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RESUMO
Com base, principalmente, em dados morfolégicos e na disposicdo geografica, os
triatomineos foram agrupados em oito subcomplexos especificos. No entanto, com a
disponibilidade de dados genéticos, diversos subcomplexos foram reagrupados.
Triatoma melanocephala Neiva & Pinto, 1923, T. vitticeps (Stal, 1859) e T.
tibiamaculata (Pinto, 1926) foram inicialmente agrupados no subcomplexo T.
brasiliensis. Contudo, andlises cariossistematicas sugeriram que essas espécies nao
se enquadram nesse subcomplexo. Recentemente, foi definido um novo
subcomplexo intitulado T. vitticeps (composto por T. melanocephala e T. vitticeps).
Além disso, T. tibiamaculata foi resgatada como um taxon irmdo de P. megistus,
mostrando-se mais proxima do género Panstrongylus Berg, 1879. Levando em
consideracdo que cruzamentos experimentais sdo importantes para a taxonomia e
sistematica das espécies, pois a caracterizacdo de barreiras reprodutivas pré ou
pos-zigoticas e a andlise do grau de homeologia entre os cromossomos dos hibridos
(que é resultante da combinacao de dois genomas diferentes) possibilita confirmar o
status especifico e compreender a relacdo evolutiva das espécies, avaliou-se a
relacdo entre T. melanocephala, T. vitticeps e T. tibiamaculata com o subcomplexo
brasiliensis, por meio de cruzamentos experimentais. Nenhum cruzamento resultou
em hibridos, o0 que levou a caracterizacado de barreiras pré-zigoticas. Levando em
consideracdo que as espécies do subcomplexo T. brasiliensis ndo apresentam
barreiras pré-zigoticas interespecifica, a caracterizacdo de barreira reprodutiva
demonstra que T. melanocephala, T. vitticeps e T. tibiamaculata ndo apresentam

relacdo de proximidade evolutiva com as espécies desse subcomplexo.

Palavras-chave: Triatominae; Hibridizagc&do; Doenca de Chagas
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1. INTRODUCAO

Os triatomineos (Hemiptera, Triatominae) sdo insetos hematofagos 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 negligenciada atinge cerca de oito milhdes de pessoas e coloca em risco de
infeccdo, aproximadamente, outras 25 milhdes, sendo o tratamento com os anti-
tripanosomatideos (Benznidazol e Nifurtimox) efetivos apenas na fase aguda da
doenca (que, na maioria dos casos, é assintomatica) (WHO, 2018), o que ressalta a
importancia dos programas de controle de vetores por serem considerados como a
principal medida para minimizar a incidéncia de novos casos chagéasicos (WHO,
2018).

Atualmente, existem 154 espécies descritas na subfamilia Triatominae,
agrupadas em 19 géneros e cinco tribos (OLIVEIRA e ALEVI, 2017; DORN et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2018; LIMA-CORDON et al., 2019; NASCIMENTO et al.,
2019; POINAR, 2019). Embora existam espécies com maior ou menor grau de
importancia na transmissdo da doenca de Chagas [com destague 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 apoés a
ecloséo sdo considerados como potenciais vetores dessa enfermidade (GALVAO,
2014).

Com base, principalmente, em dados morfolégicos e na disposicao
geografica, os triatomineos foram agrupados em oito subcomplexos especificos, a
saber, T. dimidiata, M. phylosoma, T. brasiliensis, T. infestans, T. maculata, T.
matrogrossensis, T. rubrovaria e T. sordida (SCHOFIELD e GALVAO, 2009). No
entanto, com a disponibilidade de dados genéticos, diversos subcomplexos foram
reagrupados (ALEVI et al., 2012, 2014, 2017; GARDIM et al., 2014; PITA et a.,
2016), pois embora esses agrupamentos de espécies ndo sejam reconhecidos pelo
Cddigo Internacional de Nomenclatura Zoolégica (ICNZ, 1999), Justi et al. (2014)
destacam que eles devem representar grupos naturais (grupos monofiléticos).

T. melanocephala Neiva & Pinto, 1923, T. vitticeps (Stal, 1859) e T.

tibiamaculata (Pinto, 1926) foram inicialmente agrupados no subcomplexo



brasiliensis (SCHOFIELD e GALVAO, 2009). Contudo, andlises cariossistematicas
sugeriram a exclusdo das espécies desse subcomplexo (ALEVI et al., 2012). Dados
morfoldgicos, citogenéticos e filogenéticos agruparam T. melanocephala e T.
vitticeps em um novo subcomplexo intitulado T. vitticeps (ALEVI et al., 2017). Além
disso, curiosamente, as reconstrucdes filogenéticas apontaram para maior relacéo
de proximidade entre T. tibiamaculata com o género Panstrongylus Berg, 1879,
mostrando que essa espécie € um taxon irmao de P. megistus (Burmeister, 1835)
(HYPSA et al., 2002; GARDIM et al., 2014).

O status especifico de diversas espécies agrupadas no subcomplexo T.
brasiliensis (ESPINOLA, 1971; COSTA et al., 2003; MENDONCA et al., 2014, 2016;
ALEVI et al., 2018) foi corroborado por meio de cruzamentos experimentais, pois
com base no conceito biologico de espécie apresentado por Mayr et al. (1963) e
Dobzhansky (1970) [‘espécies sdo grupos de populagbes naturais que se
intercruzam real ou potencialmente e que sao isoladas reprodutivamente de outros
grupos (produzindo qualquer incompatibilidade reprodutiva entre o0s parentais,
esterilidade dos hibridos ou ambos)”], a caracterizacdo de barreiras reprodutivas pré
ou pos-zigoticas permite confirmar o status especifico das espécies.

Além da taxonomia, 0s cruzamentos experimentais também séo ferramentas
usadas na sistematica, uma vez que a relacao evolutiva entre as espécies pode ser
avaliada tanto pela analise das barreiras reprodutivas interespecificas como pelo
grau de homeologia dos cromossomos dos hibridos (que é resultante da combinacéo
de dois genomas diferentes), pois para que ocorra pareamento entre dois genomas
distintos € necessario que haja, pelo menos, 80% de homeologia entre o0s
cromossomos (RILEY, 1966). Enquanto todas as espécies do subcomplexo
brasiliensis conseguem hibridizar [pela relacdo de proximidade filogenética das
espécies — grupo monofilético — (OLIVEIRA et al., 2018)], ou seja, ndo apresentam
barreiras pré-zigoticas interespecificas (COSTA et al., 2003; MENDONCA et al.,
2014), quando T. brasiliensis foi cruzado com espécies de outros subcomplexos,
como T. sordida e T. infestans (PERLOWAGORA-SZUMLEWICS e CORREIA,
1972), os ovos foram inférteis [pela maior distancia filogenética (JUSTI et al., 2014)].

Segundo Dewey (1982), analises gendmicas classicas (que envolvem a
avaliacgdo do comportamento dos cromossomos na metafase | em hibridos
interespecificos) permitem o estabelecimento de estruturas filogenéticas e podem

ser empregadas na definicAo de posicionamentos taxonémicos e evolutivos das



espécies. Essa ferramenta foi utilizada na subfamilia Triatominae para avaliar a
associacao de T. lenti Sherlocki & Serafim, 1967 e T. bahiensis Sherlocki & Serafim,
1967 com o subcomplexo brasiliensis e, com base no alto grau de homeologia
observado nas metafases |, a relacdo evolutiva dessas espécies com o subcomplexo
foi confirmada (MENDONCA et al., 2014; ALEVI et al. 2018).

Os mecanismos de isolamento reprodutivo pré-zigoticos (MAYR, 1963;
DOBZHANSKY, 1970) conhecidos na subfamilia Triatominae sao:

a) Isolamento ecoldgico

Como exemplo classico para esse tipo de isolamento reprodutivo, podemos
utilizar T. infestans e T. platensis Neiva, 1913 que sao espécies que derivaram de
um ancestral comum (JUSTI et al.,, 2014), mas apresentam habitos diferentes, a
saber, T. infestans esta associado a regides domiciliares e se alimenta de sangue de
mamiferos (GALVAO, 2014) e T. platensis esta associada com ninhos de aves e se
alimenta, preferencialmente, do sangue desses vertebrados (ABALOS e
WYGODZINSKY, 1951). O unico elo que permite a relacdo entre essas espécies sao
os galinheiros (ABALOS, 1948; BARRETTO, 1976).

b) Isolamento mecéanico

Na subfamilia Triatominae, o isolamento mecanico esta associado com a
incompatibilidade das genitdlias 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 Romafia & Abalos, 1947 (USINGER et al., 1966).
Abalos (1948) sugere que, possivelmente, o tamanho da genitédlia masculina de T.

delpontei possa estar relacionado com a incompatibilidade na copula.

c) Isolamento gamético

Embora nunca analisado entre os triatomineos, esse tipo de isolamento pré-
zigGtico 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 Pinto & Barreto, 1925
(ESPINOLA, 1971), pois, equivocadamente, quando os cruzamentos ndo resultam

em hibridos (mesmo que em apenas uma das dire¢Bes), é sugerido que a



incompatibilidade das genitdlias tenha ocorrido entre os parentais, sem que a

morfologia dos gametas ou, até mesmo, das genitalias seja analisada.

Jd& o0s mecanismos de isolamento pos-zigéticos (MAYR, 1963;
DOBZHANSKY, 1970) analisados até o0 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 geracao hibrida (F1). Esse fendbmeno evolutivo pode ser representado pelo
cruzamento entre T. mexicana (Herrich-Schaeffer, 1848) e as seis espécies de
Meccus Stal, 1859 (MARTINEZ-IBARRA et al., 2011). Essa inviabilidade dos
hibridos apresentada para o cruzamento entre espécies de géneros diferentes é
extremamente importante do ponto de vista taxondmico, pois ressalta o status de
cada género [0 género Meccus, 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 geracéo hibrida (F2), pois sao estéreis (disgenesia gonadal) ou
produzem gametas inviaveis (resultantes de anomalias cromossémicas durante a
espermatogénese), como acontece, por exemplo, para os hibridos resultantes entre
0 cruzamento experimental entre T. infestans e T. rubrovaria (Blanchard, 1843) (que
apresentam auséncia de pareamento ou pareamento trivalente entre o0s
cromossomos homologos) (PEREZ et al., 2005), assim como para os hibridos do
cruzamento entre T. sordida e T. pseudomaculata (SCHEREIBER et al., 1974) (que

apresentaram espermatides e espermatozoides gigantes e anémalos).

c) Desmoronamento do hibrido

Esse tipo de isolamento poés-zigotico foi recentemente descrito para 0s
triatomineos e estd relacionado com a inviabilidade hibrida a partir da F2,
ressaltando a importancia das andlises da viabilidade hibrida até, pelo menos, a

terceira geracdo (F3) antes de sugerir eventos de sinonimizagdo entre espécies de
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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 os cromossomos homeodlogos. 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 inviaveis (fendbmeno confirmado pela taxa de eclosdo dos ovos que

resultariam em F3).

2. OBJETIVO GERAL
Analisar a relacdo evolutiva entre T. melanocephala, T. vitticeps e T.
tibiamaculata com o subcomplexo T. brasiliensis, por meio de cruzamentos

experimentais.

2.1 Objetivos especificos

a. Realizar cruzamentos experimentais entre T. melanocephala, T. vitticeps e T.
tibiamaculata com T. brasiliensis;

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

3. MATERIAL E METODOS

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 interespecificos
entre T. vitticeps, T. melanocephala e T. tibiamaculata com T. brasiliensis foram
realizados em ambas as diregbes (Figura 1) [assim como cruzamentos
intraespecificos também foram realizados entre os parentais e utilizados como
parametro de comparacéao (grupo controle) (MARTINEZ-IBARRA et al., 2008)]. Para
garantir que toda a prole fosse resultante do cruzamento experimental, foram
utilizadas ninfas de quinto instar (N5) machos e fémeas [caracterizadas de acordo
com a metodologia de Rosa et al. (1992)] para ambas as espécies parentais
(MARTINEZ-IBARRA et al., 2011), uma vez que os triatomineos s6 atingem a

maturidade sexual apdés a muda imaginal. Além disso, para garantir a viabilidade dos
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cruzamentos e a efetividades dos resultados, pelo menos seis casais (sendo trez
réplicas para cada dire¢cdo) foram formados para cada teste de cruzamento
experimental. Os casais foram mantidos separadamente em potes de plastico (5 cm
de diametro, 10 cm de altura) com uma sanfona vertical de papeldo (para maior
movimentacdo e facilidade na alimentacdo desses insetos) (BELISARIO et al.,
2007), em temperatura ambiente e foram alimentados semanalmente com sangue

de pato, uma vez que as aves sao refratarias ao T. cruzi.

. Cd
1 &
D <,
4 4
. Cnm
1 &
3 D
Figura 1. Fluxograma representado os cruzamentos experimentais que foram
realizados durante o experimento. A: Cruzamentos experimentais entre 0s parentais
[T. vitticeps (P1) e T. brasiliensis (P2)/T. melanocephala (P1) e T. brasiliensis
(P2)/T .tibiamaculata (P1) e T. brasiliensis (P2)], nas duas dire¢des. B: Hibridos que
poderiam ter eclodido dos cruzamentos experimentais (F1), caso nao fossem
detectadas barreiras reprodutivas pré-zigéticas. C: Cruzamentos experimentais que
poderiam ser realizados entre os hibridos (F1) provenientes de cada geragéo, caso
nao fossem inviaveis (inviabilidade do hibrido) ou inférteis (esterilidade do hibrido).

D: Segunda geracédo hibrida (F2) que poderia eclodir, caso ndo existissem barreira

intraespecifica pré ou pos-zigdtica instalado entre os cruzamentos realizados.
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Os casais foram acompanhados rotineiramente para analise e possivel
fotodocumentagcdo das cépulas, assim como realizado por Campos-Soto et al.
(2016). Além disso, semanalmente os ovos foram coletados, contabilizados e
separados em um novo pote de plastico para avaliar a taxa de eclosdo. Apés a
eclosdo das ninfas, o desenvolvimento (N1 até N5) e a taxa de mortalidade também
foram acompanhados semanalmente (BELISARIO et al., 2007).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Artigo (submetido para publicagdo na revista internacional Infection,
Genetics and Evolution)

Isolamentos preé-zigotico confirma a excluséo de Triatoma melanochephala, T.
vitticeps e T. tibiamaculata do subcomplexo T. brasiliensis (Hemiptera,

Triatominae)

Prezygotic isolation confirms the exclusion of Triatoma melanocephala, T.
vitticeps and T. tibiamaculata of the T. brasiliensis subcomplex (Hemiptera,

Triatominae)

Jodo Marcos dos Santos Neves? Paulo Sergio de SousaP, Jader de Oliveira?,
Amanda Ravazi®’, Fernanda Fernandez Madeira®, Yago Visinho dos Reis®, Ana
Beatriz Bortolozo de Oliveira®, Heloisa Pinotti?, Maria Tercilia Vilela de Azeredo-

Oliveira®, Jodo Aristeu da Rosa?, Kaio Cesar Chaboli Aleviab*

a Laboratoério de Parasitologia, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
FCFAR/UNESP, Rodovia Araraquara-Jad km 1, 14801-902, Araraquara, SP, Brasil.

b Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
IBB/UNESP, Rua Dr. Anténio Celso Wagner Zanin, 250, Distrito de Rubido Janior,
18618-689, Botucatu, SP, Brasil.
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¢ Laboratério de Biologia Celular, Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
IBILCE/UNESP, Rua Cristovao Colombo 2265, 15054-000, S&o José do Rio Preto,
SP, Brasil.

Resumo

A doenca de Chagas ¢é causada pelo Trypanosoma cruzi e transmitida
principalmente pelos triatomineos. Triatoma é um grupo parafilético e as espécies
desse género sdo agrupadas em complexos e subcomplexos. Dados morfolégicos e
de distribuicdo geogréfica agruparam inicialmente T. melanochephala, T. vitticeps e
T. tibiamaculata no subcomplexo T brasiliensis. Entretanto, analises cariotipicas e
filogenéticas sugeriram a exclusdo dessas espécies desse subcomplexo.
Considerando que estudos sobre cruzamentos experimentais podem ajudar a
entender a sistematica das espécies, noés realizamos cruzamentos experimentais
entre T. melanocephala, T. vitticeps e T. tibiamaculata com T. brasiliensis. Nenhum
cruzamento resultou em hibridos. Levando em consideracdo que as espécies do
subcomplexo T. brasiliensis ndo apresenta barreiras pré-zigoticas interespecifica, a
caracterizacao de barreira reprodutiva mostra que T. melanocephala, T. vitticeps e T.
tibiamaculata ndo apresentam relacdo de proximidade evolutiva com as espécies
desse subcomplexo. Assim, nos confirmamos a exclusdo dessas espécies do
subcomplexo T. brasiliensis e enfatizamos a importancia de cruzamentos

experimentais para estudos evolutivos.

Abstract

Chagas disease is caused by the Trypanosoma cruzi and transmitted mainly by
triatomines. Triatoma is a paraphyletic group and the species of this genus are
grouped into complexes and subcomplexes. Morphological data and geographical
distribution grouped initially T. melanocephala, T. vitticeps and T. tibiamaculata in the
T. brasiliensis subcomplex. However, karyotypic and phylogenetic analysis
suggested the exclusion of these species from this subcomplex. Considering that
studies of experimental crosses can help to understand the systematics of species,
we performed experimental crosses between T. melanocephala, T. vitticeps and T.
tibiamaculata with T. brasiliensis. No crosses resulted in hybrids. Taking into account

that the species of the T. brasiliensis subcomplex do not present interspecific
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prezygotic barriers, the characterization of reproductive barriers shows that T.
melanocephala, T. vitticeps and T. tibiamaculata do not present an evolutionary
proximity relationship with the species of this subcomplex. Thus, we confirmed the
exclusion of these species from the T. brasiliensis subcomplex and we emphasize

the importance of experimental crosses for evolutionary studies.

Palavras chaves: Vetores de doenca de Chagas; sistematica; isolamento

reprodutivo.

Key words: Chagas disease vectors; systematics; reproductive isolation

Short Communication

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is a potentially
life-threatening illness caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909)
(Kinetoplastida, Trypanosomatidae). It is still extremely prevalent in 21 Latin
American countries, where it is mostly vector-borne. The main vector involved in the
transmission of the parasite to humans is a triatomine bug, also known as a ‘kissing
bug’. An estimated 8 million people are infected worldwide, mostly in Latin America.
In addition, it is also estimated that over 10 000 people die every year from clinical
manifestations of Chagas disease, and more than 25 million people risk acquiring the
disease (WHO, 2019).

Vector control remains the most useful method to prevent new chagasic
patients (WHO, 2019). Currently were descript 154 species of triatomines (151 living
species and three fossils) assigned to 19 genera and five tribes (Oliveira and Alevi,
2017; Dorn et al., 2018; Oliveira et al., 2018; Lima-Cordon et al., 2019; Nascimento
et al., 2019; Poinar, 2019). Although Triatoma Laporte, 1832 (Triatomini tribe),
Panstrongylus Berg, 1879 (Triatomini tribe) and Rhodnius Stal, 1859 genus
(Rhodniini tribe) are the most important genus from the epidemiological point of view
(Justi et al., 2014), all the species are considered as potential Chagas disease
vectors.

The Triatoma genus is a paraphyletic group (Justi et al., 2014). The species of
this genus are grouped into complexes and subcomplexes (Lucena, 1970; Schofield
and Galvéao, 2009; Justi et al., 2014; Alevi et al., 2017). Although according to the

International Code of Zoological Nomenclature (ICZN, 1999) the complex and
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subcomplex are not valid groupings, they must represent natural groups, namely,
monophyletic groups (Justi et al., 2014). Initially, the complexes and subcomplexes
were proposed based only on geographic distribution (Lucena, 1970). Subsequently,
with the use of morphological data (Lent and Wygodzinsky, 1979) and their
association (Schofield and Galvao, 2009). Furthermore, with the application of
genetic techniques (such as cytogenetic and molecular analysis), some groupings
were reorganized because they did not represent natural groups (Alevi et al., 2012,
2017; Gardim et al., 2014, Justi et al., 2014; Pita et al., 2016)

Morphological data and geographical distribution grouped initially T.
melanocephala Neiva and Pinto, 1923, T. vitticeps (Stal, 1859) and T. tibiamaculata
(Pinto, 1926) in the T. brasiliensis subsubcomplex (Schofield and Galvao, 2009).
With the availability of karyotypic data, it was suggested the exclusion of species
from this subcomplex (Alevi et al., 2012), because they present chromosome
numbers different from all Southern America Triatoma species. Phylogenetic analysis
confirmed the exclusion of T. melanocephala, T. vitticeps and T. tibiamaculata from
the T. brasiliensis subcomplex, since these species do not share common ancestry
(Gardim et al., 2014).

From a systematic point of view, the degree of relatedness of species can be
evaluated through the characterization of prezygotic or postzygotic reproductive
barriers, i.e., evolutionarily more distant species have pre-zygotic barriers that
prevent the formation of hybrids [as, for example, T. brasiliensis Neiva, 1911 x T.
sordida (Stal, 1859) and T. brasiliensis x T. infestans (Klug, 1834) (Perlowagora-
Szumlewics and Correia, 1972)], while evolutionarily closer species can produce
hybrids that will be later unfeasible (hybrid breakdown) by postzygotic barriers such
as hybrid inviability [as occurs between T. mexicana (Herrich-Schaeffer, 1848) x
Meccus spp. (Martinez-lbarra et al., 2011)], hybrid sterility [as occurs between T.
infestans x T. rubrovaria (Blanchard, 1843) (Pérez et al., 2005)], or hybrid collapse
[as occurs between T. lenti Sherlock and Serafim, 1967 x T. sherlocki Papa, Jurberg,
Carcavallo, Cerqueira and Barata, 2002 (Mendonca et al., 2014)]. Based on the
above, we performed experimental crosses between T. melanocephala, T. vitticeps
and T. tibiamaculata with T. brasiliensis, with systematic focus.

In order to evaluate the reproductive compatibility (Mayr, 1963) between T.
melanocephala, T. vitticeps and T. tibiamaculata with T. brasiliensis subcomplex,

reciprocal experimental crosses were conducted [as T. brasiliensis species
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subcomplex show chromosomal homogeneity (Panzera et al., 2000; Alevi et al.,
2013, 2014; Mendonca et al., 2016; Guerra et al., 2019), T. brasiliensis was selected
for crosses] (Table 1). The experimental crosses were conducted in the Triatominae
insectary of the School of Pharmaceutical Sciences, Sdo Paulo State University
(UNESP), Araraquara, Sao Paulo, Brazil, in according to the experiments of Costa et
al. (2003) and Mendonga et al. (2014): the insects were sexed as 5th instar nymphs,
and males and females were kept separately until they reached the adult stage in
order to guarantee the virginity of the insects used in the crosses. For the
experimental crosses, three couples from each set were placed in plastic jars
(diameter 5 cm x height 10 cm) and kept at room temperature. Furthermore,
intraspecific crosses were also performed for group control (except for T.
tibiamaculata because there were few specimens in the colony and we prioritized the
experimental crosses) (Table 1). The eggs were collected weekly throughout the
female’s oviposition periods and the egg fertility rate was calculated (Table 1).

The crosses between T. melanocephala, T. vitticeps and T. tibiamaculata with
T. brasiliensis did not result in hybrids (Table 1). The presence of prezygotic
reproductive barriers shows that these species do not present an evolutionary
proximity relationship, corroborating the cytogenetic (Alevi et al., 2012, 2014) and
molecular data (Gardim et al., 2014) which demonstrate that these species should
not be included in the T. brasiliensis subcomplex.

The species of the T brasiliensis subcomplex [T. brasiliensis, T. juazeirensis
Costa and Félix, 2007, T. melanica Neiva and Lent, 1941, T. petrocchiae Pinto and
Barreto, 1925, T. lenti Sherlock and Serafim, 1967, T. bahiensis Sherlock and
Serafim, 1967, T. sherlocki Papa et al., 2002, and the subspecies T. b.
macromelanosoma Galvao, 1965] are not reproductively isolated [possibly by the
relation of phylogenetic proximity of the species, since it is a monophyletic group
(Oliveira et al., 2018)], being possible to obtain hybrids by experimental crosses in all
directions (Costa et al., 2003; Correia et al., 2013; Mendonca et al., 2014, 2016). It is
believed that postzygotic barriers, as the hybrid collapse, characterized for the
crosses between T. lenti and T. sherlocki and T. lenti and T. bahiensis (Mendonca et
al., 2014; Alevi et al., 2018), are responsible for hybrid breakdown of this subcomplex
in the nature.

However, when the species of T. brasiliensis subcomplex were crossed with

species of other subcomplexes that are phylogenetically distant (Justi et al., 2014,
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2016), such as T. sordida and T. infestans (Perlowagora-Szumlewics and Correia,
1972), the eggs were infertile, confirming that T. melanocephala, T. vitticeps and T.
tibiamaculata are not part of this subcomplex and should be regrouped [T.
melanocephala and T. vitticeps were recently grouped into a new subcomplex called
T. vitticeps (Alevi et al., 2017)].

Thus, we confirmed the exclusion of T. melanocephala, T. vitticeps and T.
tibiamaculata from the T. brasiliensis subcomplex and we emphasize the importance

of experimental crosses for evolutionary studies.
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Table 1. Intraspecific (control group) and interspecific experimental crosses
performed between T. melanocephala, T. vitticeps, T. tibiamaculata and T.
brasiliensis.

Experimental crosses Number of eggs Egg
Fertility
Cl C2 C3 Total
T. brasiliensis @ x T. vitticeps & 28 32 30 90 0%
T. vitticeps @ x T. brasiliensis & 84 40 23 147 0%
T. brasiliensis @ x T. melanocephala & 19 21 23 63 0%
T. melanocephala Q@ x T. brasiliensis § 28 24 26 78 0%
T. brasiliensis @ x T. tibiamaculata & 123 34 36 193 0%
T. tibiamaculata @ x T. brasiliensis & 25 08 27 60 0%
Control experiments Cl C2 C3 Total
T. brasiliensis @ x T. brasiliensis & 79 192 - 271 59%
T. melanocephala @ x T. melanocephala 60 51 191 302 63%
d
T. vitticeps @ x T. vitticeps & 39 172 142 353 70%

5. CONCLUSAO

Com base na caracterizacdo de barreiras pré-zigéticas instaladas entre T.
melanocephala, T. vitticeps e T. tibiamaculata quando cruzados com um membro do
subcomplexo T. brasiliensis (T. brasiliensis) e, levando em consideragcdo que as
espécies agrupadas nesse subcomplexo ndo apresentam barreiras pré-zigoticas
(COSTA et al., 2003; CORREIA et al., 2013; MENDONCA et al., 2014, 2016), pode-

se concluir que T. melanocephala, T. vitticeps e T. tibiamaculata n&do apresentam
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relacdo evolutiva e, consequentemente, ndo fazem parte do subcomplexo T.

brasiliensis.
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