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RESUMO

A tribo Rhodniini é composta por 19 espécies pertencentes ao género Rhodnius e trés ao
género Psammolestes. Rhodnius spp. apresentam uma taxonomia complexa, pois
similaridades morfoldgicas, em conjunto com eventos de plasticidade fenotipica e especiagao
criptica, dificultam a correta classificagcdo desses vetores da doenga de Chagas. Diante desses
eventos evolutivos, bem como da problemdtica taxondmica associada com Rhodnius, a
taxonomia integrativa vem sendo a principal vertente utilizada para a caracteriza¢do de novas
espécies da tribo Rhodniini. Entre as diferentes metodologias que podem integrar a taxonomia
integrativa em Triatominae, podemos destacar os estudos das barreiras reprodutivas
interespecificas e de sistematica filogenética, pois mostram-se de grande importancia para
avaliar o status especifico dos tdxons (com base nos conceitos bioldgicos e filogenéticos de
espécies). Diante do exposto, avaliamos a relacdo filogenética da tribo Rhodniini,
considerando espécies de Rhodnius e Psammolestes ¢ os hibridos resultantes dos cruzamentos
experimentais, por meio da aplicagdo de marcadores nuclear (ITS-1) e mitocondrial (Cyz b).
A reconstruicdo filogenética permitiu observar que: i. os grupos pictipes € pallescens sao
evolutivamente mais proximos do que o grupo prolixus; ii. R. robustus da Venezuela
(linhagem I) representa uma espécie nova afim de R. prolixus; iii. R. robustus de linhagem V
¢ mais proximo da linhagem da regido de Orinoco (I) do que das linhagens Amazodnicas (I,
III e IV); iv. diferente do esperado, os hibridos resultantes do cruzamento entre R. robustus 9
e R. prolixus &, bem como uma parte dos hibridos resultantes do cruzamento entre R.
montenegrensis Q e R. marabaensis & ficaram agrupados com a espécie do individuo macho
do cruzamento (R. prolixus € R. marabaensis, respectivamente); v. por outro lado, a outra parte
dos hibridos resultantes do cruzamento entre R. montenegrensis Q e R. marabaensis & e todos
os hibridos resultantes dos cruzamentos entre R. marabaensis § € R. montenegrensis &, entre
R. brethesi Q € R. pictipes &, assim como entre R. prolixus @ € R. robustus & apresentaram
padrdo de segregacdo genotipica normal (ou seja, ficaram agrupados com R. montenegrensis,
R. marabaensis, R. brethesi e R. prolixus, respectivamente); por fim, vi. hibridos provenientes
do cruzamento entre P. coreodes § e P. tertius & ficaram agrupados com a tnica espécie de

Psammolestes que amplificou (P. arthuri).

Palavras-chave: triatomineos; doenca de Chagas; ITS-1; Cyt b; evolugao.



ABSTRACT

The Rhodniini tribe is composed of 19 species belonging to the genus Rhodnius and three to
the genus Psammolestes. Rhodnius spp. present a complex taxonomy, as morphological
similarities, combined with phenotypic plasticity and cryptic speciation, complicate the correct
classification of these Chagas disease vectors. Given these evolutionary events, as well as the
taxonomic challenges associated with Rhodnius, integrative taxonomy has been the primary
approach used to characterize new species in the Rhodniini tribe. Within the various
methodologies that can be used in integrative taxonomy in Triatominae, we can highlight
studies of interspecific reproductive barriers and phylogenetic systematics, as they are of great
importance for assessing the specific status of the taxa (based on biological and phylogenetic
species concepts). Given the above, we evaluated the phylogenetic relationship of the Rhodniini
tribe, considering Rhodnius and Psammolestes species and the hybrids resulting from
experimental crosses, through the application of nuclear (ITS-1) and mitochondrial (Cyt b)
markers. Phylogenetic reconstruction revealed that: i. the pictipes and pallescens groups are
evolutionarily closer than the prolixus group; ii. R. robustus from Venezuela (lineage I)
represents a new species related to R. prolixus; iii. R. robustus from lineage V was closer to the
Orinoco region lineage (I) than to the Amazonian lineages (II, III, and IV); iv. different from
what was expected, the hybrids resulting from the cross between R. robustus @ and R. prolixus
d, as well as some of the hybrids resulting from the cross between R. montenegrensis @ and R.
marabaensis & were grouped with the male species of the cross (R. prolixus and R.
marabaensis, respectively); v. on the other hand, the remaining hybrids resulting from the cross
between R. montenegrensis @ and R. marabaensis & and all hybrids resulting from crosses
between R. marabaensis @ and R. montenegrensis &, between R. brethesi Q and R. pictipes &,
and between R. prolixus @ and R. robustus & showed a normal genotypic segregation pattern
(they were grouped with R. montenegrensis, R. marabaensis, R. brethesi, and R. prolixus,
respectively); finally, vi. hybrids resulting from the cross between P. coreodes § and P. tertius

& were grouped with the only Psammolestes species that amplified (P. arthuri).

Keywords: triatomines; Chagas disease; ITS-1; Cyt b; evolution.
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1. INTRODUCAO

Os triatomineos (Hemiptera, Triatominae) sdo insetos hematdfagos 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 etiologico da doenca de Chagas (DC) (WHO, 2025) (Figura 1).
Atualmente, existem 159 espécies, agrupadas em 19 géneros e cinco tribos, sendo todas
consideradas como potenciais vetores da DC (GALVAO, 2014; ALEVI et al., 2021;

CAMPOS et al., 2024; BARBOSA-SILVA et al., 2025; de PAIVA et al., 2025).

Figura 1. Distribui¢do geografica da doenca de Chagas.

Chagas di burden demi
and non-endemic countries
Endemic countries -

-
i

1,311,109 1,000 .

Non-endemic countries e ;sfg:; RO W "‘;;5,./' sl S ”A.w}}'
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Fonte: Widdup et al. (2025).

A tribo Rhodniini (Hemiptera, Triatominae) € composta por 19 espécies pertencentes
ao género Rhodnius Stal, 1859 e trés ao género Psammolestes Bergroth, 1911 (RAVAZI et
al., 2020; ALEVI et al., 2021; ZHAO et al., 2021; CAMPOS et al., 2024). Dentro do género

Rhodnius, algumas espécies sao importantes vetores do 7. cruzi (WALECKX et al., 2015;
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JUSTI; GALVAO, 2017). Rhodnius prolixus, por exemplo, estd entre as principais espécies
de importancia vetorial para a DC, devido a sua ampla distribui¢do geografica que se estende
da América Central até os paises andinos do norte, assim como a sua capacidade de
domiciliacdo, sua alta frequéncia de dispersdo e boa capacidade vetorial (WALECKX et al.,
2015). Além de R. prolixus, existem outras espécies domiciliadas na tribo Rhodniini, por
exemplo, R. ecuadoriensis Lent & Leoén, 1958 no norte do Peru e Equador, R. stali Lent,
Jurberg & Galvao, 1993 na Bolivia e R. pallescens Barber, 1932 no Panama, que apresentam
importantes taxas de infec¢ao pelo parasito (variando entre 7,7% e 87%) (JUSTI et al., 2010;
HERNANDEZ et al., 2016; GRIJALVA et al., 2017).

Embora Rhodnius ¢ Psammolestes compartilhem um ancestral comum [0 que
caracteriza a tribo Rhodniini como um grupo monofilético (JUSTI et al., 2014, 2016; de
PAULA et al., 2021)], os membros do género Rhodnius foram agrupados em trés grandes
grupos: pallescens (considerado como transandino, com distribui¢do no oeste da cordilheira
dos Andes), pictipes e prolixus (considerados como cisandinos, com distribui¢ao no leste do

Andes e na Amazonia) (JUSTI; GALVAO, 2017) (Figura 2).
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Figura 2. Distribui¢cdo geografica dos grupos transandino (A) e cisandinos (B e C).

B R. colombiensis
R. ecuadoriensis
B R pallescens

I R. robustus ¢,
R. prolixus %% *,  »
| R. neglectus
R. nasutus
R. neivai < - 2
R. montenegrensis % . I R. amazonicus

R. milesi R. brethesi

| R. marabaensis Lo R. paraensis

R. domesticus 58 : . R. pictipes

R. taquarussuensis 5§ §§ R. stali
I R. barretti X P 3 R. zeledoni

Fonte: Hernandez et al. (2020).

Enquanto Psammolestes ¢ um género monofilético (MONTEIRO et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2018; HERNANDEZ et al., 2022), Rhodnius ¢ considerado como
parafilético (MONTEIRO et al., 2000; JUSTI et al., 2014; de PAULA et al., 2021), uma vez
que as espécies do grupo prolixus sao evolutivamente mais proximas de Psammolestes spp.
do que dos outros grupos de Rhodnius (JUSTI et al., 2014, 2016; de PAULA et al., 2021)
(Figura 3). Além disso, as espécies do género Rhodnius apresentam uma taxonomia
complexa, pois embora a diferenciagdo das espécies fosse, inicialmente, baseada apenas em
distingdes e similaridades morfologica (LENT; WYGODZINSKY, 1979; HERNANDEZ et
al., 2020), os eventos de plasticidade fenotipica e especiagdo criptica dificultam a correta

classificacdo desses vetores (ABAD-FRANCH et al., 2013).
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Figura 3. Filogenia representando a relacao entre Rhodnius spp. € Psammolestes spp.

99|_ Rhodnius pallescens

| L[ Rhodnius colombiensis | [pallescens group

071K Rhodnius ecuadoriensis
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Psammolestes tertius

o

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

Abad-Franch et al. (2013) ressaltaram que esses eventos evolutivos podem levar a
erros taxondmicos para Rhodnius spp., sugerindo, por exemplo, que R. montenegrensis Rosa
et al., 2012 representasse apenas uma das linhagens de R. robustus Larrousse, 1927
(linhagem IT) (MONTEIRO et al., 2003). No entanto, a sinonimia das espécies ndo foi
realizada pelos autores e diversos estudos interespecificos realizados confirmaram a relagdo
entre elas, porém nao inviabilizaram o status especifico de R. montenegrensis (CARVALHO
etal., 2017; BRITO et al., 2019), uma vez que R. robustus € um grupo parafilético composto
por, pelo menos, cinco tdxons distintos: R. robustus de linhagem I, proveniente do norte da
bacia do Orinoco, II (descrita como R. montenegrensis), 111 (descrita como R. marabaensis
Souza et al., 2016), IV, provenientes da regido nordeste da Amazonia, incluindo as terras
altas da Guiana Francesa e, por fim, V, proveniente da regido centro-norte da Amazonia
(MONTEIRO et al., 2003, 2018; ROSA et al., 2012; ABAD-FRANCH et al., 2013; SOUZA

et al., 2016) (Figura 4).
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Figura 4. Distribui¢ao geografica das linhagens I, II, Il e IV de R. robustus.

Fonte: Monteiro et al. (2003).

Diante dos eventos de especiagdo criptica e plasticidade fenotipica, bem como da
problematica taxondmica associada com Rhodnius (ABAD-FRANCH et al., 2013;
MONTEIRO et al., 2018), a taxonomia integrativa vem sendo a principal ferramenta para a
caracterizacao de novas espécies da tribo Rhodniini (ROSA et al., 2012; SOUZA et al., 2016)
e da tribo Triatomini (DORN et al., 2018; LIMA-CORDON et al.,2019; ALEVI et al., 2020).
Entre as diferentes metodologias que podem integrar a taxonomia integrativa em
Triatominae, podemos destacar os estudos morfologicos e morfométricos, enzimaticos,
citogenéticos, das barreiras reprodutivas interespecificas e de sistematica filogenética
(ALEVIetal., 2021).

Com relacao a sistematica da tribo Rhodniini, os estudos realizados, até o momento,
se concentraram em descrever agrupamentos de espécies dentro da tribo, mas nao em

delimitar corretamente as espécies e entender os processos evolutivos que permitiram a sua
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formagdo gerando inconsisténcias, principalmente, entre os estudos morfologicos e
genéticos. As inconsisténcias sistematicas descritas na literatura para a tribo sdo: i.
parafiletismo do género Rhodnius; ii. agrupamento inconsistente das linhagens do Rhodnius
e classificagdo incorreta de algumas espécies dentro dos grupos; bem como iii. status
questionavel de espécies devido a presenca de inconsisténcias entre algumas filogenias e
estudos morfométricos (HERNANDEZ et al., 2020).

Os estudos evolutivos sobre o grau de diferenciagdo genética intra e interespecificos
sdo limitados, uma vez que, até o0 momento, nao foi avaliado se existe/existiu fluxo génico
entre as diferentes linhagens de Rhodniini e, principalmente, se esse fator contribui/
contribuiu para a especiagdo ¢ adaptagdo desses insetos. Um exemplo dessas inconsisténcias,
o que afeta ainda mais a correta identificagdo de espécies, é que amostras colombianas de
Rhodnius foram agrupadas com R. prolixus colombiano por analise morfométrica, enquanto
marcadores moleculares [Citocromo b (Cyt b)] os agrupam como R. robustus da Venezuela
e, sobretudo, por estudos moleculares subsequentes com uma amostragem maior (também
com Cyt b), foram identificados como uma nova espécie denominada R. barretti Abad-
Franch, Palomeque & Monteiro, 2013 (MARQUEZ et al., 2011; ABAD-FRANCH et al.,
2013). Além disso, o status especificos de varias espécies, como R. milesi Carcavallo, Rocha,
Galvao & Jurberg, 2001 e R. zeledoni Jurberg, Rocha & Galvao, 2009, foram recentemente
sinonimizados com R. neglectus Lent, 1954 e R. domesticus Neiva & Pinto, 1923,
respectivamente (CAMPOS et al., 2024; OLIVEIRA-CORREIA et al., 2024).

Essas inconsisténcias, em conjunto com aquelas relacionadas a delimitacdo de
espécies da tribo Rhodniini sdo devidas a: 1. variabilidade morfoldgica ser limitada entre as
diferentes espécies da tribo, ii. identificagdo de algumas espécies da tribo ser baseada em
poucos caracteres com interpretagdes complexas, iii. alguns caracteres utilizados para

identificacdo de espécies serem afetados pela variabilidade fenotipica e plasticidade
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morfolégica em associacdo com mudangas ambientais, iv. estudos filogenéticos usarem
poucos marcadores (geralmente apenas um mitocondrial), v. recursos gendomicos serem
escassos; e, finalmente, vi. falta de integracdo de estudos que analisam, simultaneamente, as
barreiras morfologicas, bioldgicas e reprodutivas suportadas por recursos gendmicos
(JUSTL; GALVAO, 2017; MONTEIRO et al., 2018).

Os testes de cruzamentos experimentais realizados para a tribo Rhodniini
concentram-se, principalmente, em avaliar as barreiras reprodutivas interespecificas, com
énfase taxonomico (CARVALHEIRO; BARRETTO, 1976; BARRET 1988, 1995;
GALINDEZ et al., 1994; DIAZ et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2019; RAVAZI et al.,
2021,2022; CAMPOS et al., 2024; ALEVI et al., 2025a; ALEVI et al., 2025b; ALEVI et al.,
2025¢). Esses cruzamentos sinalizam que a maioria das barreiras sdo pos-zigdticas, ou seja,
hibridos sdo produzidos (indicando compatibilidade gendémica interespecifica) e,
posteriormente, quebrados por inviabilidade, esterilidade e/ou desmoronamento do hibrido
(CARVALHEIRO; BARRETTO, 1976; BARRET 1988, 1995; GALINDEZ et al., 1994;
DIAZ et al., 2014; RAVAZI et al., 2021; ALEVI et al., 2025a; ALEVI et al., 2025b; ALEVI
et al., 2025¢). Além disso, Ravazi et al. (2021) realizaram cruzamentos experimentais entre
P. tertius Lent & Jurberg, 1965 e P. coreodes Bergroth, 1911 e observaram compatibilidade
genOmica intragenética e auséncia de barreiras pré-zigoticas para o género Psammolestes
(uma vez que hibridos foram produzidos em ambas as direcdes dos cruzamentos). No
entanto, eventos pos-zigéticos de inviabilidade e desmoronamento do hibrido resultaram na
quebra desses hibridos e, consequentemente, confirmaram o status especifico de P. tertius e
P. coreodes, com base no conceito bioldgico de espécie.

Considerando que os estudos dos cruzamentos experimentais e dos hibridos
resultantes (a) podem ajudar a compreender a taxonomia e sistemdtica deste grupo de

vetores, (b) podem ser usados para analisar os mecanismos de isolamento que limitam o
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