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Resumo

Triatoma melanocephala e T. vitticeps foram inicialmente agrupados no subcomplexo
T. brasiliensis. Contudo, analises cariossistematicas demonstraram que essas espécies
ndo deveriam ter sido agrupadas com as espécies desse subcomplexo. Recentemente,
T. melanocephala e T. vitticeps foram agrupadas em um novo subcomplexo intitulado
T. vitticeps. Essas espécies sdo irmas, compartilham caracteristicas morfologicas e
citogenéticas e, sobretudo, existem relatos de possiveis hibridos naturais ocorrendo na
natureza. Como essas espécies estdo isoladas reprodutivamente de todos os
triatomineos da América do Sul (pela divergéncia no nimero de cromossomos),
consideramos importante realizar cruzamentos experimentais e avaliar se existem
barreiras reprodutivas instaladas entre as espécies do subcomplexo T. vitticeps, pois
acredita-se que diversos fatores, como as atuais mudancas climéaticas e ambientais
provocadas pelo homem, provavelmente, influenciardo no aumento da probabilidade
de hibridacdo para as comunidades futuras, pois estédo reorganizando as assembleias
de espécies e derrubando as barreiras reprodutivas fisicas, temporais e
comportamentais, o que pode resultar em eventos de extincdo, introgressao, ou, até
mesmo, especiacdo. Assim, analisou-se se as espécies do subcomplexo T. vitticeps
apresentam barreiras reprodutivas pré e/ou pds-zigéticas, por meio de cruzamentos
experimentais e analise dos hibridos resultantes até a segunda geracdo (F2), com
énfase na andlise da dindmica evolutiva dos cruzamentos experimentais (cOpula
interespecifica, oviposicdo, eclosdo e desenvolvimento dos hibridos), bem como na
analise da viabilidade reprodutiva dos hibridos (espermatogénese e morfologia das
gbnadas masculinas e femininas). Os cruzamentos entre @ 7. vitticeps X T.
melanocephala & ndo resultaram em hibridos, caracterizando, dessa forma, barreira
pré-zigdtica (possivelmente associada com isolamento gamético ou incompatibilidade
gendmica). J& os cruzamentos entre Q@ 7. melanocephala X T. vitticeps & produziram
hibridos que, ap6s chegar a fase adulta, foram estéreis (barreira pos-zigética de
esterilidade do hibrido) e apresentaram disgenesia gonadal bilateral (sem formacéo de
gametas), confirmando o status especifico de T. vitticeps e T. melanocephala, com
base no conceito biologico de espeécie.

Palavras-chave: Triatomineos; Hibridos; Cruzamentos experimentais; Doenca de

Chagas



Abstract

Triatoma melanocephala and T. vitticeps were initially grouped in the T. brasiliensis
subcomplex. However, karyosystematic analyzes showed that these species should
not have been grouped with the species of this subcomplex. Recently, T.
melanocephala and T. vitticeps have been grouped into a new subcomplex entitled T.
vitticeps. These species are sisters, share morphological and cytogenetic
characteristics and, above all, there are reports of possible natural hybrids occurring
in nature. As these species are reproductively isolated from all triatomines in South
America (due to the divergence in chromosome numbers), we consider it important to
conduct experimental crosses and to evaluate if there are reproductive barriers
installed between T. vitticeps subcomplex species, as it is believed that several
factors, as the current climate and environmental changes caused by man, probably
influence the increased likelihood of hybridization for future communities, as they are
reorganizing the assemblies of species and breaking down the physical reproductive
barriers, temporal and behavioral, which can result in events of extinction,
introgression, or even speciation. Thus, we analyzed whether the species of the T.
vitticeps subcomplex present pre and/or post-zygotic reproductive barriers through
experimental crosses and analysis of the resulting hybrids until the second generation
(F2), with emphasis on the evolutionary dynamics of the species. Experimental
crosses (interspecific copulation, oviposition, hatching and development of hybrids),
as well as the analysis of reproductive viability of hybrids (spermatogenesis and
morphology of male and female gonads). Crossings between @ T. vitticeps X T.
melanocephala &' did not result in hybrids characterizing prezygotic barrier (possibly
associated with gametic isolation or genomic incompatibility). The crosses between
Q@ T. melanocephala x T. vitticeps &' produced hybrids that, after reaching adulthood,
were sterile (post-zygotic hybrid sterility barrier) and presented bilateral gonadal
dysgenesis (without gamete formation), confirming the status of T. vitticeps and T.

melanocephala, based on the biological species concept.

Keywords: Triatomines; Hybrids; Experimental crossings; Chagas disease



1. INTRODUCAO

Em 1907, o médico e pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano Chagas foi
encaminhado a Minas Gerais, Brasil, pelo Dr. Oswaldo Gongalves Cruz, a fim de
executar a campanha antimalérica nos servicos de constru¢do da estrada de ferro
central do Brasil. Em contato com a populacédo local, teve a informacéo da existéncia
de um hemat6fago conhecido como barbeiro, que habitava casas de paredes nédo
rebocadas e telhados de capim (choupanas) e atacava o homem no periodo noturno
(CHAGAS, 1909). Ao examinar o inseto Conorhinus megistus Burmeister, 1835
(Hemiptera, Triatominae), atualmente conhecido como Panstrongylus megistus
(Burmeister, 1835), verificou em suas fezes a presenca de um protozoario, até entdo,
desconhecido. Assim, o renomado pesquisador descreveu uma nova espécie de
Trypanosoma  [Trypanosoma  cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida,
Trypanosomatidae)], bem como toda a cadeia epidemioldgica da doenca, que
posteriormente foi denominada “moléstia de Chagas” (CHAGAS, 1909). Desse
modo, Chagas identificou, ndo apenas o agente etiol6gico, mas também o vetor, o
reservatorio silvestre e o primeiro registro da doenca em humanos, sem contar com 0s
recursos tecnoldgicos atuais (AMATO NETO e PASTERNAK, 2009).

A tripanossomiase americana, também conhecida como doenca de Chagas, é
uma antropozoonose frequente nas Américas que tem como agente etioldgico o
protozoario flagelado T. cruzi (WHO, 2018). Mesmo ap06s 110 anos de sua descricao,
essa doenca € considerada uma das principais endemias da América Latina, devido ao
impacto social e econdmico gerado, afetando, aproximadamente, oito milhdes de
pessoas no continente latino-americano, sendo transmida, principalmente, pelas fezes
de insetos hematofagos pertencentes a subfamilia Triatominae (Hemiptera,

Heteroptera) (uma vez que esses insetos tem o habito de defecar durante o repasto
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sanguineo e, caso estejam infectados pelo T. cruzi, liberam o parasito pelas fezes,
ocasionando a contaminacgéo do hospedeiro vertebrado) (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; POINAR, 2019,
NASCIMENTO et al., 2019). Com base, principalmente, em dados morfologicos e na
disposicdo geografica, os triatomineos do género Triatoma Laporte, 1832 foram
inicialmente agrupados em oito subcomplexos especificos, a saber, T. dimidiata, T.
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 das espeécies, diversos subcomplexos foram
reagrupados (ALEVI et al., 2012, 2014; GARDIM et al., 2014; PITA et a., 2016),
pois embora esses agrupamentos de espécies ndo sejam reconhecidos pelo Cddigo
Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICNZ, 1999), Justi et al. (2014) destacam
que eles devem representar grupos naturais (grupos monofiléticos).

Triatoma melanocephala Neiva & Pinto, 1923 e T. vitticeps (Stal, 1859)
foram inicialmente agrupados no subcomplexo T. brasiliensis (SCHOFIELD e
GALVAO, 2009). Contudo, analises cariotipicas demonstraram que essas espécies
ndo deveriam ter sido agrupadas com as espécies do subcomplexo T. brasiliensis,
pois apresentam nimero de cromossomos totalmente diferente (ALEVI et al., 2012).
Recentemente, Alevi e colaboradores (2017), com base em dados morfoldgicos,
citogenéticos e suporte filogenético, agruparam-nas em um novo subcomplexo
intitulado T. vitticeps. Esse subcomplexo pode ser diferenciado de todos os
subcomplexos da América do Sul (T. brasiliensis, T. infestans, T. maculata, T.

matrogrossensis, T. rubrovaria e T. sordida) pela cariossistematica, pois enquanto T.
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melanocephala e T. vitticeps apresentam 2n = 24 cromossomos (2n = 20 +
X1X2X3Y), as outras espécies de Triatoma da América do Sul apresentam 22
cromossomos (2n =20 + XY) (ALEVI et al., 2018).

Um recente estudo que associa dados geologicos e filogenéticos sugere que o
ancestral das espécies do subcomplexo T. vitticeps chegou a costa do Atlantico por
dispersdo e se diversificou antes da elevacdo do norte Andino (23-10 Ma) (JUSTI et
al., 2016). T. melanocephala e T. vitticeps sdo taxons irmdos (GARDIM et al., 2014;
JUSTI et al., 2016) que compartilham caracteristicas morfoldgicas (SHERLOCK e
GUITTON, 1980) e citogenéeticas (ALEVI et al., 2012, 2017). Séo espécies
endémicas do Brasil (GALVAO, 2014) e existem relatos de possiveis hibridos
naturais coletados na natureza (ALEVI et al., 2017). Como essas espécies estdo
isoladas reprodutivamente de todos os triatomineos da América do Sul, pois o nimero
de cromossomos atua como uma importante barreira de isolamento reprodutivo para
Triatominae (ALEVI, KCC, comunicacdo pessoal), consideramos importante realizar
cruzamentos experimentais e avaliar se existem barreiras reprodutivas instaladas entre
as espécies do subcomplexo T. vitticeps, pois acredita-se que diversos fatores (como
as atuais mudancas climaticas e ambientais provocadas pelo homem), provavelmente,
influenciardo no aumento da probabilidade de hibridacdo para as comunidades futuras
(pois estdo reorganizando as assembleias de espécies e derrubando as barreiras
reprodutivas fisicas, temporais e comportamentais), 0 que pode resultar em eventos
de extingdo, introgressao ou, até mesmo, especia¢do (CHUNCO, 2014).

O status especifico de diversas espécies agrupadas nos complexos T.
brasiliensis (COSTA et al., 2003, 2009; CORREIA et al., 2013; MENDONCA et
al., 2014, 2016; ALEVI et al., 2018), T. phyllosoma (MARTINEZ-IBARRA et al.,

2005, 2008, 2011) e T. dimidiata (GARCIA et al., 2013) foram corroborados por
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meio de cruzamentos experimentais. Com base no exposto, fica claro que a realizacéo
de cruzamentos experimentais e a andlise de fatores associados com os hibridos,
como, por exemplo, taxa de eclosdo, taxa de mortalidade, proporcéo entre machos e
fémeas [para avaliar a regra de Haldane que prediz que o primeiro sexo afetado na
prole hibrida é o heterogamético, ou seja, XY no caso dos tritomineos (TURELLI e
ORR, 1995)] e viabilidade reprodutiva, também 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 populacdes naturais que se intercruzam real ou potencialmente e que sdo
isoladas reprodutivamente de outros grupos (produzindo qualquer incompatibilidade
reprodutiva entre os parentais, esterilidade dos hibridos ou ambos)”.

Diversos outros exemplos de cruzamentos experimentais interespecificos
podem ser observados em triatomineos (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-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; CAMPQOS-SOTO et al., 2016; NEVES et al.,
2020). Essas analises apresentam grande valor cientifico, principalmente para os
cruzamentos resultantes em ovos inférteis (isolamento reprodutivo pré-zigético) ou
hibridos inviaveis (isolamento reprodutivo pos-zigotica), pois o estudo dos
cruzamentos experimentais e dos hibridos resultantes possibilita ajudar a

compreender a sistematica deste grupo de vetores e auxiliar na analise dos
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mecanismos de isolamento que limitam o fluxo génico entre as diferentes espécies
(ARNOLD, 1997; PEREZ et al., 2005). A hibridacio experimental também pode ser
empregada para estabelecer o papel da hibridacdo natural na geracdo de novas
variantes que podem resultar na evolucdo adaptativa e/ou na fundacdo de novas

linhagens evolutivas (ARNOLD, 1997; PEREZ et al., 2005).
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6. CONCLUSAO

Com base no exposto, foi possivel caracterizar as barreiras reprodutivas que
inviabilizam o fluxo génico entre T. vitticeps e T. melanocephala, a saber, barreira
pré-zigética para o cruzamento entre Q@ 7. vitticeps X T. melanocephala J,
possivelmente associada com isolamento gamético ou incompatibilidade genémica, e
barreira pds-zigotica por esterilidade do hibrido entre @ 7. melanocephala x T.
vitticeps &, confirmando o status especifico das espécies do subcomplexo T. vitticeps,

com base no conceito bioldgico de espécie.
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