et de R. prolixus sylvatiques où 

des moustiquaires, des rideaux et des écrans imprégnés de pyréthroïdes provoquent 100% de 

mortalité chez les insectes invasifs (Kroeger et al., 2003). 

En forêt atlantique, Leite et al. (2011) ont tenté d’observer si la dégradation de 

l’environnement stimulait ou non la domiciliation des triatomes. Comme dans notre étude, ces 

auteurs ont trouvé des densités de triatomes plus élevées dans les milieux moins dégradés, et 

suggèrent que ces plus grandes densités d’insectes favorisent les indices de dispersion et 

d’invasions potentielles de domiciles. Cette situation correspond à ce que nous avons observé 

à SãoTomé, cependant le seul insecte à l’intérieur d’un domicile qui a été détecté par un 

habitant, a été trouvé à Nova Estrela dans une habitation située à 210m de palmiers infestés 

d’insectes.  

D’un point de vue génétique, les flux géniques continus entre les différents paysages 

peuvent s’avérer positifs dans le maintien du cycle enzootique préférentiellement dans le 

milieu naturel, seulement les habitations se trouvent dans la répartition naturelles des insectes, 
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au sein du paysage entre les différents palmiers. La proximité de palmiers autour des maisons 

ainsi que les sources lumineuses peuvent favoriser l’invasion des insectes à l’intérieur des 

maisons (Barghini et al., 2011 ; Roux et al., 2011). Dans les trois communautés, l’électricité 

est fournie par des génératrices individuelles ou communautaires. Généralement l’électricité 

est fournie quotidiennement entre 18h et 21h et les propriétaires qui possèdent une génératrice 

individuelle l’utilisent pour regarder la télévision tard le soir, ceci pouvant favoriser 

l’attraction des triatomes.  

 Nous avons observé que les palmiers assuraient aux vecteurs et au système 

épidémiologique une connectivité globale, et la structure génétique des populations de 

Rhodnius n’est pas affectée par la fragmentation du paysage dans les trois communautés à 

l’exception de Nova Estrela où l’on observe un effet de l’ouverture de la forêt sur les 

populations. 

L’analyse de parenté en cours (itérations de COLONY, n=5'000 000) pourra nous 

donner des indications plus fines quant à la dispersion des individus palmier par palmier. 

Conclusion  

 En 2011, les institutions de surveillance de la déforestation, l’INPE (Instituto Nacional 

de Pesquisas Espaciais, Institut National de Recherche spatiale) et IMAZON (Instituto do 

Homem e Meio Ambiente da Amazônia, Institut de l’Homme et de l’Environnement en 

Amazonie) ont enregistré une augmentation de la déforestation, notamment dans l’état du 

Pará, par rapport à l’année 2010. Cette année 2010 était une année record pour le plus bas 

taux de déforestation enregistré depuis le début des suivis annuels mis en place dans les 

années 1980. Depuis 2004, le renforcement des lois sur le " code forestier " (Loi 4771/ 65) qui 

oblige les propriétaires terriens à maintenir 80% de leurs terres comme réserve forestière, a 

provoqué une diminution des taux annuels de déforestation. L’augmentation observée en 2011 

fait suite à la révision de cette loi (Tollefson, 2011) et les experts prévoient la légalisation de 

la déforestation de 220 000 km2 de forêt. Le paysage amazonien est donc en perpétuel 

mouvement ; les hétérogénéités et la complexité des foyers de transmissions de la maladie de 

Chagas au sein du biome amazonien, les conditions de vie des petits agriculteurs et les 

scenarii locaux doivent être replacés dans le cadre plus global de l’évolution politique et 

agricole de l’Amazonie.  
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Le travail ici présenté démontre que la dynamique invasive des palmiers Attalea assure 

aux vecteurs et à certains reservoirs vertébrés de T. cruzi une connectivité fonctionnelle lors 

de la fragmentation de la forêt amazonienne et il en résulte, avec le temps, une forte situation 

d’exposition pour les populations locales. L’observation à la fois d’un gradient écologique et 

temporel a permis d’évaluer qu’au fil du temps, malgré les perturbations anthropiques, le 

cycle de T. cruzi se rétablit. Ainsi une surveillance à plus long terme ciblée sur les populations 

de vecteurs et d’hôtes au travers de divers gradients d’anthropisation est nécessaire, cette 

étude représentant un point de départ pour la compréhension des processus d’émergence de 

l’aléa et du risque de contact entre les vecteurs et les populations humaines. 

Certaines questions concernant la caractérisation plus fine du risque d’exposition 

restent à être résolues, notamment la dispersion à petite échelle des individus (de palmier à 

palmier), ainsi que l’influence spatiale de l’arrangement des fragments forestiers sur les 

risques d’invasion des domiciles.  

Malgré le nombre de pays et de régions concernés par la présence de populations de 

triatominés sylvatiques associés aux palmiers, aucune approche de lutte intégrée n’a été 

développée contre la prolifération des palmiers, les systèmes de santé locaux étant pour 

l’instant focalisés uniquement sur les déclarations obligatoires d’apparition de cas aigus.  

Il devient donc urgent de proposer des solutions concrètes d’aménagement du 

territoire afin de limiter le risque d’exposition pour les populations rurales d’Amazonie.  
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