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Resumo

Eventos de hibridacdo entre espécies de Triatoma foram observados em condi¢Ges naturais e de
laboratério. A capacidade de produzir hibridos pode influenciar diferentes aspectos das espécies
parentais, podendo, inclusive, resultar em eventos de introgressdo, especiacdo e extingdo. Entre as
barreiras reprodutivas que resultam na quebra do hibrido, a esterilidade hibrida pode ser decorrente tanto
de gametas inviaveis (por erros de pareamento cromossdmico), como do fendmeno da disgenesia gonadal
(DG). Até o momento, nenhum hibrido de triatomineos analisado apresentou DG. No entanto, a anélise de
gbnadas masculinas de hibridos resultantes de cruzamentos entre T. longipennis e T. mopan, demonstrou
que oss testiculos estavam atrofiados. Assim, descrevemos, pela primeira vez, o evento de DG em
hibridos de triatomineos e destacamos suas implicacdes taxondmicas e evolutivas. Hibridos foram obtidos
apenas para cruzamentos entre @ T. mopan X T. longipennis &. Além disso, intercruzamentos e
retrocruzamentos ndo resultaram em descendentes. Curiosamente, as fémeas hibridas ndo puseram ovos.
Analises morfologicas das gbnadas masculinas dos hibridos confirmaram que o fenbmeno que resultou na
esterilidade do hibrido foi DG bilateral. Andlises citogenéticas dos testiculos desses hibridos também
confirmaram a DG, uma vez que ndo foram observadas células germinativas. No caso dos hibridos
fémeas, a auséncia de oviposicdo ¢ um fator que confirma que os ovarios também estdo atrofiados. Com
base no exposto, caracterizamos, pela primeira vez, a DG em triatomineos e demonstramos que a
gametogénese ndo ocorre em gbnadas atrofiadas. A caracterizacdo de DG em hibridos resultantes do
cruzamento de @ T. mopan x T. longipennis & destaca a importancia de avaliar tanto a morfologia,
guanto a citogenética das gdnadas para confirmar qual evento resultou na esterilidade do hibrido: DG

(que ndo produz gametas) ou erros meidticos (que resultam em gametas inviaveis).

Palavras chave: Cruzamentos experimentais. Barreiras pré-zigoticas. Esterilidade do hibrido.



Abstract

Hybridization events between species of Triatoma were observed under natural and laboratory conditions.
The ability to produce hybrids can influence different aspects of the parent species, and may even result
in introgression, speciation and extinction events. Among the reproductive barriers that result in the
breakdown of the hybrid, hybrid sterility may be due both to unviable gametes (due to chromosomal
pairing errors) and to the phenomenon of gonadal dysgenesis (GD). So far, none of the triatomine hybrids
analyzed showed GD. However, the analysis of male gonads from hybrids resulting from crosses between
T. longipennis and T. mopan, demonstrated that the testes were atrophied. Thus, we describe, for the first
time, the event of GD in triatomine hybrids and highlight its taxonomic and evolutionary implications.
Hybrids were obtained only for crosses between @ T. mopan x T. longipennis &. Furthermore,
intercrosses and backcrosses did not result in offspring. Interestingly, the hybrid females did not lay eggs.
Morphological analyzes of the male gonads of the hybrids confirmed that the phenomenon that resulted in
the sterility of the hybrid was bilateral GD. Cytogenetic analyzes of the testes of these hybrids also
confirmed GD, since no germ cells were observed. In the case of female hybrids, the absence of
oviposition is a factor that confirms that the ovaries are also atrophied. Based on the above, we
characterized, for the first time, GD in triatomines and demonstrated that gametogenesis does not occur in
atrophied gonads. The characterization of GD in hybrids resulting from the crossing of ¢ T. mopan x T.
longipennis & highlights the importance of evaluating both the morphology and the cytogenetics of the
gonads to confirm which event resulted in the sterility of the hybrid: DG (which does not produce

gametes) or meiotic errors (which result in non-viable gametes).

Keywords: Experimental crosses. Prezygotic barriers. Hybrid sterility.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) é uma doenca negligenciada causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) (CHAGAS, 1909; WHO,
2022). Embora seja encontrada, principalmente, em &reas endémicas de 21 paises continentais da
América Latina, estima-se que seis a sete milhdes de pessoas estejam infectadas com o parasito em
todo o mundo e que 75 milhdes de pessoas vivam em risco de infecgédo (WHO, 2022).

Existem diferentes formas de infeccdo pelo T. cruzi, a saber, por via oral (consumo de carne
de animal silvestre contaminado com o T. cruzi crua ou mal cozida e aleitamento realizado por
mées portadoras da doenca de Chagas), oral-vetorial (consumo de alimentos processados com as
fezes/triatomineos infectados com o T. cruzi), por meio de transfusdo de sangue/derivados, pela
transmissdo de mae para filho (congénita), pelo transplante de 6rgdos de pacientes contaminados e
por acidentes de laboratério (WHO, 2022). No entanto, a transmissao vetorial, a partir de fezes e/ou
urina de triatomineos contaminada com o T. cruzi, é considerada como a principal via de infec¢cdo
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2022).

A DC tem cura quando o tratamento com os antitripanosomatideos benznidazol ou nifurtimox
é iniciado logo ap6s a infeccéo (fase aguda) (WHO, 2022). No entanto, essa fase é assintomatica ou
apresenta sintomas inespecificos, o que dificulta o diagndstico precoce da DC (WHO, 2022). Na
fase cronica, até 30% das pessoas infectadas desenvolvem alteracbes cardiacas e até 10%
desenvolvem alteracOes digestivas e/ou neurologicas que podem requerer tratamento especifico
(WHO, 2022). Nesses pacientes, o tratamento antiparasitario auxilia no controle da progresséo da
doenca, além de previnir a transmisséo de forma congénita (WHO, 2022).

Entre as diversas estratégias necessarias para mitigar a DC, o controle de vetores é
considerado pela OMS como um dos métodos-chave para prevenir novos casos da doenga na
América Latina (WHO, 2022). Os triatomineos sao insetos hematdfagos e grande parte das espécies

tem o habito de defecar/urinar durante ou ap0s o repasto sanguineo [liberando o parasito proximo
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ao orificio da picada, caso estejam infectados] (WHO, 2022). As espécies de maior importancia
epidemioldgica vivem em ambientes domiciliares, associadas a rachaduras de paredes ou telhados
de casas, ou vivem associadas ao peridomicilio de areas rurais ou suburbanas, habitando diferentes
locais/construcdes, como galinheiros, currais e armazéns (WHO, 2022). De forma geral, esses
vetores se escondem durante o dia e se tornam ativos a noite, quando saem em busca de alimento
(WHO, 2022).

Atualmente, existem 158 espécies de triatomineos, agupadas em 18 géneros e cinco tribos
(ALEVI et al., 2021; GIL-SANTANA et al., 2022; OLIVEIRA CORREIA et al., 2022; TELLEZ-
RENDON et al., 2023). Triatoma Laporte, 1832, Rhodnius Stél, 1859 e Panstrongylus Berg, 1879
s80 0S géneros que agrupam o maior numero de espécies com importancia epidemioldgica (JUSTI
et al., 2014). Triatoma € o género mais diversificado em nimero de espécies (ALEVI et al., 2021).
Por ser um género parafilético, agrupamentos monofiléticos (complexos e subcomplexos) foram
propostos para auxiliar no entendimento da relacdo evolutiva desses vetores (JUSTI et al., 2014,

2016; PITA et al., 2016) (Tabela 1).

Tabela 1. Complexos e subcomplexos propostos para a tribo Triatomini.

Complexos Subcomplexos

Triatoma phyllosoma Triatoma phyllosoma
Triatoma dimidiata
Nesotriatoma flavida
Triatoma rubrovaria
Triatoma protracta
Paratriatoma lecticularia
Triatoma dispar
Triatoma infestans Triatoma brasiliensis
Triatoma infestans
Triatoma maculata
Triatoma pseudomaculata
Triatoma rubrovaria
Triatoma sordida
Triatoma vitticeps
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O complexo T. phyllosoma € um grupo monofilético composto por diversas espécies que
fazem parte dos subcomplexos T. phyllosoma e T. dimidiata (JUSTI et al., 2014, 2016; REIS et al.,
2023) (Figura 1). Esse grupo foi alvo de diversas mudancas taxondmicas e nomenclaturais (LENT e
WYGODZINSKY, 1979; CARCAVALLO et al., 2000; HYPSA et al., 2012; CESARETTO et al.,
2021, 2022). Estudos de cruzamentos experimentais demonstram que diversas espécies desse

complexo sdo capazes de cruzar e produzir hibridos (CESARETTO et al., 2021, 2022) (Table 2).

—E T. mazzottii

1 T. phyllosoma
1 - T. longipennis
0.93 T. recurva

1 & T T. bassolsae
0.98 L T. picturata

— 0.5 T. pallidipennis
T. huehuetenanguensis
1 T. mexicana
—10.44 IO‘% T. mopan
T. gerstaeckeri

1 0.6 i T. hegneri
L T dimidiata

T. sanguisuga
T. rubrofasciata

Figura 1. Espécies que compdem o subcomplexo T. phyllosoma. Retangulo vermelho: espécies do
complexo T. phyllosoma; retangulo azul: espécies do complexo T. dimidiata. Grupo externo: T.

rubrofasciata. Adaptado de Reis et al. (2023).

Existem diversas barreiras reprodutivas que impedem a formacéo e/ou resultam na quebra do
hibrido em condig¢des naturais, entre elas, barreiras pré-zigoticas e pos-zigoticas (MAYR, 1963,
1970). Em Triatominae, barreiras ecoldgicas (DELGADO et al., 2021) e mecanicas (USINGER et
al., 1966) ja foram observadas. Além disso, os fendmenos de inviabilidade (MARTINEZ-IBARRA
etal., 2011; ALEVI et al., 2020; RAVAZI et al., 2021), esterilidade (PEREZ et al., 2005; RAVAZI
et al., 2021) e desmoronamento (MENDONCA et al., 2014; ALEVI et al., 2018) do hibrido
também foram notificados em condi¢Ges de laboratorio. Entre as espécies do complexo T.

phyllosoma, barreiras pré-zigéticas [possivelmente incompatibilidade mecénica] e pds-zigoticas
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[esterilidade e desmonoramento do hibrido] ja foram observadas (CESARETTO et al., 2021, 2022).
Além disso, ja foi sugerido que isolamento ecoldgico esteja presente em condi¢cdes naturais

(MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2021).

Tabela 2. Cruzamentos interespecificos realizados no complexo T. phyllosoma e as possiveis

barreiras reprodutivas detectadas em condicdo de laboratorio. Adaptado de Cesaretto et al. (2022).

. . Barreiras Barreiras
Cruzamentos experimentais A e -
pré-zigdticas  pos-zigoticas
Q T. mazzottii x & T. longipennis Ausente Presente
4 T. mazzottii x @ T. longipennis Ausente Presente
Q@ T. mazzottii x 4 T. picturata Ausente Presente
4 T. mazzottii x @ T. picturata Ausente Presente
Q@ T. mazzottii x & T. pallidipennis Ausente Presente
4 T. mazzottii x @ T. pallidipennis Ausente Presente
@ T. mazzottii x & T. bassolsae Ausente Presente
Q T. phyllosoma x & T. pallidipennis Ausente Presente
Q T. pallidipennis x & T. phyllosoma Ausente Presente
Q T. phyllosoma x & T. bassolsae Ausente Presente
Q T. bassolsae x & T. phyllosoma Ausente Presente
Q@ T. mopan x & T. longipennis Ausente Presente
¢ T. longipennis x & T. picturata Ausente Ausente
d T. longipennis x ¢ T. picturata Ausente Ausente
Q T. phyllosoma x &' T. longipennis Ausente Ausente
Q T. longipennis x &' T. phyllosoma Ausente Ausente
Q T. phyllosoma x &' T. picturata Ausente Ausente
Q T. picturata x & T. phyllosoma Ausente Ausente
¢ T. phyllosoma x &' T. mazzottii Ausente Ausente
Q@ T. mazzottii x 3 T. phyllosoma Ausente Ausente
Q T. bassolsae x & T. pallidipennis Ausente Ausente
@ T. pallidipennis x & T. bassolsae Ausente Ausente
Q T. bassolsae x & T. longipennis Ausente Ausente
Q T. longipennis x & T. bassolsae Ausente Ausente
Q T. bassolsae x &' T. picturata Ausente Ausente
Q@ T. picturata x & T. bassolsae Ausente Ausente
¢ T. longipennis x & T. pallidipennis Ausente Ausente
¢ T. pallidipennis x & T. longipennis Ausente Ausente
¢ T. pallidipennis x & T. picturata Ausente Ausente

¢ T. picturata x & T. pallidipennis Ausente Ausente
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Cesaretto et al. (2021) realizaram cruzamentos entre T. mopan e T. longipennis e, a partir da
eclosdo de hibridos em uma das dire¢des, confirmaram a proposta de reorganizacdo genérica do
género Meccus para Triatoma [proposta por Justi et al. (2014) a partir de dados filogenéticos]. Ao
analisarmos as gonadas masculinas desses hibridos, observamos atrofia dos testiculos (sinalizando
para o possivel fendmeno de esterilidade do hibrido por disgenesia gonadal). Esse fenémeno, nunca
antes relatado nos triatomineos, pode resultar na atrofia de uma ou ambas as gonadas dos hibridos

(podendo ser uni ou bilateral) [ALMEIDA; CARARETO, 2022].
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4. CONCLUSOES GERAIS

Com base no exposto, confirmamos a presenca de barreira reprodutiva pos-zigotica por
disgenesia gonadal em hibridos resultantes do cruzamento entre T. mopan x T. longipennis —
confirmando, assim, o status especifico dos parentais, pelo conceito bioldgico de espécie. Além
disso, demonstramos que durante o fendbmeno de disgenesia gonadal, as gbnadas estdo totalmente

atrofiadas e nao realizam gametogénese.
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