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Lista de abreviaturas

ES — Espirito Santo

RJ — Rio de Janeiro

MG — Minas Gerais

BA — Bahia

T.— Triatoma

F1 — Primeira geracdo hibrida
F2 — Segunda geracéo hibrida
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P — Cruzamentos experimentais entre os parentais nas duas dire¢oes



Resumo

Anélises da distancia genética de genes mitocondriais 16S, Cyt b e COI de Triatoma
vitticeps provenientes de Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro (RJ) e Espirito Santo (ES)
revelaram alta distdncia intraespecifica, o que acarretou na hipGtese de que,
possivelmente, T. vitticeps possa ser um complexo de espécies (ou subespécies)
cripticas. A realizagdo de cruzamentos experimentais pode auxiliar em diferentes
aspectos, como no entendimento da taxonomia, sistematica e dos mecanismos de
isolamento que limitam o fluxo génico, assim como possibilita avaliar o papel da
hibridacdo natural na geracdo de novas variantes genéticas (que podem levar a evolugao
adaptativa e/ou a fundacdo de novas linhagens evolutivas). Dessa forma, o presente
trabalho teve como objetivo analisar se T. vitticeps representa apenas uma espécie ou
um complexo de espécies, por de meio de analises morfométricas da cabeca de fémeas,
por cruzamentos experimentais e pela analise dos hibridos resultantes, com énfase na
dindmica evolutiva dos cruzamentos experimentais (cépula, oviposicdo, eclosdo e
desenvolvimento dos hibridos). Os estudos morfométricos e o0s cruzamentos
experimentais sinalizam que T.vitticeps do ES representa um novo taxon. Barreiras pré
e/ou poOs-zigoticas associadas com incompatibilidades genémicas, mortalidade do
hibrido dentro dos ovos e esterilidade do hibrido proveniente de erros cromossémicos
foram observadas entre T. vitticeps do ES quando cruzado com T. vitticeps de MG e RJ
(em pelo menos uma dire¢do), o que satisfaz o conceito bioldgico de espécie. Com base
no exposto, é possivel destacar que T. vitticeps do ES representa uma nova espécie de
triatomineo.

Palavras-chave: Triatomineos; Taxonomia; Hibridos; Cruzamentos experimentais;

Morfometria Geométrica; Doenca de Chagas



Abstract

Analysis of the genetic distance of 16S, Cyt b and COI mitochondrial genes of Triatoma
vitticeps from Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro (RJ) and Espirito Santo (ES) revealed
a high intraspecific distance, which led to the hypothesis that, possibly, T. vitticeps may
be a complex of cryptic species (or subspecies). Experimental crosses can help in
different aspects, such as understanding taxonomy, systematics and the isolation
mechanisms that limit gene flow, as well as assessing the role of natural hybridization in
the generation of new genetic variants (which can lead to evolution adaptive and/or the
foundation of new evolutionary lineages). Thus, the present work aimed to analyze
whether T. vitticeps represents only one species or a complex of species, by means of
morphometric analysis of the female head, by experimental crosses and by the analysis
of the resulting hybrids, with emphasis on the evolutionary dynamics experimental
crosses (copulation, oviposition, hatching and hybrid development). Morphometric
studies and experimental crosses indicate that T.vitticeps from ES represents a new
taxon. Pre and/or post-zygotic barriers associated with genomic incompatibilities,
mortality of the hybrid inside the eggs and hybrid sterility from crossomomic errors
were observed between T. vitticeps from ES when crossed with T. vitticeps from MG
and RJ (in at least one direction), which satisfies the biological concept of species.
Based on the above, it is possible to highlight that T. vitticeps from ES represents a new

species of triatomine.

Keywords: Triatomines; Taxonomy; Hybrids; Experimental crossings; Geometric

Morphometry; Chagas disease
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1. INTRODUCAO

Os triatomineos (Hemiptera, Triatominae) sdo insetos hematdéfagos de grande
importancia epidemioldgica, pois sdo considerados como a principal forma de
transmissdo do protozoario Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida,
Trypanosomatidae), agente etioldgico da doenca de Chagas (WHO, 2018). Essa doenca
é negligenciada, ndo tem cura na fase cronica, atinge cerca de oito milhdes de
chagasicos e coloca em risco de infec¢cdo, aproximadamente, 25 milhdes de pessoas no
mundo, sendo o tratamento com o0s antiparasitarios (Benznidazol e Nifurtimox) efetivo
apenas na fase aguda da doenca (que, na maioria dos casos, é assintomatica) (WHO,
2018).

Atualmente, existem 154 espécies descritas na subfamilia Triatominae (sendo
151 espécies vivas e trés espécies fdsseis), agrupadas em 19 géneros e cinco tribos
(OLIVEIRA e ALEVI, 2017; DORN et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018; LIMA-
CORDON et al., 2019; POINAR, 2019, NASCIMENTO et al., 2019). Embora existam
espécies com maior ou menor grau de importancia na transmissdo da doenca de Chagas
[com destaque para Triatoma infestans Klug, 1834, Panstrongylus megistus
(Burmeister, 1835), T. brasiliensis Neiva, 1911, T. pseudomaculata Corréa & Espinola,
1964 e T. sordida (Stal, 1859) que apresentam maiores competéncias vetoriais no Brasil
(GALVAO, 2014)], todos os triatomineos, de ambos os sexos e em qualquer fase do
desenvolvimento apds o primeiro repasto sanguineo sao considerados como potenciais
vetores dessa doenca.

Triatoma vitticeps (Stal, 1859) é uma espécie endémica do Brasil [presente na
Bahia (BA), Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG) e Rio de Janeiro (RJ)] (GALVAO,

2014) que apesar de ter sido inicialmente caracterizada como silvestre (GONCALVES
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et al., 2000), existe relatos de adultos formando colénias em regifes domiciliares
(SANTOS et al., 2005) e, sobretudo, de exemplares infectados com T. cruzi capturados
em residéncias (GONCALVES et al., 1998; LOROSA et al., 2003), ressaltando a
importancia vetorial desse triatomineo para a doenca de Chagas.

Recentemente, Alevi e colaboradores (2018a) analisaram populacdes de T.
vitticeps provenientes de MG, RJ e ES, por meio de marcadores mitocondriais (genes
16S, Cyt b e COI) e analises citogenéticas (cariotipo e padrdo de heterocromatina
constitutiva). Apesar da auséncia de variacbes cromossdmicas intraespecificas, as
analises moleculares demonstraram alta distancia genética entre T. vitticeps das
diferentes localidades (Tabela 1), o que levou os autores a sugerir que, possivelmente,

T. vitticeps possa ser um complexo de espécies (ou subespécies) cripticas.

Tabela 1. Distancias genéticas dos genes mitocondriais 16S, Cyt b e COl para T.

vtticeps provenientes do ES, RJ e MG (ALEVI et al., 2018a).

T. vitticeps Espirito Santo  Rio de Janeiro  Minas Gerais

Espirito Santo - - -

Cyt b (5%) -
Rio de Janeiro COl (6,8%), -
16S (3,1%)
Cyt b (6,7%) Cyt b (6,3%)
Minas Gerais COl (7,2%) COl (7,5%) -
16S (2,3%) 16S (2,3%)
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A distancia geneética tem sido uma ferramenta importante e efetiva para
Triatominae, por exemplo, o status especifico de T. pintodiasi Jurberg e colaboradores
(2013), espécie afim de T. circummaculata (Stal, 1859), foi corroborado pela analise da
distancia do gene 16S (ALEVI et al., 2017). Além desses autores, Panzera et al. (2015)
sugeriram especiacdo criptica para T. sordida pela analise com o gene COI. Abad-
Franch e colaboradores (2013) tambem utilizaram a alta distancia genética para o gene
cyt b observada entre Rhodnius barretti Abad-Franch et al. (2013) e as outras espécies
de Rhodnius Pinto, 1926 agrupadas na linhagem prolixus, para caracterizar a espécie
nova. No entanto, realizar cruzamentos experimentais pode auxiliar diretamente no
estudo taxonémico desses vetores.

Mendonca et al. (2016), por exemplo, avaliaram parametros morfolégicos,
morfomeétricos, citogenéticos e moleculares (gene cyt b) para validar o status especifico
de T. bahiensis Sherlock & Serafim, 1967 [espécie que havia sido sinonimizada com T.
lenti Sherlock & Serafim, 1967 (LENT e WYGODZINSKY, 1979)]. Dessa forma,
como as caracteristicas citogenéticas, morfoldgicas e morfométricas foram muito sutis e
a distancia genética ndo foi alta (2,48%), os autores realizaram cruzamentos
experimentais e observaram barreiras reprodutivas que viabilizassem a revalidacdo do
taxon.

O status especifico de diversas especies agrupadas nos subcomplexos T.
brasiliensis (COSTA et al., 2003, 2009; CORREIA et al., 2013; MENDONCA et al.,
2014, 2016; ALEVI et al., 2018b), Meccus phyllosoma (MARTINEZ-IBARRA et al.,
2005, 2008, 2011) e T. dimidiata (GARCIA et al., 2013), por exemplo, também foram
corroborados por meio de cruzamentos experimentais. Com base no exposto, fica claro

que a realizacdo de cruzamentos experimentais e a analise dos hibridos, com énfase na
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taxa de eclosdo e mortalidade, bem como na viabilidade reprodutiva e proporgéo entre
machos e fémeas [uma vez que a regra de Haldane prediz que caso haja eclosdo de
hibridos, o sexo heterogamético (XY) é o primeiro afetado pelos eventos evolutivos que
inviabilizam ou levam a esterilidade desse organismo (TURELLI e ORR, 1995)] sdo
importantes para a taxonomia dos triatomineos, principalmente porque, de acordo com o
conceito biologico de espécie apresentado por Mayr et al. (1963) e Dobzhansky (1970),
“espécies sdo grupos de populacbes naturais que se intercruzam real ou potencialmente
e que sao isoladas reprodutivamente de outros grupos (produzindo qualquer
incompatibilidade reprodutiva entre os parentais, esterilidade dos hibridos ou ambos)”.

Classificar corretamente esses vetores permite que espécies de importancia
primaria (geralmente associadas a regifes domiciliares) e secundaria (geralmente
silvestres) para a transmissdo do T. cruzi sejam diferenciadas (DIAS e SCHOFIELD,
1998), o que pode direcionar as atividades dos programas de controle de vetores. Como
exemplo, pode-se destacar a importancia da aplicagdo de cruzamentos experimentais e
analise dos hibridos para ressaltar o status especifico de T. petrocchiae Pinto &
Barretto, 1925 (ESPINOLA, 1971), pois, por muito tempo, essa espécie foi considerada
como sindnima de T. brasiliensis (LUCENA, 1970). No entanto, do ponto de vista
epidemioldgico, enquanto T. petrocchiae é considerada, até 0 momento, silvestre e sem
importancia vetorial, T. brasiliensis é a principal espéecie vetora da doenca de Chagas no
nordeste brasileiro (GALVAO, 2014).

Diversos outros exemplos de cruzamentos experimentais podem ser observados
em triatomineos (Tabela 2) (MAZZOTTI e OSORIO, 1941, 1942; USINGER, 1944,
1966; ABALOS, 1948: RYCKMAN, 1962; CORREA e ESPINOLA, 1964; UESHIMA,

1966; ESPINOLA, 1971; CARVALHEIRO e BARRETTO, 1976; FRANCA-
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RODRIGUEZ et al., 1979; GALINDEZ et al., 1994, PEREZ et al 2005; SCHEREIBER
et al., 1974; CERQUEIRA,1982; HEITZMANN-FONTENELLE, 1984; COSTA et al.,
2003; MARTINEZ-IBARRA et al., 2005, 2008, 2011, 2016a,b; CORREIRA et al.,
2013; DIAZ et al., 2014; MENDONCA et al., 2014, 2016; CAMPOS-SOTO et al.,
2016). Essas analises apresentam grande valor cientifico, principalmente para o0s
cruzamentos resultantes em ovos inférteis (isolamento reprodutivo preé-zigético) ou
hibridos inviaveis (isolamento reprodutivo pds-zigotica), pois o estudo dos cruzamentos
experimentais e dos hibridos resultantes pode ajudar a compreender a sistematica deste
grupo de vetores, pode ser usado para analisar os mecanismos de isolamento que
limitam o fluxo génico entre as diferentes espécies, assim como pode ser empregada
para estabelecer o papel da hibridacdo natural na geracdo de novas variantes que podem
levar a evolucdo adaptativa e/ou a fundacdo de novas linhagens evolutivas (ARNOLD,

1997; PEREZ et al., 2005).

Tabela 2. Cruzamentos experimentais realizados na subfamilia Triatominae.

Cruzamentos experimentais Resultados
Triatoma hegneri X Triatoma dimidiata Inférteis
Triatoma hegneri X Triatoma dimidiata Férteis
Meccus picturatus X Meccus pallidipennis Q FleF2
Meccus pallidipennis X Meccus picturatus Q FleF2
Meccus picturatus X Meccus mazzottii Q FleF2
Meccus mazzottii X Meccus picturatus Q FleF2
Meccus picturatus X Meccus phyllosomus Q FleF2
Meccus phyllosomus X Meccus picturatus Q FleF2
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Meccus phyllosomus X Meccus pallidipennis Q FleF2
Meccus pallidipennis X Meccus phyllosomus Q FleF2
Meccus mazzottii X Meccus longipennis Q FleF2
Meccus longipennis X Meccus mazzottii Q FleF2
Meccus mazzottii X Meccus pallidipennis Q F1
Meccus pallidipennis X Meccus mazzottii Q F1
Meccus mazzottii X Meccus bassolsae Q F1
Meccus bassolsae X Meccus mazzottii Q F1
Meccus longipennis X Meccus picturatus Q F1
Meccus picturatus X Meccus longipennis Q F1
Triatoma platensis X Triatoma delpontei Q FleF2
Triatoma delpontei X Triatoma platensis Q Inférteis
Triatoma platensis X Triatoma infestans Q FleF2
Triatoma infestans X Triatoma platensis Q FleF2
Triatoma infestans X Triatoma rubrovaria Q F1
Triatoma rubrovaria X Triatoma infestans Q F1
Triatoma sinaloensis X Triatoma peninsularis Q Inférteis
Triatoma sinaloensis X Triatoma protracta Q F1
Triatoma protracta X Triatoma barberi FleF2
Triatoma barberi X Triatoma rubida F1 (N5)
Triatoma maculata X Triatoma sordida F1
Triatoma maculata X Triatoma infestans F1
Triatoma maculata X Triatoma brasiliensis F1
Triatoma maculata X Triatoma pseudomaculata F1 (hibridos inférteis)
Triatoma pseudomaculata X Triatoma maculata Q F1 (hibridos inférteis)
Triatoma pseudomaculata X Triatoma sordida Q F1
Triatoma pseudomaculata X Triatoma infestans Q F1
Triatoma brasiliensis X Triatoma petrochiae F1 (1 ninfa de 1° instar)
Triatoma bahiensis X Triatoma lenti Q F1
Triatoma lenti X Triatoma bahiensis Q F1
Triatoma lenti X Triatoma sherlocki Q FleF2
Triatoma sherlocki X Triatoma lenti Q FleF2
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Rhodnius prolixus X Rhodnius negletcus F1
Rhodnius prolixus X Rodnius robustus F2
Rhodnius prolixus X Rhodnius pictipes F1 (N3)
3 Rhodnius pallescens X Rhodnius colombiensis Q F1
) Rhodnius colombiensis X Rhodnius pallescens Q inférteis
) Triatoma brasiliensis X Triatoma melanica Q F1 e F2 (2 individuos)
3 Triatoma melanica X Triatoma brasiliensis Q FleF2
3 Triatoma brasiliensis X Triatoma b. macromesoma @ FleF2
& Triatoma b. macromesoma X  Triatoma brasiliensis Q FleF2
3 Triatoma brasiliensis X Triatoma juazeirensis Q FleF2
) Triatoma juazeirensis X Triatoma brasiliensis Q FleF2
4 Triatoma b. macromesoma X Triatoma melanica Q FleF2
3 Triatoma melanica X Triatoma b. macromesoma ¢ FleF2
3 Triatoma melanica X Triatoma juazeirensis Q FleF2
3 Triatoma juazeirensis X Triatoma melanica Q FleF2
4 Triatomab. macromesoma X  Triatoma juazeirensis Q FleF2
3 Triatoma juazeirensis X Triatoma b. macromesoma @ FleF2
3 Triatoma sherlocki X Triatoma juazeirensis Q F1
3 Triatoma juazeirensis X Triatoma sherlocki Q F1
3 Triatoma sherlocki X Triatoma brasiliensis Q F1
3 Triatoma brasiliensis X Triatoma sherlocki Q F1
3 Triatoma melanica X Triatoma sherlocki Q F1

F1: primeira geracdo hibrida, F2: segunda geracdo hibrida, N3: ninfa de terceiro instar, N5: ninfa

de quinto instar. 4': macho, Q: fémea.

Os mecanismos de isolamento reprodutivo pré-zigéticos (MAYR, 1963;

DOBZHANSKY, 1970) conhecidos na subfamilia Triatominae séo:

a) Isolamento ecoldgico
Como exemplo classico para esse tipo de isolamento reprodutivo, podemos

utilizar T. infestans e T. platensis Neiva, 1913 que sdo espécies que derivaram de um
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ancestral comum (JUSTI et al., 2014), mas apresentam habitos diferentes, a saber, T.
infestans esta associado a regiGes domiciliares e se alimenta de sangue de mamiferos
(GALVAO, 2014) e T. platensis estd associado com ninhos de aves e se alimenta,
preferencialmente, do sangue desses vertebrados (ABALOS e WYGODZINSKY,
1951). O dnico elo que permite a relacdo entre essas espécies sdo os galinheiros

(ABALOS, 1948; BARRETTO, 1976).

b) Isolamento mecanico

Na subfamilia Triatominae, o isolamento mecénico esta associado com a
incompatibilidade das genitalias e acontece com certa frequéncia apenas em uma
direcdo dos cruzamentos, como ocorre no cruzamento entre fémea de T. platensis com
machos de T. delpontei Romafa & Abalos, 1947 (USINGER et al., 1966). Abalos
(1948) sugere que, possivelmente, o tamanho da genitalia masculina de T. delpontei

possa estar relacionado com a incompatibilidade na cépula.

c) Isolamento gamético

Embora nunca analisado entre os triatomineos, esse tipo de isolamento pré-
zig6tico pode ser o mecanismo que inviabiliza a producdo de hibridos em diversos
cruzamentos experimentais, como, por exemplo, entre T. lenti e T. infestans
(CERQUEIRA, 1982) e entre T. brasiliensis e T. petrocchiae (ESPINOLA, 1971), pois,
equivocadamente, quando os cruzamentos ndo resultam em hibridos (mesmo que em
apenas uma das direcdes), é sugerido que a incompatibilidade das genitalias tenha
ocorrido entre os parentais, sem que a morfologia dos gametas ou, até mesmo, das

genitélias seja analisada.
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Ja os mecanismos de isolamento pos-zigéticos (MAYR, 1963; DOBZHANSKY,

1970) analisados até 0 momento foram:

a) Inviabilidade do hibrido

Embora os mecanismos pré-zigéticos ndo tenham inviabilizado a producédo de
hibridos, nesse tipo de isolamento os hibridos que eclodem dos ovos tém viabilidade
extremamente reduzida (baixo valor adaptativo), ndo chegando até a fase adulta da
primeira geracdo (F1). Esse fendmeno evolutivo pode ser representado pelo cruzamento
entre T. mexicana (Herrich-Schaeffer, 1848) e as seis espécies de Meccus spp.
(MARTINEZ-IBARRA et al., 2011). Essa inviabilidade dos hibridos apresentada para o
cruzamento entre espécies de géneros diferentes que é extremamente importante do
ponto de vista taxondmico, pois ressalta o status de cada género [o género Meccus Stal,
1859, por exemplo, por muito tempo, foi considerado como Triatoma Laporte, 1832

(PINTO, 1927; HYPSA et al., 2002)].

b) Esterilidade do hibrido

Nesse caso, os hibridos em F1 chegam até a fase adulta, mas sdo incapazes de
produzir a segunda geracdo hibrida (F2), pois sdo estéreis (disgenesia gonadal) ou
produzem gametas inviaveis (resultantes de anomalias cromossémicas durante a
espermatogénese), como acontece, por exemplo, para os hibridos resultantes entre o
cruzamento experimental entre T. infestans e T. rubrovaria (Blanchard, 1843) (que
apresentam auséncia de pareamento ou pareamento trivalente entre 0s cromossomos

homedlogos) (PEREZ et al., 2005), assim como para os hibridos do cruzamento entre T.
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sordida e T. pseudomaculata (que apresentaram espermatides e espermatozoides

gigantes e andmalos) (SCHREIBER et al., 1975).

¢) Desmoronamento do hibrido

Esse tipo de isolamento pos-zigético foi recentemente descrito para oS
triatomineos e esta relacionado com a inviabilidade hibrida a partir da F2, ressaltando a
importancia das andlises da viabilidade hibrida até, pelo menos, a F3 antes de sugerir
eventos de sinonimizacdo entre espécies de triatomineos que ndo apresentaram
isolamento reprodutivo. Mendonga et al. (2014) analisaram a espermatogénese de
hibridos em F1 [resultantes do cruzamento experimental entre T. lenti e T. sherlocki
Papa et al. (2002)] e observaram 100% de pareamento entre 0S Cromossomos
homedlogos. No entanto, quando os autores analisaram o grau de pareamentos em F2,
observaram erros nos pareamentos de diversos cromossomos (univalentes), por
incompatibilidade genética, o que resulta em gametas invidveis (fendmeno confirmado

pela taxa de eclosdo dos ovos que resultariam em F3).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Analisar se T. vitticeps representa apenas uma espécie ou um complexo de
espécies, por meio de estudos morfométricos, cruzamentos experimentais e analise das

possiveis barreiras de isolamento reprodutivo (pré e pos-zigoticas).
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2.2 Objetivos especificos

a. Analisar a morfometria geométrica da cabeca de T. vitticeps proveniente dos estados
de RJ, MG e ES;

b. Avaliar a dindmica evolutiva dos cruzamentos experimentais, por meio da analise da
copula, da oviposicéo, da taxa de eclosdo dos ovos e da viabilidade dos hibridos;

c. Avaliar a aplicacdo da regra de Haldane em cada direcdo dos cruzamentos
experimentais;

d. Avaliar a viabilidade reprodutiva dos hibridos, por meio da caracterizacdo
citogenética da espermatogénese e do grau de pareamento entre 0S CromossOmos
homedlogos de machos adultos;

e. Depositar os hibridos experimentais em cole¢cdes entomoldgicas, com o intuito de

evitar a descricdo de novas espécies a partir de possiveis hibridos naturais.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Andlise da morfometria geométrica

Espécimes fémeas adultas de cada localidade [ES (n=12) proveniente de
Garapari/ES, MG (n=15), MG com varia¢do cromatica (MG 2) (n=11) e RJ (n=11)
proveniente de Santa Maria Madalena/RJ] mantidas em coldnias vivas no Insetério de
Triatominae da FACFAR/UNESP, Araraquara, Sdo Paulo foram utilizadas no estudo da
morfometria geométrica da cabeca. Essas analises foram realizadas de acordo com
Oliveira et al. (2017): as imagens foram feitas em Microscopio Estereoscopio Leica MZ
250 com sistema de andlise de imagem Motic Advanced 3.2 plus acoplado.
Posteriormente, por meio do software tpsDig [tpsDig 2.32 (ROHLF, 1999)], foram

estabelecidos dez pontos anatdmicos de referéncias (Landmarks) como coordenada para
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as analises morfométricas (Figura 1). Na sequéncia, as coordenadas foram incluidas em
um método ortogonal generalizado de superposicdo de minimos quadrados de
“Procrustes”, a fim de ajustar as figuras sobre um ponto comum (tamanho centroide),
por meio de movimentos de rotacdo, translacdo e escalamento. Para cada espécime, foi
calculado o tamanho centroide e, componentes uniformes X e Y, onde o componente
uniforme X mostrou o esticamento ao longo do eixo X da configuracédo e, 0 componente
Y explica a dilatagdes ou compressées ao longo do eixo Y. As coordenadas foram
submetidas a uma analise multivariada de componentes principais (ACP). A partir dos
ACP obtidos nas anélises foi construido um mapa fatorial com os dois primeiros ACP
[“eingenvalues”, Componente Principal 1 (CP1) e Componente Principal 2 (CP2)] e um
fenograma de similaridade morfolégicas com base nas distancias de Mahalanobis
resultantes das analises discriminantes. Todas as anélises foram realizadas no software

Morphod (KLINGENBERG, 2011).

Figura 1: Cabega de T. vitticeps: 1-10 circulos vermelhos representam 0S marcos

anatomicos de referéncia (Landmarks) (BELINTANI et al., 2021).
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3.2 Delineamento dos cruzamentos experimentais

O experimento foi realizado no Insetario de Triatominae da FCFAR/UNESP,
Araraquara que apresenta toda a infraestrutura e biosseguranca necessaria para a
realizacdo do projeto de pesquisa. Os cruzamentos experimentais entre T. vitticeps
provenientes dos estados de MG, RJ, ES (exemplares da BA ndo foram utilizados pela
indisponibilidade desses insetos nos insetarios de Triatominae do Brasil) foram
realizados em ambas as dire¢bes (Figura 2A) [assim como cruzamentos entre 0s
parentais provenientes do mesmo estado também foram realizados e utilizados como
parametro de comparacdo (grupo controle) (MARTINEZ-IBARRA et al., 2008)]. Para
garantir que toda a prole fosse resultante do cruzamento experimental, ninfas de quinto
instar (N5) machos e fémeas [caracterizadas de acordo com a metodologia de Rosa et al.
(1992)] para ambas as espécies parentais foram utilizadas (MARTINEZ-IBARRA et al.,
2011), uma vez que os triatomineos s6 atingem a maturidade sexual ap6s a muda
imaginal. Alem disso, para garantir a viabilidade dos cruzamentos e a efetividades dos
resultados, seis casais (sendo trés réplicas para cada direcdo) foram formados. Os casais
foram mantidos separadamente em potes de plastico (cinco cm de diametro, 10 cm de
altura) com uma cilindro de papeldo (para maior movimentacdo e facilidade na
alimentacdo desses insetos) (BELISARIO et al., 2007) (Figura 3), em temperatura
ambiente e foram alimentados semanalmente com sangue de roedor (rato e/ou

camundongo).
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Figura 2. Fluxograma representando 0s cruzamentos experimentais que foram
realizados durante o experimento. A: Cruzamentos experimentais entre os parentais (P),
nas duas dire¢des. B: Hibridos que eclodiram dos cruzamentos experimentais (F1). C:
Cruzamentos experimentais que foram realizados entre os hibridos (F1) provenientes de

cada geracdo. D: Segunda geracdo hibrida (F2) que podera eclodir, caso ndo exista

barreira intraespecifica pré ou pos-zig6tica para T. vitticeps dos diferentes estados.
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Figura 3. Exemplo de recipiente em que 0s cruzamentos experimentais entre T.

vitticeps de diferentes estados foram realizados.



26

Os casais foram acompanhados rotineiramente para analise e possivel
fotodocumentacdo das cépulas, assim como realizado por Campos-Soto et al. (2016).
Além disso, semanalmente os ovos foram coletados, contabilizados e separados em um
novo cristalizador para avaliar a taxa de eclosdo. Com a eclosdo das ninfas, o
desenvolvimento (N1 até N5) e a taxa de mortalidade também foram acompanhados
semanalmente (BELISARIO et al., 2007). Ap6s os hibridos F1 (Figura 2B) atingirem a
N5, trés casais de ninfas resultantes de cada direcdo dos cruzamentos experimentais
foram separados em potes de plastico para realizacdo dos novos cruzamentos (Figura
2C) e obtencdo de F2 (Figura 2D), sendo os mesmos parametros, descritos acima,
utilizados na avaliacao.

Esses cruzamentos foram acompanhados e as nifas F1 foram mantidas isoladas
(Figura 2) para que a regra de Haldane [que afirma que se hibridos de apenas um sexo
sdo inviaveis ou estéreis, 0 sexo afetado € muito mais provavel de ser heterogamético
(XY) do que homogamético (XX) (TURELLI e ORR, 1995)] seja avaliada, ou seja, a
viabilidade/fertilidade dos machos hibridos serd especificamente avaliada em cada
geragdo dos cruzamentos, pois caso 0s machos hibridos estejam presentes, mas estéreis,
as andlises citogenéticas das gbnadas permitirdo demonstrar as alteragdes
cromossdmicas e meioticas relacionadas a regra de Haldane. Justificamos que para

todos os dados quantitativos coletados, a frequéncia relativa (%) foi calculada.



3.3 Cruzamentos experimentais

Cruzamento 1
T. vitticeps RJ X T. vitticeps ES

T. vitticeps ES X T. vitticeps RJ

Cruzamento 2
T. vitticeps RJ X T. vitticeps MG

T. vitticeps MG X T. vitticeps RJ

Cruzamento 3
T. vitticeps MG X T. vitticeps ES

T. vitticeps ES X T. vitticeps MG

Cruzamento 4

T. vitticeps MG X T. vitticeps MG

Cruzamento 5

T. vitticeps ES X T. vitticeps ES

Cruzamento 6

T. vitticeps RJ X T. vitticeps RJ
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34 Analises citogenéticas

Dez hibridos machos adultos de cada cruzamento foram dissecados e
tiveram seus testiculos retirados e armazenados em solucdo de metanol: &cido
acetico (3:1) [justificamos que ninfas ndo apresentam génadas com divisao meiotica
(CAMPOS- SOTO et al.,, 2016) e que os machos foram utilizados nos estudos
citogenéticos porque diferente da ovogénese, a espermatogénese é continua na fase
adulta, permitindo que o grau de pareamento entre 0s cromossomos seja facilmente
avaliado]. Posteriormente, laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento
celular [conforme descrito por Alevi et al. (2012)] e as andlises citogenéticas foram
aplicadas para caracterizar a espermatogénese, por meio da técnica de Orceina
Lacto-Acética [De Vaio et al. (1985), com modificacbes de acordo com Alevi et al.
(2012)], com énfase no pareamento entre 0s cromossomos homedlogos [com base
nos estudos de Pérez et al. (2005) e Mendonca et al. (2014)]. As laminas foram
examinadas em microscopia de luz Jenaval (Zeiss), acoplado a camera digital e ao
sistema analisador de imagens Axio Vision LE 4.8 (Copyright ©2006-2009 Carl

Zeiss Imaging Solutions Gmb H), com aumento de 1000 vezes.

4. RESULTADOS

4.1 Morfometria geométrica

28

Os resultados das analises dos ACP para fémeas de T. vitticeps do RJ, ES, MG e

MG 2 demonstram que os valores de CP1 e CP2 foram de 73,43% e 18,14%,

respectivamente. Esses valores juntos, correspendem a 85,8% da variabilidade total da

forma e tamanho da cabeca, permitindo a distingdo de, pelo menos, um novo taxon (T.

vitticeps do ES) dentro do que hoje se denomina T.vitticeps (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama de dispersd@o mostrando a variagdo de forma das cabecas de fémeas
em relacdo a analise de componentes principais (ACP). Os eixos representam o
componente principal 1 (CP1) e o componente principal 2 (CP2) derivados da analise
das deformacdes parciais de T. vitticeps Espirito Santo (ES) (circulo verde), T. vitticeps
Minas Gerasi (MG) (circulo esmeralda), T. vitticeps Rio de Janeiro (RJ) (circulo roxo) e

T. vitticeps Minas Gerais 2 (MG 2) (circulo vermelho) (BELINTANI et al., 2021).

Além disso, analises de discriminacgéo entre as populac6es foram realizadas, por
meio dos valores das distancias de Mahalanobis (Figura 5). Os valores das baixas
probabilidades para cada combinagdo indicam que as separa¢fes dos grupos possuem
poucas chances de terem ocorrido ao acaso. Assim, pode-se observar a distancia entre as
populacdes nos fenogramas de similaridade morfologicas construidos com base nas

distancias de Mahalanobis, notando-se que, por meio dos valores estimados, temos dois
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clados distintos, sendo que o primeiro agrupa os espécimes de T. vitticeps do RJ, MG e
MG 2 e o segundo agrupa T. vitticeps ES (Figura 5), confirmando que T. vitticeps ES

representa uma nova espécie.
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QoL
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Figura 5. Fenograma de similaridade morfoldgica gerado por meio dos valores da

distdncia Mahalanobis obtida nas anéalises discriminantes (BELINTANI et al., 2021).

4.2 Cruzamentos experimentais

Cruzamentos experimentais entre T. vitticeps provenientes dos estados de MG,

RJ e ES foram realizados em ambas as dire¢des (Tabela 3).



31

Tabela 3. Cruzamentos experimentais realizados entre T. vitticeps provenientes de MG,

RJ e ES.
Cruzamentos experimentais NUmerode Numerode  Taxade
0vos ninfas ecloséo
Intraespecificos (diferentes localidades)
Q T. vitticeps ES x T. vitticeps MG & 486 102 21%
Q T. vitticeps MG x T. vitticeps ES & 379 145 38%
Q T. vitticeps ES x T. vitticeps RJ & 528 309 58%
Q T. vitticeps RJ X T. vitticeps ES & 393 151 38%
Q T. vitticeps RJ X T. vitticeps MG & 758 329 43%
Q T. vitticeps MG x T. vitticeps RJ & 517 286 55%
Intercruzamentos (F1)
Q Hibrido x Hibrido 4* 214 60 28%
Q Hibrido x Hibrido 32 133 0 0%
Q Hibrido x Hibrido a3 284 11 4%
Q Hibrido x Hibrido 4* 213 97 45%
Q Hibrido x Hibrido J° 195 56 29%
@ Hibrido x Hibrido 3° 172 91 53%
Intraespecificos (controle)
¢ T. vitticeps ES x T. vitticeps ES & 340 221 65%
Q T. vitticeps MG X T. vitticeps MG & 355 245 69%
Q T. vitticeps RJ x T. vitticeps RJ & 353 249 70%

*Cruzamentos em andamento; "Cruzamento entre hibridos provenientes do cruzamento
entre @ T vitticeps ES x T. vitticeps MG &, ?Cruzamento entre hibridos provenientes do
cruzamento entre Q@ 7. vitticeps MG x T. vitticeps ES &, 3Cruzamento entre hibridos
provenientes do cruzamento entre Q T. vitticeps ES x T. vitticeps RJ &, “Cruzamento
entre hibridos provenientes do cruzamento entre @ T. vitticeps RJ x T. vitticeps ES &,
>Cruzamento entre hibridos provenientes do cruzamento entre @ 7. vitticeps RJ x T.
vitticeps MG &, °Cruzamento entre hibridos provenientes do cruzamento entre QT
vitticeps MG x T. vitticeps RJ &.
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Copulas entre T. vitticeps de diferentes localidades foram observadas (Figura 6)
e hibridos F1 foram obtidos para todas as direcGes (Figura 7), demonstrando que nédo

existe barreira pré-zigética instalada entre T. vitticeps do ES, MG e RJ.

Figura 6. Copulas observadas entre T. vitticeps de diferentes localidades: (A) @ T.
vitticeps MG x T. vitticeps RJ &, (B) @ T. vitticeps ES x T. vitticeps RJ] & e (C) @ T.

vitticeps ES x T. vitticeps MG J&.
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Figura 6. Hibridos provenientes dos cruzamentos entre (A) @ T. vitticeps RJ x T.
vitticeps MG &, (B) Q@ T. vitticeps MG x T. vitticeps RJ &, (C) @ T. vitticeps ES x T.
vitticeps RJ &, (D) @ T. vitticeps RJ x T. vitticeps ES &, (E) Q@ T. vitticeps MG x T.

vitticeps ES &' e (F) Q@ T. vitticeps ES x T. vitticeps MG J.

No entanto, a baixa fertilidade (em pelo menos uma direcdo) observada para o

cruzamento inicial entre T. vitticeps do ES com MG e, principalmente, entre o
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intercruzamento da prole F1 provenientes do cruzamento ente ES com MG e RJ (Tabela
3) demonstra que existem barreiras pos-zigéticas atuando entre esses triatomineos,

confirmando, mais uma vez, que T. vitticeps do ES representa um novo taxon.

4.3 Regra de Haldane
A partir da sexagem da prole F1, nao foi possivel aplicar a regra de Haldane para
0s cruzamentos de T. vitticeps (Tabela 4), pois a propor¢do entre fémeas e machos foi

maior do que 80% para toda a F1 obtida.

Tabela 4. Analise da aplicacdo da regra de Haldane por meio da proporcdo de machos e

fémeas hibridas.

Cruzamentos experimentais Hibridos
Machos Fémeas Proporcéao
(M) (F) M/F
Interespecificos
¢ T. vitticeps ES x T. vitticeps MG & 79 58 136%
Q T. vitticeps MG x T. vitticeps ES & 30 34 88%
Q T. vitticeps ES x T. vitticeps RJ & 14 14 100%
Q T. vitticeps RJ x T. vitticeps ES & 59 50 118%
Q T. vitticeps RJ X T. vitticeps MG & 46 35 131%
Q T. vitticeps MG x T. vitticeps RJ & 87 66 132%

4.4 Analises citogenéticas

A andlise citogenetica dos hibridos provenientes do cruzamento entre @ T.
vitticeps ES x T. vitticeps MG & possibilitou observar tanto metafases com 100% de
pareamento entre 0os cromossomos homeologos (Figura 7A), como metafases com erros

de pareamente entre os autossomos (Figura 7B, setas). Por outro lado, todas as
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metafases dos hibridos machos adultos provenientes do cruzamento entre @ 7. vitticeps
MG x T. vitticeps ES & demonstraram erros de pareamento entre trés pares de
autossomos (Figura 7C, setas). Ja os hibridos machos resultantes do cruzamento entre ¢
T. vitticeps ES x T. vitticeps RJ & apresentaram metafases com erro de pareamento
entre os homedlogos (Figura 7D, setas) e metafases com 100% de pareamento (Figura
7E). Por fim, os machos hibridos provenientes dos cruzamentos entre @ T. vitticeps RJ
x T. vitticeps ES & (Figura 7F), @ T. vitticeps RJ x T. vitticeps MG & (Figura 7G) ¢ ¢
T. vitticeps MG x T. vitticeps RJ & (Figura 7H e 7I) apresentaram 100% de pareamento

entre 0s cromossomos homeologos.
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Figura 7. Metéafases provenientes dos cruzamentos entre (A, B) 9 T. vitticeps ES X T.

vitticeps MG &, (C) Q T. vitticeps MG x T. vitticeps ES &, (D, E) @ T. vitticeps ES x T.

vitticeps RJ &, (F) @ T. vitticeps RJ x T. vitticeps ES &, (G) @ T. vitticeps RJ x T.

vitticeps MG &, (H, 1) @ T. vitticeps MG x T. vitticeps RJ &. Notar que os hibridos

provenientes dos cruzamentos entre (B, setas) @ T vitticeps ES x T. vitticeps MG J, (C,

setas) @ 7. vitticeps MG x T. vitticeps ES & e (D, setas) @ T. vitticeps ES x T. vitticeps

RJ & apresentaram erros de pareamento entre os cromossomos homedlogos. X:

cromossomo sexual X, Y: cromossomo sexual Y. Barra: 100 pm.
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5. DISCUSSAO

A taxonomia de Triatominae foi inicialmente pautada em estudos morfoldgicos e
morfométricos (USINGER et al., 1966; LENT e WYGODZINSKY, 1979). Passados
mais de cinquenta anos, essas analises classicas continuam importantes para diferenciar
os vetores da doenca de Chagas, sendo que todas as espécies descritas nos ultimos dez
anos, a saber, R. zeledoni Jurberg et al. (2009), P. martinezorum Ayala (2009), Mepraia
parapatrica Frias-Lasserre  (2010), R. montenegrensis Rosa et al. (2012), R.
barretti Abad-Franch et al. (2013), T. jatai Gongalves et al. (2013), T. pintodiasi
Jurberg et al. (2013) e R. marabaensis Souza et al. (2016), apresentam dados
morfoldgicos e/ou morfométricos (JURBERG et al., 2009; AYALA, 2009; FRIAS-
LASSERRE, 2010; ROSA et al., 2012; ABAD-FRANCH et al., 2013; GONCALVES et
al., 2013; JURBERG et al., 2013; SOUZA et al., 2016; ROSA et al. 2017; DORN et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2018; LIMA-CORDON et al., 2019).

No entanto, com o desenvolvimento de novas ferramentas [como estudos
isoenziméticos (NOIREAU et al., 1998), citogenéticos (PANZERA et al., 2010; ALEVI
et al., 2018) e moleculares (GARDIM et al. 2014; JUSTI et al. 2014; OLIVEIRA et al.,
2017)], a taxonomia integrativa vem sendo a principal ferramenta para a caracterizagdo
de novas espécies de triatomineos (DORN et al., 2018; LIMA-CORDON et al., 2019),
principalmente diante de eventos evolutivos que podem resultar em erros taxondmicos,
como especiacdo cripticas e plasticidade fenotipica (ABAD-FRANCH et al., 2013).

Diversos estudos caracterizaram aspectos epidemiologicos (SANTOS et al.,
2006), ecologicos (GONCALVES et al., 1998), comportamentais (GONCALVES et al.,
2000) de T. vitticeps dos diferentes estados sem nunca levantar o questionamento de que

poderia ser mais de um taxon. Apenas no ano de 2018, apos Alevi e colaboradores
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(2018) analisarem a distancia genética de T. vitticeps do RJ, MG e ES, foi sugerido que
T. vitticeps poderia ser um complexo de espéecies (ou subespécies) cripticas. Essa
mesma hipdtese foi inicialmente apresentada para T. dimidiata (Latreille, 1811)
proveniente de diferentes localidades (CALDERON et al., 2004; FERNANDEZ et al.,
2005; DORN et al., 2006, 2007, 2009; PANZERA et al. 2006; BARGUES et al., 2008;
BLANDON-NARANJO et al., 2010; GARCIA et al. 2013; JUSTI et al., 2018) que
resultou na descricdo de duas novas espécies relacionadas a esse taxon, a saber,
Triatoma mopan Dorn et al. (2018) e Triatoma huehuetenanguensis Lima-Cordon et al.
(2019) (DORN et al., 2018; LIMA-CORDON et al., 2019).

Entre os estudos que inicialmente sinalizaram variacdo intraespecifica em T.
dimidiata pode-se destacar a aplicacdo da morfometria (FERNANDEZ et al., 2005). As
analises morfométricas aplicadas em T. vitticeps também demonstram variacdo
intraespecifica e indicaram que T. vitticeps do ES é um novo taxon, uma vez que tanto
no diagrama de dispersdo como no fenograma fica evidente a divergéncia dos
exemplares do ES dos triatomineos provenientes de MG e RJ. Recentemente, dados
morfométricos também foram aplicados no estudo de T. sordida de diferentes
localidades (Brasil, Bolivia e Argentina) e confirmou que os exemplares da Argentina
representam um novo taxon, assim como sugerido por estudos cromossdmicos
(PANZERA et al., 1997, 2015), isoenziméticas (NOIREAU et al., 1998) e pelo padrdo
de hidrocarbonetos cuticulares (CALDERON-FERNANDEZ e JUAREZ, 2013).

A realizacdo de cruzamentos experimentais confirmou que T. vitticeps do ES
representa um novo taxon, uma vez que barreiras pré e/ou pos-zigoticas foram
observadas entre esses insetos quando cruzados com espécimes de MG e RJ.

Possivelmente, os fenémenos evolutivos associados com incompatibilidades genémicas
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(que resultam na auséncia de zigoto) ou mortalidade do hibrido dentro do ovo atuaram
como barreira pré-zigética entre Q T. vitticeps ES e T. vitticeps MG &, uma vez que a
taxa de eclosdo dos ovos foi menor que 30%, 0 que é incompativel com as taxas de
fertilidade intraespecificas observadas para outras espécies: 71,2% em Triatoma
matogrossensis Leite & Barbosa, 1953 (MARASSA et al., 1998), 70% em T. vitticeps
do RJ e 95% em R. prolixus Stal, 1859 (ALDANA et al., 2009). Além disso, a barreira
pos-zigdtica de esterilidade do hibrido observada para os cruzamentos entre @ T.
vitticeps MG e T. vitticeps ES &, bem como Q@ T. vitticeps ES e T. vitticeps RJ &,
podem estar associadas com erros no pareamento dos cromossomos, que resultam em
gametas inviadveis [assim como observado para o cruzamento entre T. lenti Sherlock &
Serafim, 1967 e T. bahiensis Sherlock & Serafim, 1967 (ALEVI et al., 2018)].

O uso de barreiras reprodutivas para sinalizar taxons distintos agrupados dentro
de uma mesma espécie ja foi aplicado entre os triatomineos: populacdes de T. dimidiata
da Guatemala foram cruzadas e barreiras pré-zigéticas foram observadas pela auséncia
de eclosdo dos ovos (GARCIA et al. 2013). Além disso, auséncia total de barreira
reprodutiva foi recentemente utilizada como dado complementar para sinonimizar as
espécies R. taquarussuensis Rosa et al. (2017) e R. neglectus Lent, 1954
(NASCIMENTO et al.,, 2019). Esses dados mostram-se de grande importancia
taxonémica por demonstrarem o0s eventos evolutivos que possivelmente inviabilizam a
formacgédo de hibridos e/ou a quebra desses organismos na natureza, satisfazento o
conceito bioldgico de espécie (MAYR et al., 1963; DOBZHANSKY, 1970).

A regra de Haldane ndo pode ser aplicada para os cruzamentos de T. vitticeps.
Essa regra, descrita em 1922 (HALDANE, 1922), prediz que "quando na descendéncia

hibrida um sexo esta ausente, é raro ou estéril, esse sexo € o heterogameético”, ou seja,
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no caso dos triatomineos em que o sistema de determinacdo do sexo € do tipo XY
(ALEVI et al., 2018), o primeito sexo afetado deveria ser o macho (alterando a
proporcéo entre machos e fémeas). Selivon et al. (1999) ressaltam que a esterilidade ou
inviabilidade do sexo heterogamético é o primeiro passo na evolucdo de processos
associados com inviabilidade ou esterilidade completa, sendo o estudo da ocorréncia da
regra de Haldane, em espécies incipientes ou espécies evolutivamente relacionadas, de

particular interesse para o conhecimento dos processos associados com a especiagao.

6. CONCLUSAO

Os estudos morfométricos, citogenéticos e 0Ss cruzamentos experimentais
sinalizaram que T. vitticeps do ES representa uma nova espécie de triatomineo, pois
barreiras pré e/ou pds-zigoticas que podem estar relacionadas com incompatibilidades
genémicas, mortalidade do hibrido dentro dos ovos, assim como inviabilidade e/ou
esterilidade do hibrido — associada com erros cromossémicos — foram observadas entre
T. vitticeps do ES quando cruzado com T. vitticeps de MG e RJ (em pelo menos uma

das direcdes).
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