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Glossário 

Contig: conjunto de reads formados após a montagem, seriam os “genes”. 

𝐃̅ : média de D para os SNPs de um determinado transcrito.  

D: diferença entre as frequências alélicas de um SNP da variante R. montenegrensis 

e R. robustus. 
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Pair –end reads: o programa gera sempre um par de read. 

Read: são as sequências de leitura feitas pelo sequenciador. 

SNP : Polimorfismo de Nucleotídeo Único. 
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1. Resumo 

CARVALHO, Danila Blanco. “Estudo de transcriptomas por RNAseq em tecidos 

de cabeça e glândula salivar de Rhodnius montenegrensis e Rhodnius robustus 

(Hemiptera, Reduviidade, Triatominae)”. Defesa (Doutorado em Biociências e 

Biotecnologia aplicadas à Farmácia) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas – 

UNESP, Araraquara, SP. 

A doença de Chagas é uma das principais parasitoses que ocorrem na América 

Latina, cujo agente etiológico é o protozoário Trypanosoma cruzi, que é veiculado por 

triatomíneos. Estima-se que entre oito milhões de pessoas estejam infectadas. 

Rhodnius é um dos gêneros que pode veicular T. cruzi e inclui espécies estreitamente 

relacionadas com baixos níveis de diferenciação morfológica. Atualmente, existem 19 

espécies conhecidas, entre elas, Rhodnius montenegrensis que é considerada a fim 

de Rhodnius robustus. Para investigar as diferenças genéticas interespecíficas dessas 

duas espécies utilizou-se a metodologia de larga escala RNA-seq. Por essa técnica 

foram geradas quatro bibliotecas de RNA total de cabeças e glândulas salivares de 

machos de R. montenegrensis e R. robustus. Após filtrar pela qualidade, foram 

realizadas montagens de novo de cada uma das espécies. Esse processo resultou 

em 64952 contigs para R. montenegrensis e 70894 para R. robustus com N50 de 2100 

para as duas espécies aproximadamente. Com base na montagem de R. robustus, foi 

feita uma procura por SNPs e foram encontrados 3055 polimorfismos interespecíficos 

fixados. Foram selecionados 216 transcritos com alta divergência contendo apenas 

polimorfismos fixados entre as duas espécies. O teste de enriquecimento nesses 

transcritos revelou uma sobrerepresentação de oito termos relacionados ao complexo 

da proteína clatrina.  Os resultados obtidos mostram que R. montenegrensis e R. 

robustus apresentam uma quantidade substancial de polimorfismos interespecíficos 

fixados o que sugere um alto grau de divergência genética entre as duas espécies. 
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Palavras chaves: Doença de Chagas, Triatominae, Rhodnius, diferenciação 

específica, diferenciação molecular.











2. Abstract 

CARVALHO, Danila Blanco. "Transcriptome study by RNA Seq in tissues of head 

and salivary gland of Rhodnius montenegrensis and Rhodnius robustus 

(Hemiptera, Reduviidade, Triatomine)." 

Chagas disease is one of the main parasitic diseases found in Latin 

America infecting an estimated eight million people worldwide. The protozoan 

Trypanosoma cruzi, its etiological agent, uses triatomines as a disease vector, 

among them the genus Rhodnius. This genus includes species that have been 

difficult to differentiate because they show low amounts of morphological 

differentiation. Despite that, there are currently 19 known species described, 

one of them Rhodnius montenegrensis, which has been confounded with 

Rhodnius robustus. Here we generated Large-scale RNA-sequencing data from 

heads and salivary glands to investigate genetic differences between these two 

species. We produced a total of four RNAseq libraries from heads and salivary 

glands of males of R. montenegrensis and R. robustus. de novo transcriptome 

assemblies produced for each species resulted in 64,952 contigs for R. 

montenegrensis and 70,894 contigs for R. robustus, with N50 of approximately 

2100 for both species. We performed a search for SNPs based on the more 

complete R. robustus assembly and found 3,055 fixed interspecific differences. 

We identified two hundred and sixteen transcripts with high levels of divergence 

which contained fixed polymorphisms found between the two species. A Gene 

Ontology enrichment analysis revealed that these highly differentiated 

transcripts were enriched for the following terms: clathrin coat of endocytic 

vesicle, AP-2 adaptor complex, clathrin-coated endocytic vesicle, clathrin-

coated endocytic vesicle membrane, clathrin coat of coated pit, endocytic 

vesicle membrane, clathrin vesicle coat, and coated pit. The results reveal that 
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R. montenegrensis and R. robustus show a substantial quantity of fixed 

interspecific polymorphisms, a finding which suggests a high degree of genetic 

divergence between the two species, which likely corroborates their species 

status. 

 

Key words: Chagas disease, Triatomine, Rhodnius, specific differentiation, 

molecular differentiation. 
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3. Introdução 

Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas descreveu o protozoário 

Trypanosoma cruzi, agente etiológico da tripanossomíase americana, assim 

como toda a cadeia epidemiológica dessa zoonose: (i) o vetor, Panstrongylus 

megistus, à época denominado Conorhinus megistus, (ii) animais que foram 

infectados (cobaia, cão, coelho, macaco) e (iii) a infecção humana, que tem 

Berenice como a primeira pessoa encontrada infectada. O renomado cientista 

também conseguiu cultivar T. cruzi em meio de cultura artificial, ágar sangue, 

preparado segundo Novy e Mac Neal e detectou  as diferenças de 

comportamento em animais de laboratório dos diferentes isolados do protozoário 

(CHAGAS, 1909).  

O ciclo de vida de T. cruzi inclui diferentes formas no vetor invertebrado 

e no hospedeiro vertebrado. As formas epimastiGOtas e tripomastiGOtas 

metacíclicas são encontradas no vetor, sendo as primeiras caracterizadas pelo 

formato alongado, com cinetoplasto justanuclear e anterior ao núcleo e flagelo 

livre na porção anterior. Já as tripomastiGOtas metacíclicas são alongadas, com 

cinetoplasto posterior ao núcleo, com flagelo que se estende por toda a célula e 

torna-se livre na porção anterior. As formas tripomastiGOtas sanguíneas e 

amastiGOtas intracelulares são encontradas no vertebrado, sendo a amastiGOta 

arredondada ou ovalada, com um flagelo curto que não se exterioriza. A 

transição entre uma forma e outra envolve modificações morfológicas, na 

expressão gênica e no ciclo celular (CARREA; DIAMBRA, 2016).   

As manifestações clínicas são bastante variáveis e apresentam duas 

fases: aguda e crônica. A primeira é geralmente assintomática, já a fase crônica 

pode ser assintomática ou clinicamente evidente após anos ou décadas da 
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infecção inicial, sendo as manifestações mais comuns o comprometimento 

cardíaco, digestivo ou neurológico (ANDRADE et al., 2015). 

 

3.1. Situação da doença de Chagas no Brasil e no Mundo 

Os meios pelos quais o homem pode tornar-se infectado podem ser 

pela transfusão sanguínea, por via congênita, aleitamento materno, por via oral, 

acidentes de laboratório, transplantes de órgãos e por meio das fezes dos 

triatomíneos que, desde a descrição da doença por Chagas, é o mecanismo mais 

prevalente (RASSI E MARIN-NETO, 2010). 

Na América Latina, essa zoonose tem grande importância por sua 

morti-morbidade e a Organização Mundial de Saúde estima que, 

aproximadamente, seis e sete milhões de pessoas estejam infectadas em todo 

o mundo e 28.000 casos por ano nos 21 países dessa região (WHO, 2015). 

Acredita-se que a infecção humana por T. cruzi em países não endêmicos 

acontece devido à emigração e a falta de triagem em bancos de doação de 

sangue. Esse fato é observado em países como os Estados Unidos onde se 

acredita que cerca de 300.000 pessoas chagásicas estejam vivendo, países da 

Europa 80.000, no Canadá 5.500, no Japão 3.000 e na Austrália 1.500 (COURA, 

VIÑAS, 2010). 

Os movimentos migratórios ajudaram a disseminar  T. cruzi para 

regiões não endêmicas, o que obriga a aplicação de medidas mais rígidas de 

controle e vigilância da doença de Chagas nos países de origem e de 

destino(COURA, VIÑAS, 2010). A Espanha, por exemplo, já incluiu exames para 

detectar a doença em gestantes latino-americanas, assim como a triagem em 
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bancos de sangue e transplantes (PEREZ-MOLINA et al., 2011; BARONA-

VILAR et al., 2012). 

No Brasil, os casos de doença de Chagas humana estão distribuídos 

em uma área de três milhões de quilômetros quadrados sendo encontrada, 

principalmente, nos Estados do Rio Grande do Sul, parte de Santa Catarina e 

região noroeste do Paraná, Minas Gerais (exceto o Sul), São Paulo, GOiás e 

Estados do Nordeste. Na Região Amazônica há focos de transmissão natural no 

Pará, no Amapá e no Alto Rio Negro .  

Com a urbanização e migração da população rural a partir da década 

de 1940, foi introduzido novo risco de transmissão da doença de Chagas: 

transfusão sanguínea (DIAS, SCHOFIELD, 1998). Estima-se que ocorreram 

cerca de 6.000 a 10.000 casos de doença de Chagas transmitidos por transfusão 

sanguínea em 1960 nas cidades do Rio de Janeiro e São Paulo (COURA, 

VIÑAS, 2010). 

Após a década de 1980, quando aumentou o controle sorológico das 

bolsas de sangue devido ao advento da AIDS (DIAS, SCHOFIELD, 1998; DIAS, 

SILVEIRA, SCHOFIELD, 2002), diminuiu muito essa via de transmissão 

(COURA, VIÑAS, 2010).  Atualmente, com o grande aumento da imigração de 

populações de regiões endêmicas, a transmissão transfusional ganha destaque 

nos países não endêmicos para doença de Chagas, ocasionando um novo 

quadro para saúde pública desses países (SCHMUNIS, 2007). Como já citado, 

os países que recebem muitos imigrantes de regiões endêmicas já estão 

tomando medidas para controle da doença (PEREZ-MOLINA et al., 2011; 

BARONA-VILAR et al., 2012).  
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Desde a criação da Iniciativa Cone Sul, em 1991, objetivou-se o 

combate do principal vetor Triatoma infestans, além da redução do risco de 

transmissão por transfusão sanguínea (VINHAES, DIAS, 2000), a incidência de 

doença de Chagas decresceu drasticamente e, o mais importante, foi o efetivo 

controle de sua transmissão natural em âmbito nacional (DIAS et al., 2000). 

A transmissão por via oral, uma das formas de transmissão mais 

relatadas nos últimos anos, ocorre pela ingestão de alimentos contaminados com 

tripomastiGOtas metaciclicos de T. cruzi provenientes das fezes de triatomíneos 

infectados (LEWINSOHN, 2005 ). A grande maioria dos casos estudados são 

episódios súbitos e inesperados, ocorrendo em pequenos e limitados surtos 

(DIAS, 2006). Embora acidental, essa forma de transmissão já é considerada 

endêmica na região Amazônica (JUNQUEIRA, DEGRAVE, BRANDÃO, 2005). O 

primeiro surto de transmissão oral relatado no Brasil aconteceu em Teutônia 

(Estrela, RS) em 1968 (NERY-GUIMARÃES et al. 1968), foram 18 pessoas 

infectadas e seis morreram. Em outubro de 1986, em Catolé do Rocha - PB 

(SHIKANAI-YASSUDA et al., 1991), 26 pessoas se contaminaram 

provavelmente após o consumo de sumo de cana-de-açúcar e uma faleceu. Este 

foi semelhante ao queocorreu em Navegantes, Estado de Santa Catarina, em 

março de 2005, com três mortes. Nessa ocasião, a mesma linhagem de T. cruzi 

foi isolada do sangue dos pacientes infectados, do vetor Triatoma tibiamaculata 

e dos hospedeiros silvestres, gambás das espécies Didelphis aurita e Didelphis 

albiventris, presentes na mata próxima ao local da infecção (STEINDEL et al., 

2008). Em 2006, 430 pessoas adquiriram a doença após ingerirem açaí em 

determinados pontos de venda no estado do Pará, nesse episódio, 

pesquisadores mostraram que T. cruzi é capaz de sobreviver na polpa da fruta 
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tanto em temperatura ambiente, como a 4°C, temperatura média de uma 

geladeira, e até a -20°C, no açaí congelado (NÓBREGA et al., 2009; PEREIRA 

et al., 2009; PEREIRA et al., 2010; BARBOSA et al., 2012). Vários outros focos 

isolados da doença têm sido observados no Brasil, sem grande repercussão. 

Segundo o Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN, 2014), o 

Estado brasileiro com o maior número de casos de doença de Chagas aguda é 

o Pará, com mais de 110 notificações por ano. Nesse Estado ocorre alto índice 

de infecção oral devido aos hábitos alimentares da população e a deficiência no 

processo de higienização no preparo e no armazenamento desses alimentos 

(NÓBREGA et al., 2009). 

 

3.2. Triatomíneos e Distribuição no Brasil 

Os vetores da doença de Chagas pertencem à ordem Hemiptera, 

subordem Heteroptera, que compreende insetos facilmente reconhecíveis por 

apresentarem um par de asas tipo hemiélitros e aparelho bucal picador-sugador 

(LENT, WYGODZINSKY, 1979). 

   Os triatomíneos são vulgarmente conhecidos como barbeiros, 

vinchucas, chirimachas, chupões, procotós, e muitos outros nomes. Esses 

insetos são classificados como pertencentes à família Reduviidae, que agrupa, 

em sua maioria, percevejos predadores distribuídos por várias subfamílias. 

Segundo Lent e WyGOdzinsky (1979), todos os triatomíneos são hematófaGOs 

obrigatórios durante todos os estádios ninfais e adulto, mostrando indícios de 

uma estreita co-evolução com vertebrados. A hematofagia obrigatória resultou 

de uma modificação evolutiva a partir de uma hematofagia facultativa em 

ancestrais predadores que habitaram ninhos de animais (SCHOFIELD e DIAS, 
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1999), no entanto, não se conhece precisamente estes táxons e tal questão é 

dificultada por só existirem 2 registros fósseis (GALVÃO et al., 2003).  

Além disso, devido a essa hematofagia, todas as espécies são 

potencialmente transmissoras de T. cruzi, embora algumas sejam mais 

capacitadas em transmitir o parasito ao homem, como T. infestans, pois tem 

excelente adaptação às casas. Nesse sentido, possuem maior significância 

epidemiológica as espécies dos gêneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma 

(SCHOFIELD e GALVÃO, 2009). 

Desde a descrição da doença por Carlos Chagas, várias espécies de 

triatomíneos tornaram-se conhecidas, com maior ou menor importância na 

transmissão domiciliar da infecção. O que determina essa capacidade é sua 

adaptação ao domicílio. Para o sucesso dessa adaptação é preciso que existam 

fontes alimentares peri-domésticas e, fundamentalmente, que o vetor possua 

alta antropofilia, ao colonizar ou não o interior da habitação (GURGEL-

GONÇALVES et al., 2012). 

Importante lembrar que a transmissão domiciliar da doença de Chagas 

é própria de espaços abertos, naturais ou produto da ação antrópica. Portanto, 

a intervenção do homem sobre o ambiente promove o deslocamento dos 

triatomíneos de seus ecótopos silvestres, levando-os às moradias humanas, 

muitas vezes mal construídas, e em seu entorno peri-domiciliar, condições ideais 

de abriGO e sobrevivência (GURGEL-GONÇALVES et al., 2012). 

Além da alteração ambiental, a capacidade vetorial das diferentes 

espécies de vetor depende de características intrínsecas a cada espécie, tais 

como: maior grau de antropofilia e metaciclogênese (produção de um maior 

número de formas infectantes de T. cruzi) e de menor tempo entre repasto 
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sanguíneo e dejeção (DA SILVA, LUQUETTI e DA SILVA, 1993).  São cerca de 

150 as espécies descritas de triatomíneos e, no Brasil, 65 espécies atualmente 

descritas (GURGEL-GONÇALVES et al., 2012; ROSA et al., 2012; WHO, 2015). 

Dessas, as que têm, ou tiveram, participação mais relevante na transmissão 

domiciliar da doença de Chagas são: T. infestans, Panstrongilus megistus, T. 

brasiliensis, T. pseudomaculata, T. sordida; R.  pictipes, R.  prolixus e R.  

neglectus (SILVEIRA e REZENDE, 1994). 

É sabido hoje que o Estado do Pará é recordista em casos de doença de 

Chagas Aguda (DCA) no país (SINAN, 2014). A transmissão está indiretamente 

ligada aos triatomíneos, em especial às espécies do gênero Rhodnius. O que 

promove esse alto número de DCA é principalmente o consumo de alimento 

infectado por T. cruzi, com fezes de triatomíneos contaminados como o açaí, por 

exemplo. A contaminação se deve pela falta de higiene no processamento desse 

alimento que pode conter fezes de triatomíneo, tornando-o susceptível à 

transmissão do T. cruzi (NÓBREGA et al., 2009). 

Outro lado importante na situação atual da doença de Chagas é que 

mesmo que a maioria das espécies do gênero Rhodnius fosse considerada 

silvestre já se conhece algumas que colonizam moradias rurais, como R. prolixus 

(ABAD-FRANCH et al., 2009).  

Outras espécies desse gênero importantes na transmissão do agente 

causador da tripanossomíase americana e também capazes de invadir e 

colonizar esporadicamente ambientes humanos são R. ecuadoriensis, R. 

pallescens, R. neglectus, R. nasutus e R. stali. Na região Amazônica é comum o 

relato de invasões acidentais ao ambiente humano de R. robustus, R. pictipes e 

R. brethesi e, assim, favorecem a contaminação de alimentos e/ou utensílios 
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utilizados no seu processamento. Esse seria um fator de grande importância 

epidemiológica devido ao grande aumento de casos de DCA na região. Outro 

fato que favorece o contágio dessa enfermidade é a invasão humana ao 

ambiente silvestre, como ocorre com os trabalhadores rurais e extrativistas na 

região de Floresta (COURA et al., 2002; AGUILAR et al., 2007).  

Por outro ponto de vista, os relatos de invasão em moradias humanas por 

triatomíneos, especialmente de espécies do gênero Rhodnius, não se restringem 

mais a ambientes silvestres ou rurais. R. neglectus tem chamado atenção da 

Superintendência de Controle de Endemias – SUCEN do Estado de São Paulo, 

por ser encontrado em centros urbanos, principalmente habitando palmeiras que 

ornamentam praças das cidades, e levando o risco às populações urbanas. De 

acordo com o órgão, essa é a terceira espécie mais coletada no Estado de São 

Paulo (SILVA et al 2011). Estudos ento-epidemiológicos, coletaram R. neglectus 

entre 2004 e 2011 no noroeste do Estado de São Paulo (SILISTINO-SOUZA et 

al., 2013) e 2004 a 2008  no noroeste desse Estado (ALEVI, RODAS, et al., 2015) 

isso demostra que o risco de transmissão na região não está extinto.   

   Após notificação da população, uma pesquisa realizada por técnicos da 

SUCEN encontrou uma infestação de Rhodnius neglectus em palmeiras da área 

urbana do município de Araçatuba-SP e pouco tempo depois foi notificada a 

invasão desses vetores em apartamentos de edifícios próximos às palmeiras 

infestadas  (RODRIGUES et al., 2014).  

Em fevereiro de 2012 a Vigilância Sanitária e Epidemiológica do município 

de Monte Alto - SP foi notificada pela população local sobre invasões domiciliares 

noturnas por possíveis vetores da doença de Chagas no centro urbano da 

cidade. Após uma investigação nas palmeiras da praça central encontrou-se 
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colônias de R. neglectus em seus diferentes estádios ninfais, incluindo ovos o 

que demonstra a instalação desses vetores no ambiente urbano. Nesta ocasião 

a SUCEN não encontrou contaminação por T. cruzi, porém a colonização desse 

vetor no ambiente urbano requer vigilância contínua  e instala a possibilidade de 

endemia chagásica (CARVALHO et al., 2013). 

 

3.3. Espécies do gênero Rhodnius 

A tribo Rhodniini é constituída de dois gêneros: Psammolestes (três 

espécies) e Rhodnius (19 espécies) que ocorrem naturalmente na Região 

Neotropical das Américas (ABAD-FRANCH e MONTEIRO, 2007). Assim como 

todas espécies de Triatominae, são insetos hematófaGOs obrigatórios em todas 

as fases do ciclo de vida. Um detalhe importante dessa tribo é que se trata de 

espécies arborícolas e o habitat da maioria das espécies de Rhodnius está 

associada a copa de palmeiras e as espécies de Psammolestes são encontradas 

em ninhos de aves. Devido a esse habitat, a maioria das espécies é considerada 

silvestre (LENT e WYGODZINSKY, 1979; ABAD-FRANCH et al., 2009). 

No ato da postura as fêmeas de Rhodnius liberam uma substância 

adesiva, assim, os ovos ficam aderidos ao substrato, o que favorece sua 

dispersão passiva e ativa, pois muitas aves formam ninhos em palmeiras e têm 

hábitos migratórios. Além disso, esse gênero possui um ciclo de vida 

relativamente rápido e isso facilita a formação de novas colônias nesses 

ambientes (ABAD-FRANCH et al., 2009).  

Uma característica particular do gênero Rhodnius é a dificuldade 

quanto à identificação dentre as espécies que o compõem se for utilizada apenas 

a morfologia de estruturas tradicionalmente analisadas por microscopia de luz 
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(NEIVA e PINTO, 1923; LENT e WYGODZINSKY, 1979; GALVÃO et al., 2003). 

Pesquisadores demostraram por meio da Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV), que a genitália feminina é uma importante ferramenta para a identificação 

das espécies, tanto pela MEV, quanto por microscopia de luz ( ROSA et al., 

2014). 

Por outro lado, as técnicas moleculares também podem auxiliar em 

estudos de identificação de espécies, uma vez que sequências de aminoácidos 

e de nucleotídeos apresentam um número elevado de caracteres que se 

diferenciaram durante o processo de evolução e a análise dessas diferenças 

entre organismos auxilia na reconstrução filogenética e ajuda na diferenciação 

de espécies crípticas (FUTUYMA, 1995). Vários marcadores moleculares podem 

ser explorados para fornecer informações sobre a variabilidade genética dos 

triatomíneos por meio da detecção de polimorfismo de DNA (ABAD-FRANCH e 

MONTEIRO, 2005).  

Rosa et al (2012) ao descreverem o R. montenegrensis, utilizaram 

ferramentas de microscopia tradicional, morfometria e MEV, em conjunto com 

sequenciamento de porção da região do citocromo b mitocondrial, 

demonstraram, além da descrição dessa nova espécie, a importância de 

complementaridade entre as diferentes técnicas para favorecer a diagnose 

específica, assim como para a identificação. 

 

3.4. Processo de especiação 

Alguns autores consideram a especiação como sendo o processo 

evolutivo de formação de novas espécies ocasionado pelo acúmulo de 

diferenças genéticas até surgir uma barreira contra o fluxo gênico e, 
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consequentemente, o isolamento reprodutivo (BUTLIN e RITCHIE, 2001; WU e 

TING, 2004). 

Devido ao isolamento reprodutivo, as espécies deixam de compartilhar 

material genético e, portanto, passam a acumular diferenças genéticas por deriva 

genética e por seleção natural. Com o aumento no tempo de divergência entre 

as espécies, as diferenças se acentuam, dificultando a distinção dos genes 

responsáveis pelo isolamento reprodutivo daqueles que se diferenciaram após 

divergência inicial (PAPADOPULOS et al., 2014). 

A especiação simpátrica ocorre quando as populações não estão 

isoladas geograficamente isso favorece que o fluxo gênico continue ocorrendo e 

aumenta a complexidade do processo. Nesses casos, a diferenciação 

populacional e a especiação ocorrem por pressões ambientais e 

comportamentais e a consequência dessas forças é a limitação do fluxo gênico 

(PAPADOPULOS et al., 2014).  

Em processos de especiação, é comum pensar que ocorre em 

populações que passam por isolamento geográfico. É lógico que a tendência de 

indivíduos de duas populações geograficamente separadas se reproduzirem 

entre si é consideravelmente menor. Esse isolamento é comprovado com o 

aumento da diferença genética de acordo com o aumento da distância entre as 

populações. Por outro lado, na especiação ecológica, as influências para o 

isolamento reprodutivo podem ocorrer por diferenças ambientais e ecológicas 

entre as populações. Essas diferenças podem favorecer o surgimento de 

híbridos entre tais populações que possuam indivíduos e alelos mal adaptados 

e consequentemente reduzir o fluxo gênico (PAPADOPULOS et al., 2014). 

Portanto esse processo pode levar a uma especiação. Ainda pode ocorrer uma 
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seleção de híbridos e esta pode ser semelhante ao que ocorre no isolamento 

geográfico já que o aumento das diferenças entre os indivíduos pode ter como 

consequência o isolamento sexual e, portanto reprodutivo (PAPADOPULOS et 

al., 2014). Desta forma, conclui-se que processos ecológicos são fundamentais 

para a formação de novas espécies, pois agem na evolução das barreiras ao 

fluxo gênico (isolamento reprodutivo) entre populações (RUNDLE e NOSIL, 

2005).  

Durante a especiação, regiões do genoma sob seleção positiva 

também vão se diferenciar mais rápido do que as demais e havendo fluxo gênico 

essas diferenças serão reforçadas (FEDER, EGAN e NOSIL, 2012). Segundo a 

teoria de “ilhas genômicas“ essas regiões influenciariam outras regiões do 

genoma permitindo outros alelos, mais fracamente selecionados, se acumularem 

e formarem blocos de alelos selecionados. Esse acúmulo crescente pode levar 

a especiação e é, provavelmente, o que ocorre na especiação simpátrica 

(FEDER e NOSIL, 2010; NADEAU et al., 2012). 

O processo de especiação dentro do Triatominae ainda não é bem 

compreendido. Pesquisadores acreditam que a seleção natural pode 

desempenhar um papel importante na especiação, de modo que muitas espécies 

se adaptaram a habitats muito específicos. Como ocorre com Cavernicola pilosa, 

que só é encontrado em cavernas de morceGOs, e as espécies 

de Psammolestes que são associados aos ninhos. Em contraste, existem muitos 

grupos de espécies silvestres que permanecem generalistas, tais como Triatoma 

sórdida que pode ser encontrada numa grande variedade de habitats. Em certa 

medida, as espécies podem ser classificados de acordo com seu grau de 

adaptação a habitats mais estáveis, como o ambiente doméstico, e pode ser que 
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as espécies mais generalistas representam aqueles que ainda têm o potencial 

para uma maior adaptação a habitats mais específicas (SCHOFIELD, C.J.,2000) 

A dificuldade de entendimento do processo de especiação para 

Rhodnuis é consequência da dificuldade de distinção entre as espécies do 

gênero.  Na descrição do R. montenegrensis, Rosa e colaboradores (2012) 

demonstraram a distinção com R.  robustus utilizando diversas metodologias, no 

entanto a distância genética segundo o citocromo b mitocondrial foi baixa. Isso 

ocorre com esses marcadores mitocondriais em caso de espécies muito 

próximas evolutivamente, devido ao fato de não ter havido tempo evolutivo 

suficiente para uma melhor diferenciação do DNA mitocondrial. Assim, a 

identificação de genes com alta taxa evolutiva, ou que estejam relacionados 

diretamente ao processo de especiação facilitará o estudo das diferenças 

genéticas de espécies irmãs ou proximamente relacionadas (ZENG et al., 2000).  

 

3.5. Sequenciamento de Próxima geração  

Há pouco tempo, estudos evolutivos utilizavam poucos marcadores 

para responder às questões de diferenciação entre as espécies. Esses 

marcadores eram geralmente sequências de DNA específicas sequenciadas em 

Sanger que, em muitos casos, não conseguiam responder às questões 

levantadas, além de demandar um lonGO tempo de sequenciamento e um custo 

mais elevado. Desde 2005, para viabilização do genoma humano, (lançado o 

Roche 454 System, seguido por outros sequenciadores tais como o SOLiD da 

Applied Biosystems e o HiSeq2000 da Illumina). Depois de grande 

aperfeiçoamento, esses três sistemas apresentam ótimos desempenho e muitas 
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vantagens em termos de comprimento de leitura, precisão, aplicações e custo 

operacional (LIU et al., 2012).  

A capacidade de gerar muitos dados em pouco tempo e a um custo 

inferior ao das antigas técnicas tem auxiliado na elucidação de questões em 

diversas áreas biológicas como genética de populações, filogeografia, filogenia 

e ecologia molecular (BOKULICH et al., 2012; BRAS, GUERREIRO e HARDY, 

2012), também facilitou o mapeamento genético permitindo que as sequências 

gênicas de interesse possam ser identificadas em um único experimento 

(BAXTER et al., 2012).  

Em triatomíneos, pesquisadores utilizam essa tecnologia para 

identificação de genes que codificam para proteínas salivares por meio do 

sialotranscriptoma (BUSSACOS et al., 2011; ASSUMPÇÃO et al., 2012; 

RIBEIRO et al., 2012). O transcriptoma também ajuda no entendimento da 

fisiologia do vetor para seu controle na natureza. Outro grupo identificou 

receptores para proteína que controla a frequência cardíaca em R. prolixus e 

mostrou que a inibição da expressão dessa proteína leva à redução dos 

batimentos cardíacos do vetor, o que poderia ser usado para o controle dessas 

populações em áreas endêmicas (LEE, VANDEN BROECK e LANGE, 2013).  

Outro estudo recente identificou diversas enzimas no trato digestório de R. 

prolixus (RIBEIRO, et al., 2014). O intuito desse trabalho era triar as enzimas 

envolvidas não apenas na digestão do sangue, mas também na diferenciação 

das formas de T. cruzi durante seu ciclo no inseto. Apesar de não terem uma 

conclusão direta sobre essas proteínas, foi aberto caminho para novos estudos 

a partir das que foram identificadas (RIBEIRO, et al., 2014).  
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A maioria das 19 espécies de Rhodnius são consideradas sivestres, 

porém há adaptação a ambientes peridomiciliares e até mesmo domiciliares 

devido a alterações do seu habitat natural pela urbanização. Além disso, apesar 

de serem facilmente diferenciadas de outros gêneros de Triatominae, 

apresentam muitas dificuldades para a distinção específica.  Assim, é necessária 

uma análise genética para identificação precisa das diferentes espécies, bem 

como para os estudos filogenéticos da subfamília (NEIVA E PINTO, 1923; LENT 

E WYGODZINSKY, 1979; GALVÃO et al., 2003). Marcadores moleculares 

tradicionais auxiliam na identificação e análises filogenéticas, porém ainda não 

se conseguiu identificar os genes responsáveis pelo isolamento reprodutivo. 

A existência de genes em tecidos não-reprodutivos, como cabeça, que 

estejam sob seleção positiva são interessantes por promover a identificação de 

fenótipos que possam também afetar o comportamento sexual. Por outro lado, 

esses genes também podem influenciar funções sensoriais que diferem entre 

espécies pela existência de diferenças em suas características ecológicas 

(GREENSPAN E FERVEUR, 2000).  

 As glândulas salivares de triatomíneos, assim como de outros insetos 

hematófagos, possuem uma grande variedade de compostos anti-hemostáticos 

que são injetados no hospedeiro durante a alimentação (AMINO, TANAKA E 

SCHENKMAN, 2001). Assim, esses vetores são capazes de neutralizar as 

respostas hemostáticas desencadeadas para evitar a perda sanguínea após 

lesão de tecidos, pela vasoconstrição, coagulação e agregação plaquetária. A 

diversidade de transcritos na saliva desses insetos pode revelar uma pluraridade 

de compostos ativos farmacologicamente e ainda de genes que auxiliariam a 
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compreensão dos mecanismos evolutivos desses organismos (ASSUMPÇÃO et 

al 2012).  

Como a distância genética entre R. montenegrensis e R.  robustus, 

segundo o citocromo b foi baixa, o entendimento das diferenças entre os 

transcriptomas seria de grande auxílio para esclarecer o processo de especiação 

e a diferenciação entre as espécies. 

 

4. Objetivos 

4.1. Caracterização de transcriptoma de tecidos de cabeça e glândulas 

salivares de R. montenegrensis e R. robustus. 

4.2. Buscar diferenças que possam auxiliar no entendimento do 

processo de diferenciação, bem como para a identificação específica de R. 

montenegrensis e R. robustus.  

 

5. Material e Métodos 

 

5.1. Exemplares 

As espécies utilizadas neste estudo são mantidas no Insetário de 

Triatominae da Faculdade de Ciências Farmacêuticas UNESP/Araraquara em 

cubas de vidro fechadas com divisórias internas, identificadas nominal e 

numericamente (Colônia de Triatomíneos de Araraquara – CTA nº), 

mensalmente alimentadas com sangue de Anas platyrhynchos (patos). 

 

I. Rhodnius montenegrensis Rosa et al., 2012 
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Recentemente descrita, essa espécie foi encontrada no Estado de 

Rondônia, Região da Amazônia brasileira. Tamanho do macho 

aproximadamente 18,5 mm e da fêmea de 21,5 mm. A coloração geral do corpo 

é marrom amarelada com algumas manchas escuras. Pernas amarelas com uma 

faixa preta na parte posterior da tíbia e uma faixa central, que delimita duas áreas 

escuras (Figura 1). 

Foi utilizada a colônia CTA 088 do Insetário de Triatominae, proveniente 

do município de Monte Negro, Rondônia, Brasil coletados em 18 de setembro de 

2008. 

Figura 1: Fêmea de R. montenegrensis. A. dorsal; B. ventral (Foto: Rosa 

et al., 2012) 

 

 

II. Rhodnius robustus - Larrouse, 1927 

Encontrado na Bolívia, Brasil (Amazonas e Pará), Colômbia, Equador, 

Guiana Francesa, Peru e Venezuela. Possui características morfológicas e 

cromáticas semelhante às de R. prolixus (Lent & WyGOdzinsky, 1979; Galvão et 
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al. 2003). Tamanho do macho de 20-23,5mm e da fêmea de 23-26 mm. A 

coloração geral do corpo é marrom amarelada com muitas manchas escuras em 

várias regiões do corpo (Figura 2). 

Foi utilizada a colônia CTA 085 do insetário de Triatominae, proveniente 

do Peru e mantida em laboratório desde 07/02/1972. 

 

 

Figura 2: Fêmea de R. robustus. A. dorsal; B. ventral (Foto: Rosa et al., 

2012). 

 

 

5.2. Dissecação dos insetos  

Todos os insetos foram separados ainda como ninfa de 5º estádio e foram 

alimentados, até sete dias antes da dissecação para evitar contaminação da 

amostra com sangue do mamífero. Os exemplares foram anestesiados no gelo. 

Para a dissecação dos insetos foi utilizado material estéril e o ambiente 

tratado com RNase exterminator® BioAgency. 
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Todo o procedimento foi realizado em RNA Holder® BioAgency para 

evitar a degradação do RNA e as peças mantidas em gelo até o final do 

procedimento. 

As cabeças de machos foram retiradas com deslocamento cervical 

cuidadosamente para manter a integridade das glândulas salivares. 

Após a dissecação as peças foram colocadas em 200 µL da Trizol® e 

congeladas a -80ºC. 

 

5.3. Extração do RNA total  

O RNA total foi extraído a partir de conjuntos de três cabeças, em média, 

utilizando o protocolo de Trizol / clorofórmio modificado (CHOMCZYNSKI E 

MACKEY, 1995).  

Cada amostra foi descongelada no gelo, macerada e completado o 

volume de Trizol® para 1000 µl. Após a incubação no gelo por 10 minutos foi 

centrifugada a 4ºC e 10.000g por 2 minutos. Ao sobrenadante transferido para 

tubo novo foram adicionados 300 µl de Clorofórmio: Álcool Isoamílico 24:1. Após 

passar rapidamente pelo vórtex foram novamente centrifugados a 4 Cº e 

10.000g, durante 15 minutos. Essa lavagem foi repetida por duas vezes e a fase 

aquosa transferida a um tubo com 1 µl de Glicogênio Azure (30 ng/µl). 

Para a precipitação foi adicionado Isopropanol na proporção 1:1 de 

amostra, misturado por inversão 10 vezes e incubado no gelo, por 10 min. Após 

a incubação, a amostra foi centrifugada a 4 Cº em 12.000g, por 10 min. O 

sobrenadante descartado e o pellet lavado por duas vezes com 500 µl EtOH 

80%. Após as duas lavagens, o pellet foi seco a 60º C (termo-blotting) por 3-5 

minutos e ressuspenso em 30µl de água DEPC pré-aquecida à 60º C.  
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5.4. Purificação do RNA (CATHALA et al., 1983) 

 Foi adicionado à amostra (de 30 µl) um volume de 15 µl de cloreto de lítio 

(LiCl) a 7.5M. Após incubação a -20ºC, por 30 minutos, a amostra foi submetida 

à centrifugação a 4ºC a 13.000g por 15 minutos. Descartou-se o sobrenadante 

e o pellet foi lavado com 1ml de etanol 70% gelado. Após a lavagem o pellet foi 

seco à 60º C e ressuspenso em 35 µl de água DEPC pré-aquecida a 60º C. 

A qualidade do RNA foi visualmente triada em gel de agarose, 

quantificada em fluorômetro Qμbit enquanto que as medidas ao NanoDrop 

asseguraram a escolha de amostras com índices próximos a 2.0 nas relações 260/230 

e 260/280. 

 

5.5. Sequenciamento em Hi-seq 2500 Illumina 

Bibliotecas de RNA-seq foram construídas a partir de um pool de amostras 

(R. montenegrensis - sete cabeças para a amostra e seis para a réplica, R. 

robustus - seis cabeças para a amostra e seis para a réplica), que totalizavam 4 

ug do RNA total utilizando o TruSeq RNA Sample Prep kit v2 (Ilumina) protocolo 

de acordo com as instruções do fabricante. As bibliotecas foram agrupadas em 

pools de 12 e corridas em uma  lane de uma flow cell na plataforma Illumina 

HiSeq2500 com 2 x 100 pb paired-end (Laboratório de Genômica Funcional 

Aplicada à Agricultura e Agroenergia, ESALQ-USP, Brasil).  

 

5.6. Análise de bioinformática 

As análises bioinformáticas foram realizadas utilizando estrutura 

computacional do Laboratório de Genética de Populações – UFSCar, 

supervisionadas pelo Prof. Dr. Reinaldo Alves de Brito, em um servidor Dell 
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Power Edge T620, com 24 threads e 128G de ram.  

 

5.6.1. Filtragem e montagem das sequências – SeqyClean e Trinity 

Todas as reads foram aparadas por qualidade Phred e filtradas por 

comprimento usando o programa SeqyClean, disponível em 

https://bitbucket.org/izhbannikov/seqyclean. As reads mantidas para as análises 

tiveram um comprimento mínimo de 50 bases, erro permitido 0,01, ou seja, um 

erro a cada 100 bases (qualidade Phred igual a 20) nos interiores das 

sequências, erro permitido 0,05 nas extremidades. SeqyClean também verifica 

e remove quaisquer sequências adaptadoras do processo de sequenciamento 

que tenham ficado restantes. Esse programa analisa as duas reads do pair-end 

e descarta ambas as sequências se apenas um não cumpre os parâmetros de 

filtragem estabelecidos. Essa característica é importante para o programa que 

monta os contigs, porque todas as leituras estão emparelhadas e permitem a 

produção de uma montagem mais eficaz, especialmente na ausência de um 

genoma de referência.  

Para otimizar a montagem dos contigs  foi feita a normalização das reads 

filtradas usando a ferramenta insilico_read_normalization.pl que é parte do 

pacote do Trinity (filtra reads repetidas ou redundantes) (GRABHERR et al., 

2011). A profundidade utilizada nessa etapa para evitar a redundância foi de até 

60 repetições.  

As reads filtradas e normalizadas foram montadas também usando o 

programa Trinity. Este é especializado para montagem de transcriptomas que 

possui três passos. O primeiro é Inchworm que monta sequências únicas de 

transcritos. Ele utiliza os k-mers em sequência para efetuar a montagem e 
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reconhece o fragmento mais representativo para a sequência.  O segundo é 

Chrysalis, que organiza dos dados em grupos relacionados a cada possível gene 

(clusters) e forma os grafos de Bruijn. Por fim, o terceiro é Butterfly, que processa 

os grafos em paralelo e traça vias de leitura para cada par encontrando as 

possíveis isoformas e transcritos por splicing alternativos e identifica possíveis 

genes paráloGOs (GRABHERR et al. 2011). 

Foram realizadas duas montagens de novo com os reads das duas 

réplicas de cada espécie. A profundidade utilizada, para evitar a redundância, foi 

de até 60 repetições. Para essa montagem colocou-se como tamanho mínimo 

de contig formado de 200 bases. 

 

5.6.2. Alinhamento das Sequências - Bowtie2 

Bowtie2 (LANGMEAD e SALZBERG, 2012) é um programa que alinha 

sequências produzidas no sequenciamento Illumina de duas formas: a primeira 

é de acordo com uma referência, ou seja, se o organismo estudado já possui um 

genoma de referência, ele monta o transcriptoma de acordo com esse genoma; 

a outra forma é montar uma referência, a partir dos dados gerados pelo Ilumina, 

chamado como de novo. Essa estratégia é muito eficaz no estudo de 

transcriptomas e o Bowtie2 possui a capacidade de mapear as reads na 

montagem que foi produzida pelo Trinity. Para evitar redundância no 

mapeamento da montagem de R. robustus, filtraram-se as maiores isoformas 

por cada ”unigene” detectado durante o processo de montagem. Assim, obteve-

se um transcrito por cada conjunto de isoformas (“unigene”). As reads filtradas 

de cada espécie foram mapeadas contra a montagem de R. robustus, tomada 

como transcriptoma-referência, usando as opções default do programa Bowtie2. 
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5.6.3. Busca de Variantes - VarScan2. 

 VarScan2 (KOBOLDT et al., 2012) é um programa que detecta variantes 

(SNPs - Single Polymorphism Nucleotide ou Polimorfismo de Nucleotídeo Único) 

nos dados gerados pelo sequenciamento de próxima geração.  

Para essas análises, converteu-se os arquivos gerados para os 

adequados utilizando a ferramenta SamTools e a opção samtools_view.  

Os arquivos convertidos foram utilizados para a pesquisa de SNPs 

utilizando o comando mpileup2SNP do VarScan2. Para uma análise mais 

acurada, filtrou-se as isoformas que compartilham regiões a fim de evitar 

redundância de fragmentos. Assim, obteve-se um transcrito por cada conjunto 

de isoformas (“gene”). Na análise utilizou-se uma cobertura mínima de 42, 

qualidade de mapeamento maior que 30 e qualidade Phred maior que 30. 

Para selecionar um grupo de transcritos candidatos que apresentaram 

maior nível de divergência entre as duas espécies, estimou-se o índice de 

diferenciação interespecífica (D) (RENAUT, NOLTE E BERNATCHEZ, 2010; 

ANDRÉS et al., 2013) baseando-se nas frequências alélicas estimadas no 

VarScan2. A variável D é definida como o valor absoluto da diferença entre as 

frequências alélicas de um SNP de R. montenegrensis e R. robustus (D =│FRm 

- FRr│). Também foi calculado o D̅ que é o valor médio de D para os SNPs de 

um transcrito particular (ANDRÉS et al., 2013). Para a pesquisa dos possíveis 

candidatos envolvidos no processo de especiação foi utilizado D̅ = 100 como 

limitante. Esse foi, portanto, o valor limiar para separar transcritos divergentes. 

 

5.6.4. Predição de regiões codificantes (CDS)   
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Foi feita a predição das regiões codificantes (open reading frames 

“ORFs”) para as montagens por espécie usando a ferramenta TransDecoder 

incluída no pacote do Trinity, mantendo-se CDSs iguais ou maiores de 100 

redíduos de aminoácidos.  

 

 5.6.5. Avaliação da qualidade da montagem e anotação do transcriptoma 

por BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) 

BUSCO é uma ferramenta que avalia a qualidade das montagens e 

anotações de genomas e transcriptomas a partir da pesquisa de CDS completos 

referentes genes ortóloGOs conservados. (SIMÃO et al., 2015). 

  

5.6.6. Anotação funcional 

Blastx é uma ferramenta para localizar regiões semelhantes em um banco 

de dados de proteínas não redundante (NR) do NCBI. Das sequências 

semelhantes filtrou-se apenas as 20 primeiras mais semelhantes e para as 

análises utilizou-se apenas a primeira de cada sequência. Foi realizada uma 

pesquisa de sequências semelhantes às CDSs encontradas contra o banco de 

dados de proteínas não-redundantes (NR) do GenBank e para validar as 

montagens feitas por bioinformática, foi feito uma análise de homologia com o 

genoma de R. prolixus (MESQUITA et al., 2015) e disponível em VectorBase 

(https: //www.vectorbase.org/) utilizando o programa Blastn e um limiar de e-

value de 10-6. 

Gene Ontology é uma ferramenta utilizada na análise de transcriptomas 

que tem o intuito de fornecer um vocabulário controlado de termos definidos que 

representam as propriedades do produto do gene. Estes termos estão 
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separados em três domínios: Componente Celular que indicam as partes de 

uma célula ou do seu ambiente extracelular; Função Molecular que são os 

relacionados à atividade de um produto gênico em nível 

molecular; e Processo Biológico são os “unigenes” relacionados à função em 

determinada fase de unidades de vida: células, tecidos, órgãos e organismos 

(ASHBURNER et al., 2000). A ontologia GO está estruturada como um gráfico 

acíclico dirigido, em que cada termo definiu as relações a um ou mais outros 

termos no mesmo domínio, e às vezes para outros domínios. O vocabulário GO 

é projetado para ser geral para cada domínio, e inclui condições aplicáveis aos 

procariotas e eucariotas, e organismos individuais e multicelulares. A anotação 

funcional visando associar os termos da Gene Ontology com cada CDS foi 

realizada com o programa Blast2GO (CONESA et al., 2005). As anotações 

obtidas pelo passo anterior foram analisadas por software WEGO 

(http://weGO.genomics.org.cn/cgi-bin/weGO/index.pl) para exibir a distribuição 

de dos termos da GO do nível 2 encontrados nos transcriptomas de cada uma 

das espécies. Foi realizada ainda a análise de enriquecimento dos termos do 

GO, ou seja, uma análise que permite encontrar os termos do GO que estão 

super-representados usando anotações para o correspondente conjunto de 

genes. Para isso, utilizou-se um p-value de 0,05 e foi realizada por meio do 

programa TopGO. 

 

5.6.7. Teste de seleção Ka/Ks 

 A relação Ka / Ks usada para indicar a pressão seletiva em um gene que 

codifica uma proteína. É calculada como a razão entre o número de substituições 

não sinônimas (Ka), num dado período de tempo, pelo número de substituições 
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sinônimas (KS), no mesmo período. Uma razão maior que 1 indica seleção 

positiva; menor que 1 indica seleção estabilizadora, ou seja, contra a alteração; 

e uma proporção igual a 1 indica seleção neutra. Utilizamos esse teste para 

avaliar dentro dos transcriptomas estudados quais genes estariam sob pressão 

positiva (LI, WU E LUO, 1985). 

  

6. Resultados 

  

6.1. Montagem de transcriptoma De novo  

As quatro bibliotecas de RNA (duas réplicas por espécie) geraram 

131.250.862 Paired-end reads de 100 pares de bases (pb) que representam em 

média 32,8 milhões de reads por biblioteca. Esses reads gerados foram então 

filtrados por qualidade, resultando em 124.601.286 Paired-end reads e mais de 

31 milhões de reads em média por réplica nas duas espécies estudadas. Após 

a normalização obteve-se 13.840.560 paired-end reads. Os resultados das duas 

montagens diferentes aqui feitas: I. R. robustus (Rr) e II. R. montenegrensis 

(Rm); estão mostrados na Tabela 1. A integralidade da montagem do genoma 

foi avaliada utilizando BUSCO, uma ferramenta que verifica o genoma 

relativamente à presença de grupos ortóloGOs conservados de cópia única. De 

2.675 ortóloGOs de cópia única, 80% estavam completos na montagem de Rr 

(Tabela 1), e 6,9% eram BUSCOs fragmentados. Apenas 12% dos ortóloGOs 

não foram recuperados do genoma. Para Rr, 81% estavam completos na 

montagem (Tabela 1), e 7,0% eram BUSCOs fragmentados. Apenas 11% dos 

ortóloGOs foram perdidos do genoma. 
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Tabela 1: Resumo estatístico das montagens de tecido de cabeça e glândula 

salivar de R. montenegrensis (Rm) e R. robustus (Rr). 

 Rm Rr 

Reads totais 32.502.355 33.123.076 

Reads filtrados por qualidade 30.772.029 31.528.614 

Reads depois da normalização x 2 reads 6.543.879  7.296.681 

Total trinity 'unigenes' 53.042 56.756 

Total trinity transcripts 64.952 70.894 

Percent GC 34,66 34,68 

N50 2.083  2.134 

Contigs maiores que 1000 bp 19.838 21.652 

Contigs maiores que 2000 bp 9.903 10.918 

Média (bp) 477 480 

Mediana (bp) 1.046 1.057 

Total assembled bases 67.920.294 74.955.989 

Maior contig 32.076 30.264 

BUSCOs completos 80% 81% 

 

6.2. Regiões codificantes (CDS) e anotação funcional 

  Com a ferramenta TransDecoder foram encontradas 27.150 CDS na 

montagem de R. montenegrensis (Rm), 28.965 na montagem de R. robustus 

(Rr), sendo 17.207 e 18.806 CDSs completos, respectivamente, ou seja, 

possuíam códons iniciadores e terminais. Quando feita a pesquisa com o Blast, 

16.057 CDS em Rm e 16.781 CDS em Rr apresentaram sequências 

semelhantes no banco de dados NR. E desses 10.442 em Rm e 10.828 em Rr 

tiveram anotações funcionais relacionadas com termos do Gene Ontology. Além 

disso, 2.412 CDS em Rm e 2.447 CDS em Rr estão relacionados com códiGOs 

enzimáticos na base de dados do KEGG. 
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A análise de similaridade com o genoma de R. prolixus mostrou que dos 

45.912 contigs utilizados para fazer o Blastn 22.856 foram 100% similares, em 

R. robustus. Em R. montenegrensis 42.758, 7406 foram 100% de similaridade. 

Além disso, todos os contigs analisados tiveram similaridade acima de 70 % 

entre as espécies estudadas e o genoma referido.  

As CDS anotadas também foram distribuídas em 55 cateGOrias 

diferentes do GO pelo software WEGO, pertencentes as três grandes classes: 

18 em Processo Biológico, 24 em Função Molecular e 13 em Componente 

Celular. Da classe Processo Biológico, a cateGOria “Processo Celular” (Cellular 

Process) foi a mais representativa, associada com 64,9% das CDSs para Rm e 

63,5% das CDSs para Rr. Na classe Função Molecular a maioria dos transcritos 

anotados estão associados à cateGOria “Ligação” (Binding) com 52% em Rm e 

50,9% em Rr. Na classe Componente Celular, a cateGOria “Partes Celulares” 

(Cell Part) associou 61,5% dos transcritos para Rm e 61,2% para Rr (Figura 3).   
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6.3. Polimorfismo de Nucleotídeo Único (SNPs) encontrados 

Nas montagens, foram encontrados 13.696 SNPs em 2.196 contigs. 

Baseado no cálculo dos índices de diferenciação (D e D̅), observou-se que a 

maioria dos SNPs compartilhados entre R. montenegrensis e R. robustus têm 

valor absoluto da diferença de frequências (D) acima de 95% (5.552) e desses 

3.055 com D igual a 100%, ou seja, diferenças interespecíficas fixadas (Figura 

4). Levando-se em conta o índice médio (D̅) por contig que considera os valores 

de D de todos os SNPs por contig, foram identificados 558 contigs (do total de 

2.196) que possuem D̅ acima de 90% e 216 com D̅ = 100% (Figuras 4 e 5). Vale 

ressaltar que dos 216 contigs, 160 apresentaram três ou mais SNPs (Figura 6). 

Nota-se que a distribuição de D seria constante se não fosse pelo pico 

representado pelos SNPs com maior diferenciação (D ≥95%) (Figura 4). 

Figura 4: Valor absoluto da diferença de frequências (D) dos alelos em 13.696 

SNPs compartilhados entre R. montenegrensis e R. robustus.
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Figura 5: Diferença média de frequência dos alelos dos transcritos (D̅) entre R. 

montenegrensis e R. robustus. 

 

 

Figura 6: Distribuição de SNPs por contig. 
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6.4. Anotação funcional dos contigs 𝐃̅ = 100% 

 Através da análise de enriquecimento dos contigs 100% diferenciados 

encontramos 8 genes, interessantemente, todos pertencentes ao complexo AP-

clatrina (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Anotação pelo programa BlastX dos contigs com 100% de diferença 

após o enriquecimento com o TopGO.  

GO Term Nome da categoria CateGOria 
principal 

e value 

GO:0030128 clathrin coat of endocytic vesicle Componente Celular 0,01278887 

GO:0030122 AP-2 adaptor complex Componente Celular 0,01278887 

GO:0045334 clathrin-coated endocytic vesicle Componente Celular 0,02489061 

GO:0030669 clathrin-coated endocytic vesicle membrane Componente Celular 0,02489061 

GO:0030132 clathrin coat of coated pit Componente Celular 0,02489061 

GO:0030666 endocytic vesicle membrane Componente Celular 0,0423901 

GO:0030125 clathrin vesicle coat Componente Celular 0,0423901 

GO:0005905 coated pit Componente Celular 0,0423901 

 

6.5. Teste de seleção Ka/Ks 

 Encontrou-se 560 genes sob seleção positiva, ou seja, Ka/Ks maior que 

1. Dentre esses destacamos os 7 que codificam para proteínas sabidamente 

importantes (Tabela 3).    
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Tabela 3: Anotação e função dos 7 contigs sabidamente importantes com Ka/Ks 

maior que 1. 

Contig Anotação Função 

c12445_g1_i1 salivary kazal-type proteinase 
inhibitor  

anticoagulante, vasodilatador e 

atividades antimicrobianas 

(Watanabe et al., 2010) 

c18759_g1_i1 
c18753_g2_i1 

salivary lipocalin transportadores de compostos 

hidrofóbicos em fluidos biológicos 

aquosos, e como proteína de ligação 

à ferormônio sexual (Seo et al., 2011). 

c29260_g1_i1 odorant-binding protein RproOBP4 
precursor  

Precursor para proteína ligante de 

odores e/ou ferormônios (Vogt, 

Prestwich e Lerner, 1991). 

c15932_g1_i1 hemolysin-like secreted salivary 

protein 2 

toxina de formação de poros e é 

frequentemente descrita em 

microrganismo (GOuaux, 1998) 

c16004_g3_i2 heme-binding protein evita o dano oxidativo induzido-heme 

para lipophorin (Dansa-Petretski et 

al., 1995). 

c11608_g1_i1 Diptericin Peptídeo anti-bacteriano (Lee et al., 

2001). 

c18753_g2_i1 nitrophorin 3B Ação antihemostática (Montfort, 

Weichsel e Andersen, 2000). 

 

7. Discussão 

 O gênero Rhodnius também é conhecido pela dificuldade de 

diferenciação interespecífica. As espécies desse estudo foram escolhidas 

exatamente por exemplificarem muito bem essa dificuldade. Rhodnius 

montenegrensis, antes de sua descrição, era identificado como R. robustus 

devido à semelhança morfológica. Rhodnius robustus Larrouse, 1927 que é 

encontrado na Bolívia, Brasil (Amazonas e Pará), Colômbia, Equador, Guiana 

Francesa, Peru e Venezuela, apresenta características morfológicas e 
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cromáticas semelhantes às de R. prolixus (LENT E WYGODZINSKY, 1979; 

GALVÃO et al., 2003) e de R. montenegrensis. Com o intuito de auxiliar no 

entendimento e identificação dessas espécies, e, posteriormente, de outras 

espécies e de outros gêneros, foi realizado o presente estudo utilizando uma 

nova tecnologia de estudo de transcriptomas.   

A base de dados deste trabalho foi construída por metodologia de 

sequenciamento de mRNA (RNA-Seq), a partir de quatro bibliotecas e dois perfis 

de cDNA obtidos de pool de cabeça e glândulas salivares de machos de R. 

montenegrensis e R. robustus com réplicas.  Para R. robustus existe um trabalho 

de sialotranscriptoma feito apenas para descrição de proteínas salivares e sem 

nenhum foco evolutivo (BUSSACOS et al., 2011). Por outro lado, R. 

montenegrensis é uma espécie recentemente descrita e não conta com dados 

na literatura e nenhum de transcriptoma. Portanto, as bibliotecas de tecidos 

cefálico e de glândulas salivares, aqui descritas, fornecem uma triagem de 

transcritos em triatomíneos e permite novos estudos com essas espécies.  

 A montagem construída neste estudo está de acordo com outras 

construídas para estudos similares em outras classes de organismos em relação 

ao N50, em estudos sililares, foi de aproximadamente 1700, e o encontrado 

nesse estudo foi de mais de 2000. Importante observar que dos CDS 

encontradas 63% em Rm e 65% Rr eram completos, demostrando que a 

montagem foi de boa qualidade (REZENDE, 2014; XIANJUN et al., 2014; SHIEL 

et al., 2015). Além disso, por meio da ferramenta BUSCO, observamos um ótimo 

aproveitamento das montagens sendo 80% dos ortóloGOs de cópia única em 

Rm e 81% em Rr eram completos. Os 12% e 11%, respectivamente, de CDS 

não encontradas pelo BUSCO era esperada por ser um estudo de apenas 
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tecidos de cabeça e, portanto, não termos os genes expressos em outros 

tecidos. 

 A pesquisa dessas CDS em banco de dados de proteínas não 

redundantes encontrou 16.057 CDS em Rm e 16.781 CDS em Rr sequências 

semelhantes com vários organismos, inclusive triatomíneos. E desses 10.442 

em Rm e 10.828 em Rr tiveram anotação funcional relacionadas com termos do 

Gene Ontology (Figura 3). Além disso, 2.412 CDS em Rm e 2.447 CDS em Rr 

estão relacionados com códiGOs enzimáticos na base de dados do KEGG. 

Com a análise de enriquecimento de termos do GO observou-se que os 

oito termos que se apresentaram são associados ao complexo de receptores de 

membrana, AP-Clatrina (Tabela 2). Esse complexo é relacionado ao transporte 

de substâncias dentro da célula por estar envolvido na formação de vesículas de 

transporte formadas a partir do complexo de GOlgi e também formada durante a 

endocitose (LI et al., 2015). Foi demonstrado que a endocitose de RNAi 

refractoriness em Bactrocera dorsalis é dependente de clatrina (LI et al., 2015). 

Essa proteína também foi encontrada em Drosophila (CHANG et al., 2002) e no 

transcriptoma de trato digestório de R. prolixus. 

Muitas proteínas de importância biológica também foram encontradas 

neste estudo. Como esse estudo teve o interesse no processo de especiação, 

fizemos o Ka/Ks para identificar as proteínas que estariam sobre seleção 

positiva, dentre essas, destaca-se algumas das proteínas de contigs com Ka/Ks 

maior que 1 (Tabela 4): 

Inibidor de proteinase kazal-type salivar:  encontrada em vários 

transcriptomas de insetos, incluindo Aedes aegypti, R. prolixus, T. infestans, T. 

matogrosensis e P. megistus (RIMPHANITCHAYAKIT E TASSANAKAJON, 
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2010; WATANABE et al., 2010; RIBEIRO et al., 2012; RIBEIRO, J. M. et al., 2014; 

RIBEIRO, SCHWARZ E FRANCISCHETTI, 2015), com a função conhecida de 

anticoagulante, vasodilatador e atividades antimicrobianas e são encontradas 

em glândulas salivares de insetos hematófaGOs (WATANABE et al., 2010; 

RIBEIRO et al., 2012). 

Lipocalina salivar: A família lipocalina é bem difundida em procariotas e 

eucariotas, caracteriza-se por possuir uma estrutura em cilindro, bastante 

conservada, com aminoácidos hidrofóbicos em seu interior. Essa estrutura 

permite transportar compostos hidrofóbicos em fluidos biológicos aquosos. Em 

R. prolixus, por exemplo, foi observado a presença de lipocaninas ligadas a oxido 

nítrico com a função vasodilatadora e inibidora de agregação plaquetária no 

hospedeiro vertebrado (RIBEIRO et al., 2012). Pela afinidade hidrofóbica,foi 

descrita também  como proteína de ligação à ferormônio sexual (SEO et al., 

2011).Também foi encontrada em transcriptoma de T. rubida e P. megistus 

(RIBEIRO ET AL., 2012; RIBEIRO, J. M. ET AL., 2014; RIBEIRO, SCHWARZ E 

FRANCISCHETTI, 2015). 

Precursor de Odorant-binding protein (OBP) RproOBP4: Precursor 

para proteína ligante de odores e/ou ferormônios (VOGT, PRESTWICH E 

LERNER, 1991). Porém, no intestino de R. prolixus foram encontradas algumas 

OBPs que estariam relacionadas ao transporte de nutrientes ou outras moléculas 

envolvidas na coordenação da função fisiológica do intestino (RIBEIRO, J. M. et 

al., 2014). 

Proteína salivar semelhante a hemolisina 2: Em microorganismos é 

descrita como uma toxina de formação de poros (GOUAUX, 1998). Não se sabe 

a função desta proteína em triatomíneos, porém, alguns autores acreditam que 
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possa estar envolvida na lise de hemácias (ASSUMPÇÃO et al., 2008). 

Encontrada também em P. megistus, T. matogrosensis e R. prolixus (RIBEIRO 

et al., 2012; RIBEIRO, SCHWARZ E FRANCISCHETTi, 2015). 

Proteína ligante de Heme: As proteínas ligantes de Heme podem ligar-

se ao óxido nítrico evitando a agregação plaquetária e promovendo a 

vasodilatação hospedeiro vertebrado (CHAMPAGNE, NUSSENZVEIG E 

RIBEIRO, 1995). Em R. prolixus foi demosntrado que essas proteínas inibem a 

peroxidação dependente de heme da principal lipoproteína da hemolinfa e isso 

evita o dano oxidativo induzido por heme durante todo o período de alimentação 

(DANSA-PETRETSKI et al., 1995). 

Diptericin: Peptídeo relacionado ao sistema imunológico do inseto, tem 

ação anti-bacteriana (LEE et al., 2001). Encontrado no sialotranscriptoma de P. 

megistus (RIBEIRO, SCHWARZ E FRANCISCHETTI, 2015) e em Drosophila 

(LEE et al., 2001; RIBEIRO, SCHWARZ E FRANCISCHETTI, 2015).  

Nitroforinas: São lipocalinas que se ligam ao óxido nítrico, portanto tem 

ação antihemostática, comumente encontradas em artrópodes hematófaGOs, 

entre estes R. prolixus e P. megistus (MONTFORT, WEICHSEL E ANDERSEN, 

2000; RIBEIRO, J. M. et al., 2014; RIBEIRO, SCHWARZ E FRANCISCHETTI, 

2015). 

Além disso, durante o processo de especiação, espera-se que apenas 

algumas variantes no genoma estejam fixadas nas duas espécies que 

divergiram. Assim, espécies recentes iriam mostrar apenas algumas SNPs 

fixadas e, com novas barreiras de reprodução, mais diferenças seriam fixadas 

nesses genomas. Se R. montenegrensis e R. robustus fossem a mesma espécie 

era esperada uma distribuição D próxima à normalidade com poucos SNPs 
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fixados. No entanto, os resultados mostraram que mais de 30% dos SNPs estão 

fixadas nessas duas espécies, o que indica mais de 7000 transcritos com uma 

média D> 95% (Figura 6). O fato de se ter múltiplos SNPs fixados num mesmo 

contig é particularmente interessante pois isso pode indicar a ocorrência de forte 

seleção favorecendo a fixação de variantes em diferentes espécies. Estudos 

anteriores realizados com duas espécies de grilos, Gryllus firmus e G. 

pennsylvanicus estreitamente relacionadas e com aproximadamente 20% de 

SNPs fixadas teriam divergido há muitos anos (ANDRÉS et al., 2013), portanto 

R. montenegrensis e R. robustus, além de comprovadamente espécies 

diferentes, poder ter divergido há mais tempo que o previsto. 

Esses dados, portanto, comprovam que essas duas espécies já haviam 

sido diferenciadas há muito mais tempo do que se imaginava, como também 

observado por estudo de citogenética (ALEVI, RAVAZI, et al., 2015).  

Os resultados deste trabalho demonstram e comprovam que R. 

montenegrensis e R. robustus não só são espécies distintas, mas também que 

já divergiram há muito tempo derrubando a teoria de ABAD-FRANCH et al (2013) 

que afirma R. montenegrensis ser uma subpopulação de R. robustus. Além 

disso, esses resultados muito contribuem para uma melhor compreensão sobre 

os estudos filogenéticos dos triatomíneos e consequentemente para o controle 

da transmissão da doença de Chagas. O trabalho conduzido identificou vários 

genes que são potencialmente envolvidos com a maturação e que deverão ser 

investigados no processo de diferenciação entre R. montenegrensis e R. 

robustus. 
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8. Conclusão 

Os resultados obtidos por meio do estudo do transcriptoma das regiões 

das cabeças de R. montenegrensis e R. robustus sugerem que essas duas 

espécies são geneticamente diferenciadas, como já evidenciado pelos 

caracteres morfológicos, estudos   morfométricos e moleculares.  

 

9. Desafios encontrados no decorrer do estudo 

 O primeiro desafio foi entender o funcionamento da tecnologia escolhida 

e desenhar o estudo dentro de infinitas possibilidades de perguntas.  

Depois veio a etapa mais demorada e trabalhosa, a padronização e 

extração das amostras. Para a padronização demorou-se pouco mais de 14 

meses, já que não se encontrou na literatura nenhum trabalho com extração de 

RNA de cabeça completa de triatomíneos. A principal dificuldade foi isolar a alta 

pigmentação que se obtinha juntamente com o RNA extraído. Após várias 

tentativas utilizando-se Kits de extração e também de purificação, além de alguns 

protocolos utilizados em plantas e sangue, o problema foi solucionado retirando 

os olhos compostos, já que possuem alta concentração de pigmentos.  

O terceiro grande desafio, foi o número de indivíduos e o ciclo biológico 

dos mesmos, já que cada ciclo é de aproximadamente 6 meses, portanto 

precisou-se de quase um ano para obtermos todas as amostras nas qualidades 

requeridas. 

Por fim, a bioinformática, com o auxílio fundamental do M.Sc. Carlos 

Congrais e do Prof. Dr. Reinaldo Alves de Brito, foi realizada em um trabalho 

lonGO e cuidadoso que ainda se estenderá por mais algum tempo. 
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Todas essas questões e dificuldade nos fazem acreditar que a ciência é 

fascinante e gratificante! 
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ustralis  palm  tree  in  an  urban  center  foreshadowing  the  risk  of
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a  b  s  t  r  a  c  t

After  several  public  notifications  of  domiciliary  invasions,  palm  trees  were  investigated  in  downtown
Monte  Alto  City,  São  Paulo  State,  Brazil,  in proximity  to  the  city  hall  building,  the  main  church,  con-
dominiums  and  marketing  establishments.  One  hundred  seventy  four  palm  trees  of  10  species  were
investigated,  in  which  72  specimens  of  Rhodnius  neglectus,  a potential  Chagas  disease  vector,  were  cap-
tured  via  manual  methods.  All  insects  were  collected  from  dead  leaves,  organic  debris  and  bird  nests
in  the  only  three  Livistona  australis  palm  trees  in  the  central  park  square.  This  was  the  first  record  of  R.
neglectus  colonizing  this  palm  species.  Although  no Trypanosoma  cruzi  was  found  by abdominal  compres-
omiciliation
ntropogenic changes
ector behavior

sion  followed  by light  microscopy,  the  poor nutritional  status  of the  bugs  hampered  the  examination  of
gut contents  for parasite  detection.  Furthermore,  the  central  crowns  of the  trees,  which  shelter  bats  (Chi-
roptera:  Mammalia),  could  not  be  carefully  searched  for insects  due  to difficult  access.  This  new  finding
highlights  the  sudden  alteration  in insect  behavior,  probably  as  a  result  of  man’s  interference.  This  report
aims  to  warn  those  involved  in  the  health  system  about  this  new  threat,  justifying  detailed  research  of
the  area  to evaluate  the  magnitude  of  this  emerging  public  health  issue.
Chagas disease afflicts millions of people throughout Latin
merica, yet no vaccine has been developed. This disease is caused
y a protozoan parasite, Trypanosoma cruzi, transmitted to man
ainly by infected blood-sucking bugs, the triatomines. It is esti-
ated that between seven to eight million people carry Chagas

isease, placing this illness among the most serious parasitic
isease in the southern hemisphere (WHO, 2010). The epidemi-
logical scenario for this disease is continuously changing, and
ecently, Abad-Franch et al. (2013) questioned the certification of
he absence of Chagas disease transmission by native vectors in

razil. In fact, in Ceará State, a domestic transmission cycle was
isclosed as 20% of all dogs in one periurban locality were T. cruzi
ositive (Lima et al., 2012).

∗ Corresponding author. Tel.: +55 1633016943.
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001-706X/$ – see front matter ©  2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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The establishment of endemic Chagas disease requires
man/triatomine cohabitation in homes (Schofield and Galvão,
2009). Some species of Rhodnius adapt to domiciles (e.g. Rhod-
nius prolixius), whereas the majority are strictly sylvatic. Rhodnius
neglectus may  be in between these adaptation statuses, because
colonies of this species have already been reported in domiciles
of rural areas (Abad-Franch et al., 2009). However, the consensus
is that even a sylvatic species represents a threat, as a popula-
tion portion of these insects will naturally end up invading homes
or landing on food, usually attracted by artificial lights (Abad-
Franch et al., 2009; Gurgel-Gonç alves and Cuba, 2007). There is
one hypothesis to explain the high indexes (in some spots over
10%) of human T. cruzi serological prevalence in the Amazon basin,
as people may  become infected by biting or accidentally, through

infected food (e.g. aç aí or sugar cane juice) contaminated by T.
cruzi infected triatomines (Coura & Borges-Pereira, 2012), which
has been responsible for outbreaks in some spots other than the
Amazon (e.g. Santa Catarina State; Steindel et al., 2008).

dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2013.10.009
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0001706X
http://www.elsevier.com/locate/actatropica
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.actatropica.2013.10.009&domain=pdf
mailto:rosaja@fcfar.unesp.br
dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2013.10.009


3 ta Tropica 130 (2014) 35– 38

M
p
g
m
o
c
l
e
g

f
w
1
i
n
(
w
t
p
a
T
n
c
A
u
c
S
s
m
d
t

a
o
f
fi
w
b
H
d
a
p
r

a
i
T
p
g
D
G
t
L
a
t
a
T
A
b
i
a
o
c
b
i

6 D.B. Carvalho et al. / Ac

In February 2012, the municipal health surveillance office of
onte Alto City, São Paulo State, Brazil, was notified by the local

opulation of dwellings invaded at night by insects, supposed Cha-
as disease vectors. These notifications came from the urban center,
ore specifically from the 14th floor of a building located in front

f a small wooded park (∼11,500 m2) in the central square of the
ity. Therefore, a task force involving (i) the city health surveil-
ance service, (ii) the city hall and (iii) the local superintendence of
ndemic diseases (SUCEN) made it possible to carry out an investi-
ation of the palms in the central square.

Monte Alto city (21◦ 10′ 34′′ S, 48◦ 33′ W)  is located 374 km
rom the capital of the state of São Paulo and has 46,642 inhabitants
ithin an area of 347 km2 (IBGE, 2012). The annual rainfall rate is

441 mm (Agritempo, 2012) and the annual average temperature
s 21.5 ◦C (Prefeitura Municipal de Monte Alto, 2012). There have
ot been any triatomine reports in human dwellings since 2003
Wanderley et al., 2007). Therefore, since the local population as
ell as vector and medical surveillance systems are no longer used

o dealing with Chagas disease and its vectors, the initial search was
erformed superficially, characterized by an extreme care to avoid
ny damage to the palm trees (e.g. pulling off or tearing live leaves).
herefore, this inspection was restricted to dead palm leaves, bird
ests and vegetation residue. Unfortunately, it was impossible to
arefully investigate the crowns of the palms due to difficult access.
s a result, 174 palm trees of 10 species were investigated: Caryota
rens, Coccothrinax barbadensis, Dypsis lutescens, Dypsis madagas-
ariensis, Livistona australis, Livistona chinensis, Phoenix roebelenii,
yagrus romanzoffiana,  Roystonea oleracea and Roystonea regia. The
earching labor took three working days (a total of ∼24 h). Five
en, shared the task: one man  climbed a mechanized mobile lad-

er to remove dead leaves, bird nests and vegetation debris while
he others searched for bugs in everything that fell to the ground.

Of all the palms trees present in the square, only the three L.
ustralis (Fig. 1) were positive for triatomines with this method-
logy, providing the 72 collected bugs (25 males, 22 females, 13
ourth stage and 12 fifth stage nymphs), all of which were identi-
ed as R. neglectus, according to Lent and Wygodzinsky (1979). It
as impossible to determine how many bugs came from each tree

ecause leaves and organic debris got mixed after falling down.
owever, live insects were surely seen in all of these three trees
uring the inspection. The distances between the infested palms
nd the invaded building were measured, as well as those from the
alms to the closest residual forests, which shall be investigated
egarding the presence of triatomines (Figs. 2 and 3).

An important feature of L. australis is that its leaves remain
ttached to the trunk for a long time, even after dying and dry-
ng, which favors the maintenance of bird nests and organic debris.
his was the first record of R. neglectus associated with L. australis
alms. Hitherto, R. neglectus had been only found in palms of the
enera Mauritia spp. and Acrocomia spp. (Abad-Franch et al., 2009;
ias, 2000; Gurgel-Gonç alves and Cuba, 2007; Batista and Gurgel-
onç alves, 2009). In Ceará State, Lima et al. (2008) established for

he first time an unusual association between R. nasutus and the
icania rigida (Oiticica) tree, a large leafy tree of the Chrysobal-
naceae family. Valenca-Barbosa et al., in press reported also for
he first time Triatoma brasiliensis colonizing cacti. R. nasutus usu-
lly inhabits palm trees, specially Copernicia prunifera, whereas
. brasiliensis had been considered exclusive for rocky outcrops.
lmeida et al. (2009) claimed that this behavior alterations might
e a result of man’s environmental interference and has been

ncreasingly evident for many triatomine species. This might be
 synanthropization process, such as T. sherlocki, a species previ-

usly considered exclusively sylvatic, however recently detected
olonizing homes in a quarry mining community. This event might
e also applied to the novel occurrence of R. neglectus in L. australis

n a very urbanized area.
Fig. 1. Livistona australis specimens from which R. neglectus specimens were col-
lected.

Professionals from SUCEN, Ribeirão Preto (SP) staff, exam-
ined the insects by abdominal compression, followed by light
microscopy in order to verify the natural infection by T. cruzi, but all
specimens proved negative for the protozoan. However, most of the
insects were with poor gut contents, which compromises a reliable
parasite detection. Furthermore, molecular methods are required
to assure the natural infection, because some insects may  present
a low parasitic burden (Ramsey et al., 2012). In addition, bugs col-
lected might have been negative because they were all encountered
in proximity to bird nests, birds being refractory to T. cruzi infec-
tion. However, bats (Chiroptera: Mammalia) inhabit the crown
of the trees (A. Vedoveli, municipal department of epidemiolog-
ical surveillance; personal communication, September 10, 2013),
and opossums (Mammalia: Didelphimorphia), the most common T.
cruzi synanthropic reservoir, are naturally abundant in urban areas,
especially parks.

An inspection in the crown of the trees is still required, and we
suspect that only a portion of the triatomine population was caught,
as those supposed to be in the central crown of the trees evaded
this capture effort. We  consider the possibility that the crowns of
other palm tree species are also infested. To answer this question,
live-bait adhesive traps adapted for triatomine capture (for details,
see: Noireau et al., 1999; Abad-Franch et al., 2000) will be applied
for all palm trees in the area. Lima et al. (2008) collected an average
of 3.9 triatomines per infested palm with this kind of trap in Ceará
State.

Some Monte Alto neighboring cities (e.g. Araç atuba e Birigui)

have already presented records of R. neglectus forming domiciliary
colonies. Of special interest, a R. neglectus colony was  discovered
on the 10th floor of an apartment building in Araç atuba, where 20
first and second stage nymphs were captured (the precise date was
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Fig. 2. Aerial picture of Monte Alto city taken by Google Earth, accessed on October 8, 2012. Distances from the infested palms 1 and 2 (PL1 and PL2) and the building invaded
(B)  by triatomines: PL1 – B: 83.70 m;  PL2 – B: 50.94 m.
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ig. 3. Aerial picture of Monte Alto city taken by Google Earth, accessed on October
1:  429.00 m; PL1 – F 2: 464.00 m;  PL1 – F 3: 1146.00 m.  For PL1 and PL2 definition

ot available; Rodrigues et al., 2009). Given that the epidemiologi-
al scenario is not static, the fact that R. neglectus specimens were
resent in an urban center from Monte Alto city is, per se, a rea-
on for concern (Costa et al., 2002; López-Cárdenas et al., 2005;
odriguero and Gorla, 2004). Micro-foci of Chagas disease have
een attributed to either residential triatomine invasions or food
ontamination, incriminating several species of native triatomines,
hich may  result in sporadic transmissions or even outbreaks

Abad-Franch et al., 2013).
As stressed above, the lack of natural infection for this capture

echnique does not mean there are no infected bugs in this area.
he last national serological survey for Chagas disease, performed
rom 2001 to 2008 (Ostermayer et al., 2011), declared that there
as no acute Chagasic case in children under five years old (V.M.
osta, Brazilian Department of Epidemiological Surveillance; per-
onal communication, September 09, 2013) in the entire São Paulo
tate. However an element of the epidemiological channel (the vec-
or in this case) arrives in a non-endemic place, an unprepared
opulation is vulnerable at several levels: (i) to recognize the vector,

ii) to diagnose acute cases of the disease, (iii) to apply basic control

easures and (iv) to prevent the dissemination of this new haz-
rd. A future project will involve vector search/surveillance, health
ducation and collection as well as handling of wild mammals
2. Distances from palms (PL) and the closest residual forests (F1, F2 and F3): PL 1 –
 Figure 2.

with the participation of specialized staff (mammalogists, medical
veterinarians and doctors). Therefore, this finding warrants multi-
disciplinary research efforts in this area to evaluate this potential
emerging public health issue.
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Abstract

Background: Among the vectors of Chagas disease (Hemiptera: Reduviidae:Triatominae), there are eighteen
Rhodnius species described and some are difficult to identify. The aim of this article is to contribute to the specific
identification of fourteen Rhodnius spp. through morphological characters of the external female genitalia.

Methods: Female abdomens were cut transversely. The specimens were then prepared for examination by using
scanning electron microscopy.

Results: The careful examination of the dorsal, posterior and ventral sides revealed characteristics that allowed the
identification of each of the fourteen species.

Conclusion: The use of external female genitalia as characteristics are proposed as a tool for specifically identifying
Rhodnius species, and an identification key for these species is presented.

Keywords: Triatominae, Rhodnius, External female genitalia, Scanning electron microscopy
Background
The Triatominae subfamily is a fundamental link in the
epidemiological chain of the protozoan Trypanosoma cruzi,
which is a registered parasite for 24 families and 150 mam-
malian species as well as humans [1]. Among the 18 genera
comprised in the Triatominae subfamily [2,3], Rhodnius has
been the most difficult to specifically identify according
to studies by Neiva and Pinto [4]; Lent et al. [5], Bérenger
and Sigwalt [6]. Rhodnius species can infect by T. rangeli
too [7].
The first two species described for the genus Rhodnius

were R. nasutus and R. prolixus, which were described in
1859 [8]; between that year and 1979, 10 more species
were added to this genus [9]. In 2003, 4 species were
added to this genus [2] by rehabilitation of R. amazoni-
cus [6], description of R. stali [5], R. colombiensis [10],
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and R. milesi [11]. The seventeenth and eighteenth spe-
cies described for this genus were R. zeledoni [12] and R.
montenegrensis [13].
Based on the literature, identifying such vectors still re-

lies on morphological characteristic descriptions [5,10],
even though genotype studies have improved significantly
and now contribute to phylogenetic evaluations [14-16].
External female genitalia from the Triatominae sub-

family have rarely been used to characterize triatomines
[6,17] compared with male genitalia, which have been
frequently used as one of the main taxonomic character-
istics [5,12,18]. After studying external female genitalia
from Panstrongylus herreri, P. megistus, R. colombiensis,
R. prolixus, Triatoma infestans and T. vitticeps through
scanning electron microscopy (SEM), Rosa et al. [19]
validated this morphology for taxonomy.
Among species of Rhodnius such as R. brethesi and R.

pictipes there is no difficultly in identification [9]. How-
ever, other species such, R. nasutus, R. neglectus, R. pro-
lixus and R. robustus, are widely known as a hard task
for a precise discrimination [20,21]. The present study
l Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
ommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
iginal work is properly cited. The Creative Commons Public Domain Dedication
ain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise
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has shown that it is possible to distinguish the four spe-
cies previously referred to by using characteristics of
their female genitalia.
Regarding the epidemiological importance of Rodhnius

species from Brazil, Gurgel-Gonçalves et al. [22] men-
tioned that R. nasutus and R. neglectus, for example, may
overlap in geographic distribution in the northeastern
Brazil. Then the external female genitalia can help specific
distinction of Rhodnius spp that occupy the same area.
Given such observations, external female genitalia from

14 Rhodnius species were studied herein. This article also
offers a key designed to contribute to the taxonomy of the
group, and may later work for phylogenetic studies on this
subfamily and genus.
Methods
Rhodnius brethesi (N = 2), R. colombiensis (N = 5), R.
domesticus (N = 7), R. ecuadoriensis (N = 2), R. milesi
(N = 3), R. montenegrensis (N = 7), R. nasutus (N = 4 ), R.
neglectus (N = 25) R. neivai (N = 2), R. pallescens (N = 2),
R. pictipes (N = 3), R. prolixus (N = 15), R. robustus (N = 7)
and R. stali (N = 3) were examined by SEM for this study.
These specimens were deposited or maintained in col-

onies at the Insetário de Triatominae da Faculdade de
Ciências Farmacêuticas, Universidade Estadual Paulista
(UNESP) - Araraquara and Laboratório Nacional e Inter-
nacional de Referência em Taxonomia de Triatomíneos/
FIOCRUZ/Rio de Janeiro. They were killed and cut trans-
versely at the beginning of the abdomen. They were then
washed, dehydrated using an alcohol-based compound,
and ovendried at 50°C. Next, they were fixed on aluminum
supports at the fifth abdominal segment such that the pos-
terior portion was at a 90-degree angle with the support
base. Next, metal sputtering was used for 80 seconds at
10 mA. Thereafter, the dorsal, ventral and posterior
sides were examined using a Topcon SM 300 scanning
electron microscope, Topcon corporation, Hasunuma-
cho, Tokyo Itabashi-ku, Japan. The comparative study was
performed using images from 87 samples.
Origins for the samples are shown in Tables 1 and 2

summarizes the different characteristics between the 14
Rhodnius species. All features herein described as differ-
ential characteristics were checked for at least 15 (except
for R. ecuadoriensis (2), R. milesi (3) and R. neivai (2))
insects per species by light microscopy (OM) to evaluate
if there was intraspecific variability. Characteristics with in-
terspecific variability were discarded from the description.
Results
The dorsal, posterior, and ventral sides of the 14 Rhod-
nius species were analyzed using SEM.
Evaluating the images for the Rhodnius species’ dorsal

sides aided in defining three primary characteristics:
1) The line that divides the seventh and eighth segments;
2) The shape of the ninth segment; and
3) The shape of the tenth segment.

After visualization of the posterior side Rhodnius spe-
cies showed four primary characteristics:

1) The line that divides the eighth and ninth segments;
2) The line that divides the ninth and tenth segments;
3) The shape of the ninth segment; and
4) The shape of the tenth segment.

Examining the ventral side showed five primary
characteristics:

1) The line that divides the seventh segment and the
eighth gonocoxites and gonapophyses;

2) The shape of the eighth gonocoxites;
3) The shape of the eighth gonapophyses;
4) The shape of the ninth segment; and
5) The shape of the tenth segment.

Based on the characteristics presented by the line that
divides the seventh and eighth segments in the dorsal per-
spective, the species were categorized into three groups:

a) Species with a curved dividing line: R. domesticus,
R. ecuadoriensis, R. milesi, R. nasutus, R. neivai,
R. pictipes, R. prolixus and R. stali (Figure 1A-H);

b) Species with a straight dividing line between the
seventh and eighth segments: R. montenegrensis and
R. robustus (Figure 1I,J); and

c) Species with a curved dividing line and an additional
downward curve in the middle: R. brethesi,
R. colombiensis, R. neglectus and R. pallescens
(Figure 1K-N).

Based on these criteria, a key was developed to identify
the 14 Rhodnius species, which are described below.

I) The eight species in group a were separated by traits
observed on the posterior and ventral sides; the results
are as follows. The posterior perspective showed that
R. domesticus has a moon-shaped line that divides the
ninth and tenth segments (Figure 2A). The ventral
perspective showed that the ninth segment ends
slightly below the tenth segment (Figure 3A).

Rhodnius milesi has lateral transverse 1 + 1 slits on
the line that divides the ninth and tenth segments
(Figure 2C). The ventral perspective showed that the
ninth and tenth segments (Figure 3C) end on the
same plane.
R. ecuadoriensis does not include slits on the tenth
posterior segment (Figure 2B). The ventral



Table 1 Species, colony and origin of the triatomines used for the characterization of female genitalia by scanning
electron microscopy

Species Colony Origin Initiated

R. brethesi 222 Igarapé Tucunaré, Rio Curiduri, Barcelos, 20/07/2009

AM, Brazil

R. colombiensis 050 Tolima, Colômbia 15/02/2001

R. domesticus Instituto René Rachou, Belo Horizonte, MG, Brazil

R. ecuadoriensis Laboratório Nacional e Internacional de Referência em Taxonomia de Triatomíneos, RJ, Brazil

R. milesi Belém, PA, Brazil

R. montenegrensis 088 Montenegro, RO, Brazil 29/09/2008

R. nasutus 053 Patú, Messias Targino e Almino Afonso, RN, Brazil 23/05/1983

R. neglectus Laboratório Nacional e Internacional de Referência em Taxonomia de Triatomíneos, RJ, Brazil

R. neivai Laboratório Nacional e Internacional de Referência em Taxonomia de Triatomíneos, RJ, Brazil

R. pallescens 070 Barro Colorado, Panamá 14/12/1984

R. pictipes 071 Jacundá, PA, Brazil 23/05/1983

R. prolixus 074 Venezuela 25/05/1983

R. prolixus 075 Instituto Nacional de Salud, Bogotá, Colômbia 15/12/1976

R. prolixus 079 Ortiz Caseiro, Edoguarica, Venezuela 05/09/1999

R. robustus Laboratório Nacional e Internacional de Referência em Taxonomia de Triatomíneos, RJ, Brazil

R. robustus 083 Instituto de Medicina Tropical - Peru 30/08/1973

R. stali Laboratório Nacional e Internacional de Referência em Taxonomia de Triatomíneos, RJ, Brazil

da Rosa et al. Parasites & Vectors 2014, 7:17 Page 3 of 10
http://www.parasitesandvectors.com/content/7/1/17
perspective showed that eighth gonocoxites ends
projected to the ninth segment (Figure 3B).
The tenth segment of R. neivai is clearly separated
into two lobes by a central slit in the posterior
portion (Figure 2E). The ventral perspective
showed that the eighth gonocoxites and
gonapophyses have a V-shaped depression in the
middle, and the tenth segment includes a slit in
the middle (Figure 3E).
Rhodnius nasutus has 1 + 1 lateral slits along the
posterior end of the tenth segment (Figure 2D). The
ventral perspective showed that the tenth segment is
semi- circular in shape (Figure 3D).
The posterior perspective showed that the tenth
segments in Rhodnius pictipes and R. stali are
rectangular. In R. pictipes, a slit was observed at
the dividing line between the ninth and tenth
segments (Figure 2F). R. stali did not include this
slit (Figure 2H). The ventral perspective showed
that R. pictipes includes a ninth segment with
wide lateral edges (Figure 1F, 3F), while in R.
stali, these edges are narrow (Figure 1H, 3H).
The posterior perspective for Rhodnius prolixus
showed that the line dividing the ninth and tenth
segments is circular (Figure 2G). On the ventral
side, the posterior 1 + 1 edges for the ninth segment
are curved (Figure 3G).

II) The two species that compose group b were
separated by traits observed in the dorsal, posterior
and ventral portion.
The dorsal perspective showed that the seventh
segment for R. montenegrensis forms 1 + 1 lateral
triangular points along the edge of the eighth
segment, and the eighth segment is trapezoid-
shaped (Figure 1I). In R. robustus, the triangular
points are smaller, and the eighth
segment is rectangular (Figure 1J). From a
posterior perspective, it is easier to distinguish
between the ninth segment, which is longer in
R. robustus than R. montenegrensis (Figure 2I,J).
The ventral perspective showed that the dividing
line between the seventh segment and eighth
gonocoxites is circular in R. montenegrensis
and curved in the middle of R. robustus
(Figure 3I,J).

III)The four species in group c were distinguished by
traits on the posterior and ventral sides.
The posterior perspective showed that R.
pallescens includes an oval dividing line between
the ninth and tenth segments (Figure 2N).



Table 2 Main characteristics found in the dorsal, posterior, and ventral views of the external female genitalia of 14 Rhodnius species

Species Dorsal view Posterior view Ventral view

R. domesticus Curved line between 7th and 8th segments (Figure 1A) Moon-shaped line between the 9th and 10th
segments (Figure 2A)

9th segment ends slightly below the tenth
segment (Figure 3A).

R. ecuadoriensis Curved line between 7th and 8th segments (Figure 1B) No transverse 1 + 1 slits on the line between 9th and 10th
segments (Figure 2B)

Points of 8th gonocoxite projected onto the 9th
segment (Figure 3B)

R. milesi Curved line between 7th and 8th segments (Figure 1C) Transverse 1 + 1 slits on the line between 9th and 10th
segments (Figure 2C)

9th and 10th segments finish at the same
plane (Figure 3C).

R. nasutus Curved line between 7th and 8th segments (Figure 1D) Transverse 1 + 1 slits on the line between the 9th and 10th
segments (Figure 2D)

Semi-circular 10th segment (Figure 3D)

R. neivai Curved line between 7th and 8th segments (Figure 1E) 10th segment separated by a slit in 1 + 1 lobes (Figure 2E). 7th segment line with V-shaped depression;
10th segment with slit (Figure 3E).

R. pictipes Curved line between 7th and 8th segments (Figure 1F) Rectangular 10th with a slit between 9th and 10th
segments (Figure 2F)

9th segment with wide 1 + 1 lateral edges (Figure 3F)

R. prolixus Curved line between 7th and 8th segments (Figure 1G) Circular line between 9th and 10th segments (Figure 2G). Curved 1 + 1 posterior edges of the 9th
segment (Figure 3G).

R. stali Curved line between 7th and 8th segments (Figure 1H) Rectangular 10th segment with no slit in the
middle (Figure 2H)

9th segment with narrow 1 + 1 lateral
edges (Figure 3H)

R. montenegrensis Straight line between 7th and 8th with 1 + 1 triangular
points, and a trapezoidal shaped 8th segment (Figure 1I)

Short 9th segment (Figure 2I) Circular line between 7th segment and 8th
gonocoxites (Figure 3I)

R. robustus Straight line between 7th and 8th with small triangular
points and rectangular shaped 8th segment (Figure 1J).

Long 9th segment (Figure 2J) Line between 7th segment and the 8th gonocoxites
curved in middle (Figure 3J)

R. brethesi Line between 7th and 8th segments that is slightly
curved in middle (Figure 1K)

10th segment separated into 1 + 1 lobes by a cavity (Figure 2K) 8th gonocoxites are separated from 8th
gonapophyses (Figure 3K)

R. colombiensis Line between 7th and 8th segments that is slightly
curved in middle (Figure 1L)

2 + 2 appendages along line between the 8th and 9th
segments (Figure 2L)

8th gonocoxites are not separated from 8th
gonapophyses (Figure 3L).

R. neglectus Line between 7th and 8th segments that is slightly
curved in middle (Figure 1M)

Line between 9th and 10th segments that is oval shaped in
the anterior portion and which widens on the sides (Figure 2M)

Line of 7th segment is curved on the sides, but not
in the middle (Figure 3M).

R. pallescens Line between 7th and 8th segments that is slightly
curved in middle (Figure 1N)

Oval shaped line between the 9th and 10th
segments (Figure 2N)

Line of 7th segment has 1 + 1 curves on the sides
and is elevated in the middle (Figure 3N)
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Figure 1 Female external genitalia of fourteen species of Rhodnius by scanning electron microscopy, dorsal side. A: Rhodnius domesticus;
B: Rhodnius ecuadoriensis; C: Rhodnius milesi; D: Rhodnius nasutus; E: Rhodnius neivai; F: Rhodnius pictipes; G: Rhodnius prolixus; H: Rhodnius stali;
I: Rhodnius montenegrensis; J: Rhodnius robustus; K: Rhodnius brethesi; L: Rhodnius colombiensis; M: Rhodnius neglectus and N: Rhodnius pallescens;
VII, VIII, tergites; IX and X segments.
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In R. neglectus, this line is also oval-shaped at the
beginning, but it widens on the posterior sides
(Figure 2M). The ventral perspective showed that
R. pallescens has a dividing line between the sev-
enth segment and eighth gonocoxites with 1 + 1
lateral curves and a pronounced middle elevation
(Figure 3N). Rhodnius neglectus includes the same
lateral curves but not the middle elevation
(Figure 3M).
The posterior perspective showed that the tenth
segment of Rhodnius brethesi is separated into 1 + 1
lobes by a cavity (Figure 2K), while R. colombiensis has
2 + 2 appendages along the dividing line between the
eighth and ninth segments (Figure 2L). The ventral
perspective showed that R. brethesi includes eight
gonocoxites that are separate from the eighth
gonapophyses (Figure 3K). This separation was not
observed in R. colombiensis (Figure 3L).



Figure 2 Female external genitalia of fourteen species of Rhodnius by scanning electron microscopy, posterior side. A: Rhodnius domesticus;
B: Rhodnius ecuadoriensis; C: Rhodnius milesi; D: Rhodnius nasutus; E: Rhodnius neivai; F: Rhodnius pictipes; G: Rhodnius prolixus; H: Rhodnius stali;
I: Rhodnius montenegrensis; J: Rhodnius robustus; K: Rhodnius brethesi; L: Rhodnius colombiensis; M: Rhodnius neglectus and N: Rhodnius pallescens;
Ap: appendice; Gc8: gonocoxite 8; Gc9: gonocoxite 9; Gp8: gonapophyse 8; Gp9 gonapophyse 9; VIII tergite; IX and X segments.
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The dorsal and ventral side cuticles for the Rhodnius
species studied had transverse linear grooves, except
for the R. domesticus cuticle, which comprised
irregular grooves (Figure 1A).
Discussion
Even though female genitalia structures can be observed
by OM, SEM has several advantages over optical. For this
purpose it was possible to view the three dimensional
external shape of a structure (in this case the female geni-
talia) in the same image. Electron microscopy also allows
us to focus on many details of the structure. After checking
them by OM, observations described the species specific
features, and discarded the polymorphic ones.
Among the 18 Rhodnius species [2,12,13], the female

external genitalia for R. amazonicus, R. dalessandroi,
R. paraensis and R. zeledoni were not studied because
specimens were unavailable.



Figure 3 Female external genitalia of fourteen species of Rhodnius by scanning electron microscopy, ventral side. A: Rhodnius domesticus;
B: Rhodnius ecuadoriensis; C: Rhodnius milesi; D: Rhodnius nasutus; E: Rhodnius neivai; F: Rhodnius pictipes; G: Rhodnius prolixus; H: Rhodnius stali; I: Rhodnius
montenegrensis; J: Rhodnius robustus; K: Rhodnius brethesi; L: Rhodnius colombiensis; M: Rhodnius neglectus and N: Rhodnius pallescens; Gc8: gonocoxite 8;
Gc9: gonocoxite 9; Gp8: gonapophyse 8; Gp9 gonapophyse 9; VII sternite; IX and X segments.
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The relevance of the male genitalia in specific identifica-
tion of triatomines has beeen widely used by many authors,
including Lent and Jurberg [18] to describe new species.
On the other hand the female genitalia, also evaluated by
other authors [6,9], has shown itself less valuable due to the
hard task of the dissection technique, unlike the male geni-
talia. The first publication in 2010 using SEM involving
non-dissected insects of non-closely related triatomine spe-
cies (P. megistus, P. herreri, R. prolixus, R. colombiensis, T.
infestans and T. vitticeps), clearly showed that these species
can be distinguished by this features [19]. However, in 2012
the validity of this approach was confirmed for closely re-
lated species (R. robustus and R. montenegrensis) [13]. In an
unpublished masters thesis, Simone Caldas Neves used the
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same approach to distinguish a recently described species
(T. jatai [23], in the theses called T. n.sp.) closely related to
T. costalimai [24].
Given the difficulties for specific distinctions in the

Rhodnius species [4,9,12] this study was performed to
increase the number of morphological traits that can be
used to identify the species in this genus.
For this study, details previously published for external

female genitalia traits in four species were reconsidered;
the species included were R. colombiensis, R. prolixus
[19], R. montenegrensis and R. robustus [13].
The key presented and summarized in Table 2 was de-

veloped using the most evident traits to identify the 14
Rhodnius species using the external female genitalia. Three
groups of species (a, b, and c) were formed according to
characteristics of the dividing line between the seventh
and eighth dorsal segments, which is a visible and percep-
tible feature (Figure 1A-N). However, given the informa-
tion verified by the 42 figures, the 14 species can be
identified using traits on the dorsal, posterior, and ventral
sides as either isolated or associated characteristics.
In the key, R. montenegrensis and R. robustus separ-

ation is based on the dorsal, posterior, and ventral sides
(Figures 1I,J, 2I,J, 3I, and J). Though eight species from
group a and four species from group c were characterized
based on their posterior and ventral sides, it is important
to note that these species also include characteristics on
the dorsal side, as with R. nasutus and R. neivai, which
have distinct tenth segment shapes (Figure 1D,E).
Thus, the dorsal side shows that the eighth, ninth and

tenth segments are also distinct among the 14 species
evaluated (Figure 1A-N).
Based on a posterior perspective, the 14 species can be

distinguished by the dimension and shape of the eighth
gonocoxites and gonapophyses, the ninth and tenth seg-
ments as well as the dividing lines between the eighth and
ninth as well as the ninth and tenth segments. This perspec-
tive shows that the posterior portion of the tenth segment
is concave at the end in 11 species (Figure 2B-E,G,I-N); in
R. pictipes and R. stali, this segment is straight at the end
(Figure 2F,H), while in R. domesticus, it is semi- circular
(Figure 2A).
A ventral perspective shows that the 14 species have

distinctive lines at the end of the seventh segment as
well as shapes and dimensions for the gonapophyses, the
gonocoxites, as well as the ninth and tenth segments.
From this perspective, 10 species have a dividing line be-
tween the seventh segment and eighth gonocoxites as
well as gonapophyses, which is curved at the sides and
convex in the middle (Figure 3C-H,J,L-N). In the
remaining four species, this line is curved (Figure 3A,B,J,
and K). In six species, the eighth gonocoxites meet in a tri-
angular shape (Figure 3A,B,G, and I-K); in the other eight
species, this point is non-triangular (Figure 3C-F, H, and
L-N). The eighth gonapophyses are triangular in 12 spe-
cies (Figure 3A,E,G, and I-N) and rod-shaped in two
species (Figure 3F,H).
After combining the results herein on the external fe-

male genitalia for these 14 Rhodnius species using the
five complexes established by Carcavallo et al. [20] for
this genus, the following factors can be considered.
A comparative analysis of the external female geni-

talia characteristics for the R. dalessandroi complex
was impossible because only R. milesi specimens were
examined.
Rhodnius pictipes and R. stali, which compose the R.

pictipes complex, include traits that join and exclude
similar species. These traits include a dividing line be-
tween the seventh and eighth segments from the dorsal
perspective, rectangular shape of the tenth segment from
the posterior perspective, as well as ninth and tenth seg-
ment features (Figures 1F,H, 2F, and H). From the ven-
tral perspective, similarities were observed for the line
that divides the seventh segment from the eighth gono-
coxites and gonapophyses as well as the shape of the
eighth gonocoxites and tenth segments (Figures 1F,H,
2F,H, 3F, and H). However, each of these two species
maintained distinguishing characteristics. From the dor-
sal perspective at the intersection between the lines that
separate the seventh segment and connectives, R. pictipes
include 1 + 1 triangles that are not evident in R. stali. The
dorsal perspective also shows that R. stali comprise salient
and straight lateral 1 + 1 edges on the ninth segment,
while in R. pictipes, these edges are wide (Figure 1F,H).
From the ventral perspective, this difference is clarified by
the shape of the ninth segment end portion, which is wide
in R. pictipes and straight in R. stali (Figure 3F,H.)
For the R. prolixus complex, which comprises R. prolixus,

R. domesticus, R. nasutus, R. neglectus, R. robustus, and,
more recently, R. montenegrensis, the analyses confirmed
that the connecting traits include the shape of the ventral
line that divides the seventh segment from the eighth gono-
coxites and gonapophyses, except for R. montenegrensis.
The species include distinguishing traits on the three sides
studied. A distinct trait was verified for R. domesticus,
which was the only species of the 14 that does not include
transversely grooved cuticles (Figure 1A). Importantly,
R. neglectus and R. prolixus, which are particularly difficult
to distinguish, do have distinguishing characteristics on the
dorsal side; the line that separates the seventh and eighth
segments is completely curved in R. prolixus, while in
R. neglectus, it is curved on the sides and lightly convex in
the middle (Figure 1G,M). On the posterior side, the
difference between these two species evident through
the dividing line between the ninth and tenth seg-
ments, which is circular in R. prolixus and oval at the
beginning in R. neglectus but widens on the posterior
sides (Figure 2G,M). The ventral side of R. prolixus
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shows a laterally expanded ninth segment, which was
not observed in R. neglectus (Figures 3G,M).
Rhodnius colombiensis, R. ecuadoriensis and R. pallescens,

which comprise the R. pallescens complex, include a set of
ninth and tenth segments on the posterior side that form
an isosceles triangle (Figure 2B,L, and N). This configur-
ation clearly connects these three species. The distinction
between such species is particularly evident on the ventral
side, where the posterior portion of the eighth gonocoxites
and gonapophyses is projected on the ninth segment
in R. ecuadoriensis; however, the gonocoxite is not
projected in R. colombiensis. This structure has a dif-
ferent shape in the two species (Figure 3B,L). In
R. pallescens, the dividing line that separates the sev-
enth segment from the eighth gonocoxites and gona-
pophyses is elevated in the middle; the elongated
shape of the ninth and tenth segments also distinguishes
this species from R. colombiensis and R. ecuadoriensis
(Figure 3N,L, and B).
The studies performed herein facilitate identification

and descriptions for three distinguishing features on the
dorsal side, four features on the posterior side and five
features on the ventral side of the external female geni-
talia in the 14 Rhodnius species, which distinguish the
species. Using such findings, a key was developed to aid
in distinguishing the 14 Rhodnius species. There is no
record in the literature for intraspecific polymorphism
for the female genitalia; however, this characteristic has
not been widely explored. Given that, we do not discard
the possibility of intraspecific variation for field popula-
tions and some of the features elected shall be confirmed
with a much larger sample of field material. Therefore,
we consider the possibility of further adjustments in the
key. On the other hand, all descriptive studies in the
morphology field also have this limitation. For triato-
mines, morphological variations, not described before,
were detected for Rhodnius nasutus in Ceara [25], and
Triatoma rubrovaria in Rio Grande do Sul [26].
The morphological traits for the external female geni-

talia validate four of the five complexes proposed by
Carcavallo et al. [20] for the genus Rhodnius. They also
specifically distinguish the species in the complexes. The
fifth complex proposed by Carcavallo et al. [20], which
also includes the species R. milesi was impossible to
evaluate due to a lack of R. dalessandroi specimens.
It is important to highlight that the results herein cor-

roborate the observations in Rosa et al. [19], which consid-
ered these traits for P. herreri, P. megistus, R. colombiensis,
R. prolixus, T. infestans and T. vitticeps and validated the
taxonomy. However, the study herein is a continuation of
the study on the posterior ventral abdominal segments for
the female nymphs in the fifth nymphal stage from six
Triatominae species in Rosa et al. [27], wherein specifically
distinguishing characteristics were identified.
Finally, it will necessary to clarify whether the features
of the female genitalia described by SEM may also be
observed through OM by non-experts. In addition, given
the possible polymorphism for field populations we rec-
ommend: (i) first using to the traditional classification
and then (ii) make use of this study for the specific
confirmation.

Conclusions
Examination by SEM of the dorsal, posterior and ventral
surfaces of the female external genitalia of 14 species of
Rhodnius enabled the identification.
Through OM was also possible to identify the 14 spe-

cies of Rhodnius.
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