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RESUMO

A tribo Rhodniini € composta pelos géneros Rhodnius e Psammolestes. As espécies
do género Rhodnius apresentam uma taxonomia complexa, com eventos de
plasticidade fenotipica e especiacdo criptica que dificultam a correta classificacao
desses vetores. Além disso, acredita-se que R. milesi represente apenas um
polimorfismo fenotipico de R. neglectus. Estudos de sistematica filogenética também
tem agrupado R. milesi com R. neglectus e sugerido que sejam a mesma espécie.
No entanto, algumas diferencas nas estruturas das genitélias femininas e no padréao
de células exocoriais foram observadas. Com base na importancia do estudo das
barreiras pré e pos-zigoticas, bem como da reconstrucdo filogenética para a
taxonomia integrativa de Triatominae, avaliamos o status especifico de R. milesi, por
meio cruzamentos experimentais entre R. milesi e R. neglectus e estudos de
sistematica filogenética. Hibridos de primeira geracéo (F1) foram obtidos para ambas
as direcbes, demonstrando auséncia de barreiras reprodutivas pré-zigoticas. Esses
hibridos chegaram até a fase adulta, foram intercruzados e prole hibrida de segunda
geracdo (F2) foi obtida (demonstrando auséncia das barreiras pos-zigoticas de
inviabilidade e esterilidade do hibrido). Posteriormente, os hibridos F2 foram
intercruzados e hibridos de terceira geracdo (F3) foram obtidos (demonstrando
possivel auséncia de desmoronamento do hibrido). Além das taxas de eclosdo que
foram muito préximas entre os cruzamentos interespecificos e intraespecificos
(acima de 80%), avaliamos as taxas de mortalidade dos hibridos F1 — cerca de 39%
para os cruzamentos entre R. milesi @ x R. neglectus & e 33% para os cruzamentos
entre R. neglectus @ x R. milesi & — e realizamos andlises citogenéticas das
gonadas masculinas que demonstram auséncia de inviabilidade do hibrido (pelas
taxas de mortalidade) e auséncia de esterilidade do hibrido (por ndo apresentarem
erros meioticos), respectivamente. Por fim, a reconstrugéo filogenética com o gene
Citocromo B agrupou R. milesi em R. neglectus em um Unico clado, demonstrando
gue ambas representam um unico taxon. Dessa forma, realizamos a sinonimizacao

formal de R. milesi com R. neglectus.

Palavras-chave: Rhodniini. Hibridos. Cruzamentos experimentais. Taxonomia.

Sistematica Filogenética.



ABSTRACT

The Rhodniini tribe is composed of the genera Rhodnius and Psammolestes.
Species of the genus Rhodnius have a complex taxonomy, with phenotypic plasticity
and cryptic speciation events that make the correct classification of these vectors
difficult. Furthermore, R. milesi is believed to represent only a phenotypic
polymorphism of R. neglectus. Phylogenetic systematic studies have also grouped R.
milesi with R. neglectus and suggested that they are the same species. However,
some differences in the structures of female genitalia and the pattern of exochorial
cells were observed by Scanning Electron Microscopy. Based on the importance of
studying pre- and post-zygotic barriers, as well as phylogenetic reconstruction for the
integrative taxonomy of Triatominae, we evaluated the specific status of R. milesi,
through experimental crosses between R. milesi and R. neglectus and studies of
phylogenetic systematics. First generation hybrids (F1) were obtained in both
directions, demonstrating the absence of pre-zygotic reproductive barriers. These
hybrids reached adulthood, were intercrossed and second generation hybrids (F2)
offspring were obtained (demonstrating the absence of post-zygotic barriers of
inviability and sterility of the hybrid). Subsequently, F2 hybrids were intercrossed and
third generation hybrids (F3) were obtained (demonstrating possible absence of
hybrid collapse). In addition to the hatching rates that were very close between
interspecific and intraspecific crosses (above 80%), we evaluated the mortality rates
of F1 hybrids — around 39% for crosses between R. milesi @ x R. neglectus & and 33
% for crosses between R. neglectus ¢ x R. milesi & — and we carried out cytogenetic
analyzes of the male gonads, which demonstrated the absence of inviability of the
hybrid (due to mortality rates) and the absence of sterility of the hybrid (due to the
absence of meiotic errors), respectively. Finally, phylogenetic reconstruction with the
Cytochrome B gene grouped R. milesi and R. neglectus into a single clade,
demonstrating that both represent a single taxon. In this way, we formally

synonymized R. milesi with R. neglectus.

Keywords: Rhodniini. Hybrids. Experimental crosses. Taxonomy. Phylogenetic

Systematics.
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1. INTRODUCAO

Os triatomineos (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae) s&o insetos
hematofagos de grande importancia para a saude publica, pois sdo considerados
como a principal forma de transmissdo do protozoario Trypanosoma cruzi (Chagas,
1909) (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), agente etiolégico da doenca de Chagas
(WHO, 2023). Atualmente, existem 159 espécies, agrupadas em 18 géneros e cinco
tribos (Alberproseniini Martinez & Carcavallo, 1977, Bolboderini Usinger, 1944,
Cavernicolini Usinger, 1944, Triatomini Jeannel, 1919 e Rhodniini Pinto, 1926),
sendo todas consideradas como potenciais vetoras da doenca de Chagas (ALEVI et
al., 2021; OLIVEIRA-CORREIA et al.,, 2022, 2024; GIL-SANTANA et al., 2022;
TELLEZ-RENDON et al., 2023; ZHAO et al., 2023)

A tribo Rhodniini € composta por 23 espécies, sendo 20 pertencentes ao
género Rhodnius Stal, 1859 e trés ao género Psammolestes Bergroth, 1911 (Tabela
1) (RAVAZI et al., 2020; ZHAO et al., 2021). O género Rhodnius é considerado como
um grupo parafilético (JUSTI et al., 2014; MONTEIRO et al., 2018), pois as espécies
do grupo prolixus sdo evolutivamente mais proximas de Psammolestes spp. do que
dos outros grupos de Rhodnius (Figura 1) (JUSTI et al., 2014, 2016).

As espécies do género Rhodnius apresentam uma taxonomia complexa, pois
embora a diferenciacdo das espécies fosse, inicialmente, baseada apenas em
distincdes e similaridades morfolégica (LENT; WYGODZINSKY, 1979; HERNANDEZ
et al., 2020), eventos de plasticidade fenotipica (Figura 2) e especiacdo criptica
dificultam a correta classificacdo desses vetores (ABAD-FRANCH et al.,, 2013).
Durante a historia taxondbmica do grupo, cinco eventos de sinonimizacao
aconteceram, a saber, R. brumpti Pinto, 1925 com R. nasutus, R. dunni Pinto, 1932

com R. pallescens, R. jacundaensis Serra, Serra & Von Atzingen, 1980 [nomen



15

nudum] com R. marabaensis, Conorhinus limosus Walker, 1873 com R. pictipes e R.
prolixus e, mais recentemente, R. taquarusuensis Rosa et al., 2017 com R. neglectus

(GALVAO et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2019).

Figura 1. Filogenia de Rhodniini. Notar que as espécies de Rhodnius do grupo
prolixus sdo mais proximas de Psammolestes spp. do que das espécies dos grupos
pictipes e pallescens.

Cavemnicola pilosa

ol 99|— Rhodnius pallescens

—{0.98 L[ Rhodnius colombiensis | pallescens group
071 Rhodnius ecuadoriensis

0.99 — Rhodnius pictipes

:’i Rhodnius brethesi pictipes group

0 Rhodnius stali

—1°% Rhodnius neivai prolixus clade
Rhodnius domesticus _
0 Rhodnius neglectus prolixus group
084

Psammolestes coreodes

Psammolestes tertius

Fonte: Adaptada de Justi et al. (2016).

Figura 2. Exemplo de plasticidade fenotipica observado no género Rhodnius. A:
adulto padrao de R. nasutus; B: adulto dark morph de R. nasutus; C: ninfa de quinto
instar padrdo de R. nasutus; D: ninfa de quinto instar dark morph de R. nasutus.

Barra: 5mm.

Fonte: Adaptada de Dias et al. (2014).



Tabela 1. Espécies agrupadas na tribo Rhodniini.

Tribo Género Espécies

Rhodniini
Psammolestes P. arthuri (Pinto, 1926)
P. coreodes Bergroth, 1911
P. tertius Lent & Jurberg, 1965

Rhodnius . amazonicus Almeida, Santos & Sposina, 1973
. barretti Abad-Franch et al., 2013

. brethesi Matta, 1919

. colombiensis Mejia, Galvao & Jurberg, 1999
. dalessandroi Carcavallo & Barreto, 1976

. domesticus Neiva & Pinto, 1923

. ecuadoriensis Lent & Ledn, 1958

. marabaensis Souza et al., 2016

. micki Zhao, Galvao & Cai, 2021

. milesi Carcavallo et al., 2001

. montenegrensis Rosa et al., 2012

. nasutus Stal, 1859

. heglectus Lent, 1954

. neivai Lent, 1953

. pallescens Barber, 1932

. paraensis Sherlock, Guitton & Miles, 1977

. pictipes Stal, 1872

. prolixus Stal, 1859

J 0 O O OV O OV OV OV OV OV OV O UV U U U U X

. robustus Larrousse, 1927
R. stali Lent, Jurberg & Galvao, 1993

Fonte: Adaptada de Ravazi et al. (2020).
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Além dos eventos formais de sinonimizacdes, alguns autores sugerem que,
possivelmente, espécies validas representem apenas polimorfismos fenotipicos:
Abad-Franch et al. (2013) e Monteiro et al. (2018), por exemplo, sugerem que R.
milesi provavelmente seja R. neglectus, que R. zeledoni seja R. domesticus
[espécies recentemente sinonimizadas por Oliveira-Correia et al. (2024)]. Além
disso, recentemente Filée et al. (2022) realizaram um estudo filogenémico em
Rhodnius e sugeriram que R. milesi deva ser sinonimizada com R. nasutus. No
entanto, os autores ressaltam que uma possivel explicacdo para R. milesi se
aproximar de R. nasutus e ndo de R. neglectus esteja relacionado com um provavel
evento de introgressao de material genético nuclear entre R. neglectus e R. nasutus.

Rhodnius milesi (Figura 3A) € uma espécie endémica do estado do Para e
Rondbénia que foi descrita a partir de estudos morfolégicos comparativos com R.
dalessandroi Carcavallo & Barreto, 1976 (VALENTE et al., 2001; MASSARO et al.,
2008). Estudos de sistemética filogenética recentes tém agrupado R. milesi com R.
neglectus (Figura 3B) e sugerido que sejam a mesma espécie (Figura 4)
(MONTEIRO et al., 2018). No entanto, Rosa et al. (2014) demonstram que essas
espécies apresentam diferencas significativas nas estruturas das genitalias
femininas analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (Figura 5).
Além disso, os estudos morfologicos dos ovos desses vetores por MEV também
demonstraram diferencias nas células exocoriais (Figura 6) (BARATA et al., 1981,
SANTOS et al., 2009).

Diante dos eventos de especiagcdo criptica e plasticidade fenotipica, bem
como da problematica taxonémica associada com Rhodnius (ABAD-FRANCH et al.,
2013; MONTEIRO et al., 2018), a taxonomia integrativa vem sendo utilizada para a

caracterizacdo de novas espécies da tribo Rhodniini: Rosa et al. (2012) e Souza et
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al. (2016) utilizaram dados morfoldgicos [analisados por Microscopia de Luz (ML) e
MEV], morfométricos e moleculares na descricdo de R. montenegrensis e R.
marabaensis, respectivamente. Entre as diferentes ferramentas que podem integrar
a taxonomia integrativa, a realizacdo de cruzamentos experimentais e analise das
barreiras reprodutivas interespecificas pré e pos-zigéticas mostram-se de grande
importancia para avaliar o status especifico dos taxons (com base no conceito

bioldgico de espécies) (MAYR, 1963; DOBZHANSKY, 1970).

Figura 3. Rhodnius spp. A: R. milesi; B: R. neglectus.

A B

5 mm

Fonte: autoria propria.
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Figura 4. Filogenia de Rhodnius. Notar que R. milesi se agrupa no clado de R.

neglectus.

AF421339 Honduras
100!9_‘?‘{ EF011716 Venezuela | R. prolixus

EF011723 Venezuela

AF421340 Venezuela
94/ fmmme=t EF011718 Venezuela
EF011719 Venezuela

| JX273158 Brazil | R. robustus V
g0/98 AF045716 colony

JX273156 Brazil

KT317038 Brazil | R. neglectus

KT317059 Brazil

R. milesi

R. robustus |

Fonte: Adaptada de Monteiro et al. (2018).

Figura 5. Genitalia externa feminina de R. milesi (A e C) e R. neglectus (B e D) em
visdo dorsal (A e B) e posterior (C e D). A: linha curva entre o 7° e 8° segmento; B:
linha entre o 7° e 8° segmento ligeiramente curvada ao meio; C: fendas transversais
1 + 1 na linha entre o 9° e 10° segmento; D: linha entre 0 9° e 10° segmento com

formato oval em porcao anterior e que se alarga nas laterais.

Fonte: Adaptada de Rosa et al. (2014)
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Figura 6. Aspecto geral do exocorio dos ovos de R. milesi (A e C) e R. neglectus (B
e D) visualizados em aumento de 1000x (A e B) e 3500x (C e D). A e C: linhas
laterais de dificil visualizacdo, destacadas pela grande concentracao de granulagdes
(caracterizadas como grandes, abundantes, com distribuicéo regular no tegumento e
ausentes nos funis) que frequentemente formam aglomerados. B e D: linhas laterais
presentes ou ausentes, quando presentes, as linhas sdo retas, enrugadas, com
leves demarcacdes e visiveis pela falta de granulagbes (caracterizadas como

minusculas, abundantes e com distribui¢cdo uniforme no tegumento).

Fonte: Adaptada de Barata et al. (1981) (Figuras B e D) e Santos et al. (2009) (Figuras A e C).

O estudo das barreiras reprodutivas no género Rhodnius iniciou-se em 1976
com cruzamentos experimentais entre R. prolixus e R. neglectus (CARVALHEIRO;
BARRETTO, 1976). Os autores observaram barreiras reprodutivas pré e pos-
zigbticas e, consequentemente, confirmaram o status especifico de ambas as
espécies parentais. Posteriormente, Carcavallo et al. (1978) realizaram cruzamentos
entre R. prolixus e R. neivai, R. prolixus e R. robustus e R. prolixus e R. pictipes e
caracterizaram barreiras pré (primeiro e segundo cruzamento) e pd4s-zigoticas

(terceiro cruzamento). Mais recentemente, Diaz et al. (2014) realizaram cruzamentos
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entre R. pallescens and R. colombiensis e observaram presenca de isolamento
mecanico ou infertilidade do hibrido por erros de pareamento cromossémico (Figura

7) (dependendo da dire¢cdo dos cruzamentos).

Figura 7. Metafase meidtica de hibridos machos resultantes do cruzamento entre R.
pallescens macho and R. colombiensis fémea. Notar os autossomos univalentes

(ponta de seta). Barra: 10 ym.

Fonte: Adaptado de Diaz et al. (2014)
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4. CONCLUSAO
Com base na auséncia de barreira reprodutiva, alta taxa de eclosdo, baixa
taxa de mortalidade e, sobretudo, posicao filogenética de R. milesi dentro do clado

R. neglectus, realizamos a sinonimizac¢ao formal de milesi com R. neglectus.
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