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Resumo

A doenca de Chagas (DC) é uma enfermidade causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e
transmitida, principalmente, pelas fezes/urina dos triatomineos infectados pelo T. cruzi. Os casos mais
recentes de DC no Brasil ocorreram por infeccdo oral, a partir do consumo acidental de alimentos
contaminados pelo T. cruzi (alimentos in natura que foram triturados/processados junto com
triatomineos infectados), acarretando, por exemplo, na notificacdo de 27 contaminados em
Pernambuco (PE) e 18 contaminados e dois mortos no Rio Grande do Norte (RN). Até o momento, 13
espécies de triatomineos foram notificadas em PE e nove no RN. A correta identificacdo desses vetores
auxilia diretamente nas atividades dos programas de controle, permitindo que as espécies de
importancia primaria sejam priorizadas durante as vigilancias epidemioldgicas. Embora as chaves
dicotdbmicas baseadas em dados morfoldgicos sejam de extrema importancia para a taxonomia desses
vetores, eventos de plasticidade fenotipica e especiacdo criptica resultaram na proposta de chaves
alternativas, baseadas em dados citogenéticos. Com base no exposto, desenvolvemos chaves
dicotdbmicas para auxiliar na identificacdo das espécies de triatomineos dos estados de PE e RN, a
partir de dados citogenéticos. Todas as espécies puderam ser diferenciadas pelas caracteristicas
citogenéticas, ressaltando a importancia das chaves taxondmicas desenvolvidas para a correta
identificacdo dos triatomineos do PE e RN, com destaque para as espécies que apresentam
semelhancas morfologicas (como Triatoma brasilensis e T. petrocchiae) e espécies que ja foram
identificadas de forma errada (T. pseudomaculata ja foi identificada como T. maculata em ambos os
estados). Essas chaves alternativas poderdo auxiliar a comunidade cientifica e, principalmente, os
sanitaristas, evitando gque novos equivocos ocorram na identificacdo dos vetores presentes nesses

estados que se destacaram pelos surtos de DC por infecgéo oral.

Palavras-chave: Triatominae; taxonomia; CytoKey; chave dicotdmica



Abstract

Chagas disease (CD) is a disease caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and transmitted mainly
by the feces/urine of triatomines infected with T. cruzi. The most recent cases of CD in Brazil occurred
due to oral infection, from the accidental consumption of food contaminated by T. cruzi (in natura
foods that were crushed/processed together with infected triatomines), resulting, for example, in the
notification of 27 contaminated in Pernambuco (PE) and 18 infected and two dead in Rio Grande do
Norte (RN). So far, 13 species of triatomines have been notified in PE and nine in RN. The correct
identification of these vectors directly helps in the activities of the control programs, allowing the
species of primary importance to be prioritized during epidemiological surveillance. Although
dichotomous keys based on morphological data are extremely important for the taxonomy of these
vectors, events of phenotypic plasticity and cryptic speciation resulted in the proposal of alternative
keys, based on cytogenetic data. Based on the above, we developed dichotomous keys to help identify
triatomine species from the states of PE and RN, based on cytogenetic data. All species could be
differentiated by cytogenetic characteristics, emphasizing the importance of the taxonomic keys
developed for the correct identification of triatomines from PE and RN, with emphasis on species that
present morphological similarities (such as Triatoma brasilensis and T. petrocchiae) and species that
already were misidentified (T. pseudomaculata has been identified as T. maculata in both states).
These alternative keys will be able to help the scientific community and, mainly, sanitarians,
preventing new mistakes from occurring in the identification of vectors present in these states that

stand out for CD outbreaks due to oral infection.

Keywords: Triatominae; taxonomy; CytoKey; dichotomous key
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1.  INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) é uma enfermidade causada pelo protozoério Trypanosoma
cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), que atinge cerca de oito milhdes de
pessoas em todo o mundo (WHO, 2021), ocasionando, aproximadamente, 10 mil mortes por
ano (WHO, 2021). De forma geral, a DC é caracterizada por atingir popula¢cdes com maior
vulnerabilidade social, que vivem em condi¢des de saneamento basico inadequado e,
principalmente, que vivem em contato muito préximo com os triatomineos (insetos
hematofagos capazes de se infectar e transmitir o T. cruzi) (FUENTES-VICENTE et al.,
2018).

Embora existam diferentes formas de contaminacdo [como via oral, transfusdo
sanguinea, transplante de 6rgédos e congénita (COURA, 2015; WHO, 2021)], a vetorial, pelas
fezes/urina dos triatomineos infectados pelo T. cruzi, € considerada como a principal forma de
transmissdo da DC nas Américas (WHO, 2021). Atualmente, existem 157 espécies descritas
na subfamilia Triatominae (sendo 154 espécies vivas e trés espécies fosseis), agrupadas em 18
géneros e cinco tribos (ALEVI et al.,, 2021; GIL-SANTANA et al., 2022; OLIVEIRA
CORREIA et al.,, 2022). Apesar de existirem espécies com maior ou menor grau de
importancia na transmissdo da DC, todos os triatomineos, de ambos os sexos e em qualquer
fase do desenvolvimento apds a eclosdo (N1, N2, N3, N4, N5 e adultos), sdo considerados
como potenciais vetores dessa doenca negligenciada.

Os casos mais recentes de DC no Brasil ocorreram por infecgdo oral, a partir do
consumo acidental de alimentos contaminados com T. cruzi (COURA, 2015). Esses surtos
ocorreram porque triatomineos infectados foram triturados/processados junto com alimentos
consumidos in natura (como caldo de cana e acai) (SHIKANAI-YASUDA et al., 1991). No
periodo entre 1968 a 2000, 50% dos casos agudos da DC na regido Amazénica, por exemplo,

foram atribuidos a transmissdo oral (BENCHIMOL-BARBOSA, 2006) e, entre 2000 e 2010,
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a taxa chegou a 70% (SHIKANAI-YASUDA e CARVALHO, 2012). Além disso, casos de
infeccdo oral foram registrados recentemente no nordeste brasileiro: em Pernambuco (PE),
por exemplo, 27 pessoas foram notificadas com DC apds comparecerem a0 mesmo evento
religioso (SAMPAIO et al., 2020); ja no Rio Grande do Norte (RN), 18 casos de
contaminacdo e duas mortes ocorreram ap0s consumo de alimento contaminado com o
parasito (VARGAS et al., 2018).

Até o momento, 13 espécies foram notificadas em PE [Panstrongylus geniculatus
(Latreille, 1811), P. lutzi Neiva & Pinto, 1926, P. megistus Burmeister, 1835, Psammolestes
tertius Lent & Jurberg, 1965, Rhodnius nasutus Stal, 1859, R. neglectus Lent, 1954, Triatoma
brasiliensis Neiva, 1911, T. melanocephala Neiva & Pinto, 1923, T. petrocchiae Pinto &
Barreto, 1925, T. pseudomaculata Corréa & Spinola, 1964, T. rubrofasciata (De Geer,
1773), T. sordida (Stal, 1859) e T. tibiamaculata (Pinto, 1926)] e nove espécies foram
notificadas no RN [P. lutzi, P. megistus, P. tertius, R. nasutus, T. brasiliensis, T.
melanocephala, T. petrocchiae, T. pseudomaculata e T. rubrofasciata] (GALVAO, 2014;
SILVA et al., 2016; da SILVA et al., 2018). A correta identificacdo desses insetos auxilia
diretamente nas atividades dos programas de controle de vetores, permitindo que as espécies
de importancia primaria sejam priorizadas durante as vigilancias epidemioldgicas
(CARCAVALLDO etal., 2000).

Até o0 ano de 2019, as principais chaves de classificacdo se fundamentavam em chaves
dicotdmicas baseadas em dados morfoldgicos (LENT e WYGODZYNSKY, 1979; GALVAO,
2014). Com base em eventos que inviabilizam a utilizacdo de caracteres fenotipicos (como
plasticidade fenotipica e especiagdo criptica), chaves dicotdmicas alternativas foram
propostas: Borsatto et al. (2019a,b) desenvolveram chaves de identificacdo para triatomineos
dos estados de Alagoas, Amapa, Ceara, Roraima, Santa Catarina e S&8o Paulo, a partir de

dados citogenéticos (como nimero de cromossomos, padrées cromossémicos de bandamento
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C e CMAG/DAPI e distribuicdo do DNAr nos cromossomos).

Recentemente, Oliveira et al. (2021) notificaram, pela primeira vez, T. infestans (Klug,
1834) no estado do Espirito Santo e desenvolveram uma chave atualizada para os triatomineos
notificados no estado a partir de dados citogenéticos. Além disso, Britz et al. (2021)
realizaram um estudo entomoepidemioldgico de T. sordida no Paraguai e apresentaram uma

chave baseada em dados citogenéticos para todas as espécies de triatomineos do pais.

2. OBJETIVOS
Com base no exposto, desenvolvemos chaves dicotdbmicas para auxiliar na
identificacdo das espécies de triatomineos dos estados de PE e RN, a partir de dados

citogenéticos.

3. RESULTADOS (apresentados na forma de artigo cientifico e capitulo de livro)
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Abstract: Chagas disease (CD) affects about eight million people worldwide. Brazil has the highest
number of estimated cases and the largest number of deaths due to CD. Considering the recent
outbreaks of oral CD involving at least 27 cases of acute CD in Pernambuco (PE) as well as 18 cases
and 2 deaths in the Rio Grande do Norte (RN), we developed dichotomous keys for the identifica-
tion of triatomine species in these Brazilian states based on cytogenetic data. All triatomine species
could be distinguished by cytogenetic characteristics, emphasizing the importance of the newly
developed taxonomic keys for the correct identification of triatomes from PE and RN, particularly
for species that exhibit morphological similarities, such as Triatoma brasilensis and T. petrocchiae
(present in both states) and T. maculata and T. pseudomaculata (as T. pseudomaculata has been misi-
dentified as T. maculata in PE and RN). These alternative keys are expected to provide a useful tool
for the scientific community and, above all, health agents, aimed at preventing mistakes from
occurring in the identification of the vectors present in PE and RN related to CD outbreaks caused
by oral infection.

Keywords: triatominae; taxonomy; cytokey

1. Introduction

Chagas disease (CD) (also referred to as American trypanosomiasis) is a neglected
disease caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida,
Trypanosomatidae) that affects about eight million people worldwide (although an es-
timated 70 million people are at risk of infection), resulting in approximately 10,000
deaths per year [1-3]. This disease is found mainly in endemic areas of 21 continental
Latin American countries (where it kills more people each year than any other para-
site-borne disease, including malaria [3,4]), although increasing cases have been reported
in Canada and the United States of America, as well as in many European and some
African, Eastern Mediterranean, and Western Pacific countries [1-3].

Trop. Med. Infect. Dis. 2023, 8, x. https://doi.org/10.3390/xxxxx
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Brazil has the highest number of estimated cases and the largest number of deaths
due to CD (7903 in 1990 and 6523 in 2019) [5]. CD can be transmitted by congenital
transmission (transplacental), blood transfusions, organ transplantation, accidental la-
boratory exposure by triatomine vectors (Hemiptera: Triatominae), orally through
breastfeeding, by the consumption of raw or undercooked meat from wild animals con-
taminated with T. cruzi, and by consumption of food that is contaminated with fe-
ces/urine from triatomines infected with the protozoan (such as juices and fruit pulp
consumed in natura) [2]; the latter form of transmission is currently recognized as the
main source of infection (especially in the Brazilian Amazon) [6,7]. However, it is worth
mentioning that cases of oral transmission do not rule out the importance of triatomines,
as food is often is contaminated with T. cruzi from the intestines of insects [1].

The Triatominae subfamily comprises 157 species; all 154 living species are consid-
ered to be potential CD vectors [8-10]. More than 60 species are present in Brazil, in-
cluding species belonging to the genera Alberprosenia Martinez & Carcavallo, 1977;
Belminus Stal, 1859; Microtriatoma Prosen & Martinez, 1952; Parabelminus Lent, 1943; Cav-
ernicola Barber, 1937; Psammolestes Bergroth, 1911; Rhodnius Stal, 1859; Eratyrus Stal, 1859;
Panstrongylus Bergroth, 1879; and Triatoma Laporte, 1832, more than half of which are
endemic [11]. The northeast region includes about 30 species belonging to the genera
Cavernicola Barber, 1937; Eratyrus, Panstrongylus, Parabelminus, Psammolestes, Rhodnius,
and Triatoma [12].

In the states of Pernambuco (PE) and Rio Grande do Norte (RN), where outbreaks of
oral CD have occurred [13,14], 13 species [Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811); P.
lutzi Neiva & Pinto, 1926; P. megistus Burmeister, 1835; P. tibiamaculatus (Pinto, 1926);
Psammolestes tertius Lent & Jurberg, 1965; Rhodnius nasutus Stal, 1859; R. neglectus Lent,
1954; Triatoma brasiliensis Neiva, 1911; T. melanocephala Neiva & Pinto, 1923; T. petrocchiae
Pinto & Barreto, 1925; T. pseudomaculata Corréa & Spinola, 1964; T. rubrofasciata (De Geer,
1773) and T. sordida (Stal, 1859)] and 9 species [P. lutzi, P. megistus, P. tertius, R. nasutus, T.
brasiliensis, T. melanocephala, T. petrocchiae, T. pseudomaculata and T. rubrofasciata] have
been reported to date, respectively [15-17].

The correct identification of these insects contributes directly to vector control pro-
grams, allowing the prioritization of species of primary importance during epidemio-
logical surveillance [18]. Until 2019, classification was mainly based on dichotomous keys
based on morphological data [15,19]. However, in some cases, phenotypic characters are
not informative (such as phenotypic plasticity and cryptic speciation [20]), and alterna-
tive dichotomous keys using cytogenetic data (CytoKey) have been proposed [21-24].

In Brazil, several outbreaks of acute CD have been reported in which groups of in-
dividuals gathered in the same place, ingested the same food, and became sick almost
simultaneously, with fever and general manifestations of a systemic infection [25]. These
outbreaks occurred because triatomines infected with T. cruzi or the feces of these in-
fected vectors were processed together with food consumed in natura [26,27]. At the end
of the 20th century, 50% of acute CD cases recorded in the Amazon region, for example,
were attributed to oral transmission [28]; at the beginning of the 21st century, this rate
reached 70% [27].

In the Brazilian Northeast, research on CD outbreaks is not prioritized compared
with other areas of Brazil, even though outbreak events are serious [7]. Outbreaks caused
by oral contamination have already been registered in Paraiba (by sugarcane juice inges-
tion) [26], Bahia (possibly associated with fatal cases) [29], Ceara (possibly due to the
consumption of contaminated vegetable soup) [30], Pernambuco (PE) (due to the con-
sumption of contaminated food or beverages at a religious event) [14], and RN (where 2
deaths occurred after the consumption of contaminated food) [13].

Considering the recent outbreaks caused by oral infection resulting in at least 27
cases of acute CD in PE [14] and 18 cases and 2 deaths in the RN [13], we developed di-
chotomous keys to assist in the identification of triatomine species from the states of PE
and RN based on cytogenetic data.
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2. Materials and Methods

Cytogenetic data reported in the literature —including the chromosome number (as
determined by lacto-acetic orcein staining), constitutive heterochromatin pattern (de-
termined by C-banding), and 455 rDNA localization (probe analyzed with fluorescent in
situ hybridization-FISH)—for triatomines present in PE and RN were revisited [31-34].
An identification key was developed based on Borsatto et al. [21,22].

3. Results and Discussion

Based on the cytogenetic characteristics of triatomines, we present dichotomous
keys (CytoKeys) for the states of PE (Table 1) and RN (Table 2). All triatomine species
could be distinguished by cytogenetic characteristics (Tables 1 and 2).

Table 1. Dichotomous key for species from Pernambuco, based on cytogenetic data.

Identification Key (CytoKey)

1. Karyotype with 2n =21 chromosomes (18A + X1XzY)

2. Karyotype with 2n = 23 chromosomes (20A + X1X2 Y)

3a. Prophase without heterochromatin blocks dispersed inside the nucleus
3b. Prophase with heterochromatic blocks dispersed inside the nucleus

4. Karyotype with 2n = 25 chromosomes (22A + X1X2Y)

5. Karyotype with 2n = 24 chromosomes (20A + X1X2 X3Y)

6a. 455 rDNA probe located in one autosomal pair

6b. 455 rDNA probe located in one X sex chromosome

7. Karyotype with 2n =22 chromosomes (20A + XY)

8a. Prophase without heterochromatin blocks dispersed inside the nucleus
8b. Prophase with heterochromatic blocks dispersed inside the nucleus
9a. Chromocenter formed by a single heterochromatic corpuscle

9b. Chromocenter formed by three heterochromatic corpuscles

10a. Chromocenter formed by XY sex chromosomes

10b. Chromocenter formed by XY sex chromosomes and autosomes

11a. 455 rDNA probe located in one X sex chromosome

11b. 455 rDNA probe located in one autosomal pair

12a. Chromocenter formed by XY sex chromosomes and attached bivalent
12b. Chromocenter formed by XY sex chromosomes and several bivalents
13a. Heterochromatin in 3—4 pairs of autosomes

13b. Heterochromatin in all autosomes

Panstrongylus megistus
3

Panstrongylus geniculatus
Panstrongylus tibiamaculatus
Triatoma rubrofasciata

6

Panstrongylus lutzi
Triatoma melanocephala
8

9

10

Psammolestes tertius
Rhodnius neglectus
Rhodnius nasutus

11

12

13

Triatoma petrocchiae
Triatoma sordida
Triatoma pseudomaculata
Triatoma brasiliensis

Species of the genus Panstrongylus could be easily differentiated by the number of
chromosomes (Tables 1 and 2). Panstrongylus geniculatus and P. tibiamaculatus, which have
the same number of chromosomes, could be distinguished by the constitutive hetero-
chromatin pattern (Table 1). Species in the tribe Rhodniini could be distinguished by the
heterochromatic pattern and by the composition of the chromocenter in prophase cells
(Tables 1 and 2). Finally, to differentiate among Triatoma spp., several cytogenetic char-
acters were needed: the number of chromosomes, 455 rDNA localization, and properties
of constitutive heterochromatin in chromosomes and prophase cells (Tables 1 and 2).
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Table 2. Dichotomous key for species from Rio Grande do Norte, based on cytogenetic data.

Identification Key (CytoKey)

1. Karyotype with 2n =21 chromosomes (18A + X1XzY)

2. Karyotype with 2n = 25 chromosomes (22A + X1X2Y)

3. Karyotype with 2n = 24 chromosomes (20A + X1X2 X3Y)

4a. 455 rDNA probe located in one autosomal pair

4b. 455 rDNA probe located in one X sex chromosome

5. Karyotype with 2n = 22 chromosomes (20A + XY)

6a. Prophase without heterochromatin blocks dispersed inside the nucleus
6b. Prophase with heterochromatic blocks dispersed inside the nucleus
7a. 455 rDNA probe located in one autosomal pair

7b. 455 rDNA probe located in one X sex chromosome

8a. Heterochromatin in 3—4 pairs of autosomes

8b. Heterochromatin in all autosomes

9a. Chromocenter formed by XY sex chromosomes

9b. Chromocenter formed by XY sex chromosomes more autosomes

Panstrongylus megistus
Triatoma rubrofasciata
4

Panstrongylus lutzi
Triatoma melanocephala
6

Psammolestes tertius

7

8

9

Triatoma pseudomaculata
Triatoma brasiliensis
Rhodnius nasutus
Triatoma petrocchiae

Triatoma brasiliensis Neiva, 1911 and T. petrocchiae (Pinto & Barreto, 1925) belong to
the T. brasiliensis subcomplex [35,36] reported in both states (Tables 1 and 2). Triatoma
brasiliensis is the most important vector of CD in semi-arid Brazil (frequently colonizing
domiciles), and T. petrocchiae has not been associated with major outbreaks to date, as it is
rarely found in habitats related to the peridomicile or intradomicile [37]. These species
live in sympatry on rocky outcrops (where infection with T. cruzi has been reported) [37].
They exhibit morphological similarities [19,38] and can be distinguished by the following
characters: i. presence of light stains on the femurs of T. petrocchiae [38]; ii. absence of a
spongy pit in the tibiae of T. petrocchiae males; iii. presence of a practically glabrous ros-
trum and shorter first antennal segment in T. petrocchiae; and iv. membrane of hemelytra
with a dark cloudy spot across the vein separating the two cells in T. petrocchiae [19].
These subtle differences can result in taxonomic errors in entomoepidemiological sur-
veys, emphasizing the importance of the taxonomic keys for correct species identifica-

tion.

Cytogenetic studies have provided insight into reproductive [39-41], physiological
[42,43], evolutionary [44-46], systematic [34,47], and taxonomic [33,36,48] aspects of Tri-
atominae. Cytotaxonomy was initially developed in 1950, when Schreiber and Pellegrino
[49] described some karyotypes of species from South America. Since then, Ueshima [50]
characterized new karyotypes and, in addition to chromosome number, used meiosis
and the heteropyknotic pattern to differentiate 20 species of triatomines. More recently,
the constitutive heterochromatin pattern [32,51,52] and the distribution of 455 rDNA
probes [33,34,47] have been used to differentiate CD vectors.

The first identification keys for triatomines based on cytogenetic data were pro-
posed by Borsatto et al. [21,22], who developed keys for species from the states of Ala-
goas, Amapa, Ceard, Roraima, Santa Catarina, and Sao Paulo (differentiating species
from the genera Panstrongylus, Psammolestes, Rhodnius, and Triatoma). Recently, Oliveira
et al. [24] reported, for the first time, T. infestans (Klug, 1834) in the state of Espirito Santo
and developed a key based on cytogenetic data for all species reported in the state (dif-
ferentiating species from genera Panstrongylus, Cavernicola, Rhodnius and Triatoma). Fur-
thermore, Gonzalez-Britz et al. [23] performed an entomoepidemiological study of T.
sordida (Stél, 1859) in Paraguay and presented a key based on cytogenetic data for all tri-
atomines present in this Latin American country (differentiating species from the genera

Panstrongylus, Psammolestes and Triatoma).
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Triatoma brasiliensis and T. pseudomaculata Corréa & Espinola, 1964 are the most
abundant species in the states of PE and RN, where they are naturally infected by T. cruzi
in anthropic areas [53,54]. Due to the morphological similarities between T. pseudomacu-
lata and T. maculata (Erichson, 1848), until 1964 these taxa were considered the same spe-
cies [55]. Lucena et al. [56] studied triatomines in Northeastern Brazil and reported the
presence of T. maculata in PE and RN. However, the distribution of T. maculata in Brazil is
restricted to Roraima [12,15], that is, its report in both states represents an error in the
identification of T. pseudomaculata specimens. Although T. maculata is not included in the
key (since it does not contribute to vector diversity in the RN), it can be easily differenti-
ated by cytogenetic characteristics (1. maculata: 455 rDNA probe located in XY sex
chromosomes; T. pseudomaculata: 455 rDNA probe located in one autosomal pair [47]).

4. Conclusions

We developed two dichotomous keys to assist in the correct identification of tria-
tomines present in PE and RN, based on cytogenetic data. These alternative keys have
practical implications for the scientific community and health agents, providing a basis
for the prevention of errors in the identification of key vectors contributing to CD out-
breaks caused by oral infection in these states.
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RESUMO

Os triatomineos sao insetos hematofagos de grande importancia para a saude publica, pois
sao considerados como a principal forma de transmissédo do agente etiolégico da doenca de
Chagas (DC). A Organizagao Mundial de Saude destaca que o controle de vetores é a
principal medida para diminuir a incidéncia da DC. Com base nisso, fica evidente a
importancia de se conhecer mais sobre os triatomineos, abordando questdes biologicas,
ecoldgicas, comportamentais, genéticas, bem como sistematicas e taxonémicas. Por 225
anos (1773-1998), a descrigao de espécies de vetores da DC foi realizada apenas com dados
morfolégicos e/ou morfométricos, o que levou ao desenvolvimento de diversas chaves
dicotdmicas, a partir desses caracteres. Apenas em 2019, chaves alternativas foram
propostas, como, por exemplo, as chaves com dados citogenéticos. Considerando que a
classificagdo taxondmica correta desses vetores €& imprescindivel para os estudos
entomoepidemiolégicos e, principalmente, que existem fatores, como espécies
fenotipicamente similares ou, até mesmo, idénticas (espécies cripticas), que dificultavam a
diferenciacao de alguns taxons apenas pela morfologia, apresentamos um capitulo que
discute, a partir de dados da literatura, questdes relacionadas com o desenvolvimento de
chaves dicotdmicas a partir de dados citogenéticos e, principalmente, realiza uma
compilacao de todas as chaves presentes na literatura.

Palavras-chave: Triatominae, Taxonomia, Citotaxonomia e Novas abordagens.

ABSTRACT

Triatomines are hematophagous insects of great importance to public health, as they are
considered the main form of transmission of the etiological agent of Chagas disease (CD).
The World Health Organization highlights that vector control is the main measure to reduce
the incidence of CD. Based on this, the importance of knowing more about triatomines is
evident, covering biological, ecological, behavioral, genetic, as well as systematic and
taxonomic issues. For 225 years (1773-1998), the description of CD vector species was

Atualidades em Medicina Tropical na América do Sul: Vetores




performed only with morphological and/or morphometric data, which led to the development
of several dichotomous keys from these characters. Only in 2019, alternative keys were
proposed, such as keys with cytogenetic data. Considering that the correct taxonomic
classification of these vectors is essential for entomoepidemiological studies and, mainly, that
there are factors, such as phenotypically similar or even identical species (cryptic species),
which made it difficult to differentiate some taxa just by morphology, we present a chapter
that discusses, from literature data, issues related to the development of dichotomous keys
from cytogenetic data and, mainly, performs a compilation of all keys present in the literature.
Keywords: Triatominae, Taxonomy, Citotaxonomy and New approaches.

1. INTRODUGCAO

Os triatomineos (Hemiptera, Triatominae) sdo insetos hematofagos de grande
importancia para a saude publica, pois sdo considerados como a principal forma de
transmissdao do protozoario Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida,
Trypanosomatidae), o agente etioldgico da doencga de Chagas (DC) — doenga negligenciada
que atinge cerca de oito milhdes de pessoas em todo o mundo e resulta em mais de 10 mil
mortes por ano (CHAGAS, 1909; WHO 2021).

Esses vetores tem o habito de defecar/urinar durante (espécies de maior importancia
epidemioldgica) ou apds (espécies de menor importancia vetorial) o repasto sanguineo e,
caso estejam infectados com o T. cruzi, liberam o parasito nas fezes/urina (WHO, 2021).
Uma vez que o parasito entra na corrente sanguinea, inicia-se o periodo de incubacgéo e, em
seguida, a fase aguda da doenca (geralmente assintomatica) (WHO, 2021). Decorrido esse
periodo, inicia-se a fase crbnica [que pode ser assintomatica ou ocasionar disturbios
cardiacos e/ou gastrointestinais (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) destaca que o controle de vetores é a
principal medida para diminuir a incidéncia da DC (WHO, 2021). Com base nisso, fica
evidente a importancia de se conhecer mais sobre os triatomineos, abordando questdes
biolégicas (CATALA; NOIREAU; DUJARDIN, 2017), ecoldgicas (GALVAQ; JUSTI, 2015),
comportamentais (LAZZARI; LORENZO, 2009), genéticas (GOURBIERE et al., 2012), bem
como sistematicas e taxondmicas (GALVAO, 2020).

A taxonomia de Triatominae foi iniciada em 1773, com a descricdo de Triatoma
rubrofasciata (De Geer, 1773) (como Cimex rubro-fasciatus) (DE GEER, 1773). Por 225 anos
(1773-1998), a descrigcdo de espécies de vetores da DC foi realizada apenas com dados
morfoldgicos e/ou morfométricos (FRIAS; HENRY; GONZALEZ, 1998). Com base nisso,
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diversos pesquisadores desenvolveram chaves dicotdbmicas para a correta identificagédo
desses insetos, a partir desses caracteres (LENT; WYGODZINSKY, 1979; GALVAO, 2014).
Apenas em 2019, chaves alternativas foram propostas, como, por exemplo, as chaves com
dados citogenéticos (BORSATTO et al., 2019; BORSATTO; AZEREDO-OLIVEIRA; ALEVI,
2019).

Considerando que a classificagao taxondmica correta desses vetores € imprescindivel
para os estudos entomoepidemioldgicos (uma vez que permite que os programas de controle
de vetores diferenciem as espécies de importancia primaria e secundaria para a transmissao
da DC) (BORSATTO et al., 2019), apresentamos um capitulo que discute, a partir de dados
da literatura, questdes relacionadas com o desenvolvimento de chaves dicotébmicas a partir
de dados citogenéticos e, principalmente, realiza uma compilagdo de todas as chaves

presentes na literatura.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. CHAVES DICOTOMICAS A PARTIR DE DADOS CITOGENETICOS

As primeiras chaves dicotémicas desenvolvidas a partir de dados citogenéticos foram
idealizadas por Borsatto, Azeredo-Oliveira e Alevi (2019). Para a proposta das chaves
alternativas, os autores ressaltaram que, embora a taxonomia dos triatomineos fosse
embasada principalmente em caracteres morfolégicos, existiam fatores, como espécies
fenotipicamente similares ou, até mesmo, idénticas (espécies cripticas), que dificultavam a
diferenciacdo de alguns taxons apenas pela morfologia (GALVAO, 2014). Com base no
exposto, Borsatto, Azeredo-Oliveira e Alevi (2019) propuseram cinco chaves de identificagao
para cinco estados brasileiros, a saber, Alagoas, Amapa, Ceara, Roraima e Santa Catarina.

Para o desenvolvimento das chaves, Borsatto, Azeredo-Oliveira e Alevi (2019)
utilizaram diferentes caracteres citogenéticos, como cariétipo, padrdo de heterocromatina
constitutivas e localizagdo de sondas de DNAr 45S. Diante das divergéncias cromossOmicas
observadas entre as espécies notificadas em cada um dos cinco estados do Brasil, foi
possivel desenvolver uma chave para cada estado. Esses caracteres estabelecidos
mostram-se de grande importancia taxonémica, pois, em geral, sdo espécie-especificos
(PANZERA et al., 2010; PITA et al., 2016). No entanto, vale ressaltar que s6 é possivel
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desenvolver/utilizar esse tipo de chave se estudos citogenéticos forem/tiverem sido
realizados [e, até 0 momento, existem mais de 50 espécies de triatomineos que nao foram
estudadas citogeneticamente (PANZERA et al., 2021).

Combinando os caracteres citogenéticos estabelecidos acima com o comportamento
meiotico dos cromossomos dos triatomineos, Borsatto et al. (2019) desenvolveram uma
chave para os vetores da DC notificados no estado de Sdo Paulo e, mais recentemente,
Oliveira, Rosa e Alevi (2021) desenvolveram uma chave para os triatomineos do Espirito
Santo. Borsatto, Azeredo-Oliveira e Alevi (2019) discutem que essas chaves alternativas séo
importantes porque a correta classificacdo dos triatomineos auxilia no direcionamento das
atividades dos programas de controle de vetores do Brasil e enfatizam a necessidade de
ampliar os estudos citogenéticos na subfamilia Triatominae para que chaves possam ser
desenvolvidas para todos os estados brasileiros.

Recentemente, Gonzalez-Britez et al. (2021) desenvolveram uma chave para os
triatomineos notificados no Paraguai, a partir de dados citogenéticos. Para o
desenvolvimento da chave, os autores combinaram os caracteres citogenéticos ja utilizados
nas chaves dos estados brasileiros (BORSATTO et al.,, 2019; BORSATTO; AZEREDO-
OLIVEIRA; ALEVI, 2019; OLIVEIRA; ROSA; ALEVI, 2021) com a distribuigdo da riqueza de
AT e CG nos cromossomos das espécies (que pode ser observada pela técnica de
bandamento CMAs/DAPI). Diferente do Brasil que, atualmente, apresenta 66 espécies de
triatomineos notificadas (COSTA et al., 2021), o Paraguai apresenta apenas 10 espécies
(sendo nove ja estudadas citogeneticamente) (GONZALEZ-BRITEZ et al., 2021). Diante
disso, fica evidente a importancia das chaves alternativas e, principalmente, a possibilidade
de desenvolvé-las para diversos paises da América Latina, desde que se conhegam as

caracteristicas citogenéticas dos triatomineos.

2.2. COMPILACAO DAS CHAVES DICOTOMICAS DESENVOLVIDAS A PARTIR DE
DADOS CITOGENETICOS

2.2.1. Chaves dicotomicas desenvolvidas por Borsatto, Azeredo-Oliveira e Alevi (2019)
2.2.1.1. Alagoas, Brasil

1. Cariétipo com 2n = 21 cromossomos (18A + X1X2Y) P. megistus

2. Caridtipo com 2n = 23 cromossomos (20A + X1X2Y) T. tibiamaculata
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3. Cariotipo com 2n = 24 cromossomos (20A + X1X2X3Y)
4. Cariétipo com 2n = 25 cromossomos (22A + X1X2Y)

5. Caridtipo com 2n = 22 cromossomos (20A + XY)

6a. Profase sem blocos de heterocromatina dispersos no nucleo
6b. Préfase com blocos de heterocromatina dispersos no nucleo

7a. Heterocromatina em 3-4 pares de autossomos

7b. Heterocromatina em todos os autossomos

2.2.1.2. Amapa, Brasil

1. Caridtipo com 2n = 23 cromossomos (20A + X1X2Y)
2. Caridétipo com 2n = 22 cromossomos (20A + XY)
3a. Sonda de DNAr 45S localizada no cromossomo X

3b. Sonda de DNAr 45S localizada nos cromossomos X e Y

2.2.1.3. Ceara, Brasil

1. Caridtipo com 2n = 21 cromossomos (18A + X1X2Y)

2. Cariétipo com 2n = 23 cromossomos (20A + X1X2Y)

3. Caridtipo com 2n = 24 cromossomos (20A + X1X2X3Y)

4. Cariétipo com 2n = 22 cromossomos (20A + XY)

5a. Profase sem blocos de heterocromatina dispersos no nucleo
5b. Préfase com blocos de heterocromatina dispersos no nucleo
6a. Sonda de DNAr 45S localizada no cromossomo sexual X
6b. Sonda de DNAr 45S localizada em autossomos

7a. Heterocromatina em 3-4 pares de autossomos

7b. Heterocromatina em todos os autossomos

2.2.1.4. Roraima, Brasil

1. Cariétipo com 2n = 23 cromossomos (20A + X1X2Y)
2. Cariétipo com 2n = 22 cromossomos (20A + XY)

3a. Préfase com blocos de heterocromatina dispersos no nucleo

P. lutzi

T. rubrofasciata

6

P. tertius

7

T. pseudomaculata

T. brasiliensis

P. geniculatus
3
R. robustus

R. pictipes

P. megistus

P. geniculatus

P. lutzi

5

P. tertius

6

R. nasutus

7

T. pseudomaculata

T. brasiliensis

P. geniculatus
3

T. maculata
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3b. Profase sem blocos de heterocromatina dispersos no nucleo 4
4a. Sonda de DNAr 45S localizada no cromossomo X R. robustus

4b. Sonda de DNAr 45S localizada nos cromossomos X e Y R. pictipes

2.2.1.5. Santa Catarina, Brasil

1. Cariétipo com 2n = 21 cromossomos (18A + X1X2Y) P. megistus
2. Cariotipo com 2n = 23 cromossomos (20A + X1X2Y) T. tibiamaculata
3. Caridtipo com 2n = 22 cromossomos (20A + XY) 4

4a. Profase sem blocos de heterocromatina dispersos no nucleo R. domesticus

4b. Profase com blocos de heterocromatina dispersos no nucleo T. sordida

2.2.2. Chave dicotomica desenvolvida por Borsatto et al. (2019)

2.2.2.1. Sao Paulo, Brasil

1. Cariotipo com 2n = 21 cromossomos (18A + X1X2Y) P. megistus
2. Caridtipo com 2n = 25 cromossomos (22A + X1X2Y) T. rubrofasciata
3. Caridtipo com 2n = 23 cromossomos (20A + X1X2Y) 4

4a. Profase com blocos de heterocromatina dispersos no nucleo T. tibiamaculata
4b. Préfase sem blocos de heterocromatina dispersos no nucleo P. geniculatus
5. Cariétipo com 2n = 22 cromossomos (20A + XY) 6

6a. Profase com blocos de heterocromatina dispersos no nucleo 7

6b. Profase sem blocos de heterocromatina dispersos no nucleo 8

7a. Heterocromatina em 3-4 pares de autossomos T. infestans

7b. Heterocromatina em todos os autossomos T. sordida

8a. Cromocentro formado por trés corpusculos heterocromaticos 9

8b. Cromocentro formado por apenas um corpusculo 10

9a. Auséncia de heterocromatina em todos os autossomos R. neglectus
9b. Presenca de heterocromatina em alguns autossomos R. domesticus
10a. Sonda de DNAr 45S localizada nos autossomos T. wygodzinskyi

10b. Sonda de DNAr 45S localizada nos cromossomos X e Y P. tertius
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2.2.3. Chave dicotomica desenvolvida por Oliveira, Rosa e Alevi (2021)

2.2.3.1. Espirito Santo, Brasil

1. Cariotipo com 2n = 21 cromossomos (18A + X1X2Y) P. megistus

2. Cariétipo com 2n = 22 cromossomos (20A + XY) 3

3a. Profase sem blocos de heterocromatina dispersos no nucleo C. pilosa

3b. Préfase com blocos de heterocromatina dispersos no nucleo 4

4a. Heterocromatina em 3-4 grandes pares de autossomos T. infestans

4b. Presencga de heterocromatina em alguns autossomos R. domesticus
5. Cariétipo com 2n = 23 cromossomos (20A + X1X2Y) 6

6a. Préfase sem blocos de heterocromatina dispersos no nucleo P. geniculatus
6b. Profase com blocos de heterocromatina dispersos no nucleo T. tibiamaculata
7. Cariétipo com 2n = 24 cromossomos (20A + X1X2X3Y) T. vitticeps

2.2.4. Chave dicotémica desenvolvida por Gonzalez-Britez et al. (2021)

2.2.4.1. Paraguai

1. Cariotipo com 2n = 21 cromossomos (18A + X1X2Y) P. megistus
2. Caridtipo com 2n = 22 cromossomos (20A + XY) 3
3a. Proéfase sem blocos de heterocromatina dispersos no nucleo 4
3b. Profase com blocos de heterocromatina dispersos no nucleo 6
4a. Sonda de DNAr 45S localizada nos cromossomos X e Y P. coreodes
4b. Sonda de DNAr 45S localizada em um par de autossomos 5

5a. Um par de autossomos com bloco CMA3 em uma extremidade  T. guazu

5b. Sem blocos CMA3 nos autossomos T. guasayana
6a. Heterocromatina em 3-4 grandes pares de autossomos 7

6b. Presenca de heterocromatina em alguns autossomos 8

7a. Cromossomo sexual X com heterocromatina T. infestans
7b. Cromossomo sexual X sem heterocromatina T. platensis
8a. Sonda de DNAr 45S localizada no cromossomo X T. sordida
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8b. Sonda de DNAr 45S em um grande par de autossomos e no X T. delpontei

9. Caridtipo com 2n = 23 cromossomos (20A + X1X2Y) P. geniculatus

3. CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos dados apresentados, fica evidente a importancia das chaves com dados
citogenéticos como alternativa para a correta identificacdo dos vetores da DC. Além disso,
ressalta-se a importancia de novos estudos citogenéticos nos triatomineos para que novas
chaves possam ser desenvolvidas para os outros estados brasileiros e, sobretudo, para os

outros paises da América Latina.
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4.  CONCLUSAO

Com base nas chaves dicotdmicas desenvolvidas com dados citogenéticos, todas as
espécies de triatomineos notificadas nos estado de PE e RN puderam ser diferenciadas. O
desenvolvimento de chaves alternativas mostra-se de grande importancia para a
comunidade cientifica e, principalmente, os sanitaristas que atuam no controle de vetores
desses estados, auxiliando-os na correta identificacdo de espécies que apresentam
semelhancas morfoldgicas (como Triatoma brasilensis e T. petrocchiae) e, principalmente,
de espécies que ja foram identificadas de forma errada (como T. pseudomaculata que ja foi

identificada como T. maculata em ambos os estados).
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